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INTRODUCTION

1. L’anorexie mentale

a. Définition
D’un point de vue étymologique le terme d’anorexie vient du Grec ancien « anorexia »
signifiant « manque d’appétit ». En 1888, Sir William Gull fut le premier a rapporter un cas
d’anorexie mentale (AN) (Silverman 1997). Ce n’est cependant qu’en 1980 que I'anorexie
mentale (AN) a été décrite pour la premiére fois comme un trouble du comportement
alimentaire (TCA) dans la 3°™¢ édition du Manuel diagnostique et statistique des troubles
mentaux (DSM-III ;Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) (Galmiche et al.
2019). La derniére version du DSM, le DSM-V fait état de trois formes typiques de TCA : I'AN,

la boulimie nerveuse (BN) et I'hyperphagie compulsive (BED ; Binge Eating Disorder) (Fig. 1).

A cela il faut ajouter les formes atypiques de TCA, répertoriées sous le nom de « trouble des
conduites alimentaires non spécifiées » (OSFED ; Other Specified Feeding or Eating Disorders).
L’OSFED prend en compte les troubles des conduites alimentaires dont les manifestations

cliniques ne répondant pas de maniere précise aux formes typiques.

Lorsqu’une détresse clinique est observée, mais qu’elle ne répond pas de maniére stricte et
compléte a un trouble alimentaire ou de I'alimentation précédemment évoqué, on parle alors
de « troubles de I'alimentation ou alimentaires non spécifiés » (UFED ; Unspecified Feeding or

Eating Disorder).



o -
Anorexia nervosa Bulimia nervosa (Typical) ]
DSM-III-R (Typical) ==> including Binge eating behavior g 7 e
Anorexia nervosa Bulimia nervosa EDNOS
DSM-IvV (Typical) (Typical) ==> Including Binge eating behavior
DSM-5 Anorexia nervosa Bulimia nervosa (Atypical AN, SNO:::I:ED, Purging and g UFED
(Typical) (Typical) ] NES) B
Restrictive Food intake Binge Eating Disorder

Figure 1 : Evolution de la classification des troubles du comportement alimentaire au sein des
différentes versions du DSM (Galmiche et al. 2019). AN, anorexie mentale ; BED, binge eating
disorder ; BN, boulimie nerveuse ; DSM Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders ; EDNOS,
eating disorders not otherwise specified ; NES, night eating syndrome ; OSFED, other specified feeding

or eating disorders ; UFED, unspecified feeding or eating disorders.

Selon le DSM-V, le diagnostic de I’AN est réalisé en prenant en compte trois critéres :

e Une restriction des apports alimentaires, conduisant a un poids inférieur au poids
normal selon le sexe, I'age, la taille, et la trajectoire développementale.

e Une peurintense de prendre du poids ou de devenir gros.

e Une altération de I'image de soi, de la forme de son corps, de la perception de son

poids.

En outre, elle est classée en quatre différents niveaux de sévérité en fonction de I'indice de
masse corporelle (IMC) : légére (IMC 18,5-17 kg/m?), modérée (IMC 16,99-16kg/m?), sévere

(IMC 15,99-15 kg/m?) et extréme (IMC < 15 kg/m?).

Il est a noter qu’il existe deux sous types d’anorexie : restrictive et mixte. La premiere est la

forme la plus répandue et se définit par une incapacité a s’alimenter. Concernant le type




mixte, le patient alterne période de restriction et de crise boulimique, entrainant une perte
totale sur le controle de son alimentation suivi par des comportements compensatoires tels

gue la purge (vomissements, laxatifs ...).

b. Prévalence épidémiologique
La prévalence de I’AN au cours de la vie est d’environ 1,4% pour les femmes et de 0,2% pour
les hommes, en faisant donc une pathologie a prédominance féminine dont le sexe ratio est
d’environ 1 homme pour 8 femmes (Galmiche et al. 2019) ; (Steinhausen et Jensen 2015).
Néanmoins, le large éventail des outils diagnostics ainsi que des populations étudiées rendent

difficile la détermination de cette prévalence.

En effet, la prévalence de I’AN peut varier selon I’édition du DSM utilisée lors du diagnostic.
Ainsi, Fisher et al. ont montré que sur une cohorte de 309 patients atteints de TCA, 26,2%
présentaient une AN selon le DSM-IV contre 32,4% si les criteres étaient basés sur le DSM-V

(Fisher, Gonzalez, et Malizio 2015).

L'origine ethnique et culturelle des cohortes peuvent aussi étre mises en perspective.
Néanmoins, il reste difficile de déterminer si elles influencent réellement la prévalence. En
effet, quatre études réalisées sur des patients atteints de TCA en Afrique n’ont montré aucun
cas d’AN, ce qui peut étre mis en relation avec la trés faible prévalence de cette pathologie au
sein des populations afro-américaines (van Hoeken, Burns, et Hoek 2016). A contrario, une
étude plus récente effectuée sur une cohorte de 1777 jeunes femmes présentant des troubles
de la perception de leur image corporelle, a montré qu’il n’y avait pas de différences selon

I'origine ethnique (Z. H. Cheng et al. 2019).



Un autre parameétre a prendre en compte est I’dge. Bien que des cas d’AN soient reportés chez
les adultes et personnes agées, I'’AN est une pathologie touchant principalement les

adolescents et jeunes adultes (Micali et al. 2013).

c. Complications somatiques

L'AN est une pathologie pouvant entrainer de nombreuses et graves complications
somatiques. Les complications cardiovasculaires sont la principale cause de morbidité et de
mortalité. Différentes anomalies ont été rapportées telles que : de I'hypotension, de la
bradycardie, des péricardites, des déreglements de la contractilité vasculaire au niveau
périphérique, ... (Sachs et al. 2016). L'AN peut également affecter le métabolisme osseux.
Ainsi, de nombreuses études ont montré chez les patients atteints d’AN, une augmentation
de I'ostéoporose entrainant le risque de fracture (Rigotti et al. 1984 ; Legroux et Cortet 2019
; Donaldson et Gordon 2015 ; Achamrah, Coéffier, et al. 2017). A cela il faut rajouter les
nombreuses complications retrouvées au niveau du tractus gastrointestinal, liées a la
malnutrition et/ou au comportement de purge. Ces derniéres apparaissent au niveau
gastrooesophagien par la présence de reflux gastriques ainsi qu’un ralentissement de la
vidange gastrique. De plus, des atteintes au niveau intestinal sont fréquemment reportées,
notamment une diminution de la motilité intestinale entrainant un ralentissement du transit
(Norris et al. 2016). Parallelement, il est a noter une inflammation systémique chez les patients
atteints d’AN, indiquée par une augmentation globale des cytokines pro-inflammatoires
(Dalton, Campbell, et al. 2018). L’'ensemble des conséquences de la maladie sur le long terme,

montre la nécessité d’avoir une meilleure compréhension de cette pathologie.
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d. Comorbidité psychiatrique & étiologie de I’AN
L’étiologie de I’AN demeure complexe et encore peu connue. En effet, cette pathologie est
multifactorielle, faisant intervenir des composantes aussi bien sociales, environnementales,

biologiques mais aussi génétiques, qui semblent étre liées entre elles (Fig. 2).

Biological Psychological Social

Susceptibility loci (i.e., Traits (i.e., perfectionism, Cultural influences
chromosomes 1, 2, and obsessionality, inflexibility,

13) neuroticism, and harm avoidance)

Neurotransmitter Low self-esteem Family influences
abnormalities (i.e.,

OPRD1 and HTR1D)

Hormone Autonomy issues Peer influences
abnormalities (i.e.,

cortisol and leptin)

Family studies (i.e., Maturity fears Dieting

higher rates in

offspring)

Twin studies (i.e., Comorbid psychiatric disorders Stressors (i.e., college,
higher rates in mono (i.e., depression, anxiety, and moving bullied, abuse,
vs. dizygotic twins) personality disorders and death)

Figure 2 : Facteurs favorisant I'apparition des troubles du comportement alimentaire (Moskowitz et

Weiselberg 2017).

L’AN est le TCA avec la plus grande mortalité, son taux est de 4% a 11% chez les patients
jeunes, avec une risque de déces 12 fois plus élevé comparé a la population générale (Gravina

et al. 2018). Les comorbidités psychiatriques sont courantes chez les patients atteints de TCA
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(Ulfvebrand et al. 2015). En effet il a été observé qu’au moins 50% des patients anorexiques

présentent des comorbidités psychiatriques (Bihren et al. 2014).

Les troubles anxiodépressifs semblent étre en premiére ligne. Ainsi, il a été montré une
interaction entre dépression et AN (Lian et al. 2017). En effet, une étude a souligné qu’entre
25% et 75% des patients anorexiques avaient subi au cours de leur vie au moins un trouble de
I'anxiété (Swinbourne et Touyz 2007). Parallelement la majorité des troubles anxieux se
développent durant I'enfance et au début de I'adolescence, soit en amont de I’AN démontrant

un potentiel réle causal de ces troubles (Lijster et al. 2017 ; Lloyd et al. 2019).

Le trouble de stress post traumatique (TSPT) est également un autre facteur de comorbidité
puisqu’il est communément retrouvé chez les personnes atteintes de TCA (Mantero et Crippa
2002). La prévalence des TSPT dans I’AN varie entre 10% et 47% selon les études (Tagay,
Schlegl, et Senf 2010 ; Gleaves, Eberenz, et May 1998). Une étude réalisée chez des patients
atteints d’'une forme sévére d’AN restrictive ou mixte, a montré que respectivement 50% et
80% d’entre eux avaient subi durant leur enfance des violences sexuelles et ou physiques

(Carter et al. 2006).

Une étude suédoise effectuée par Rastam et al. a relevé que pres d’un tiers des patients
atteints d’AN présentaient des troubles obsessionnels compulsifs (TOC), des troubles de la
personnalité obsessionnelle-compulsive (TPOC) et/ou une atteinte du spectre autistique
(Rastam, Gillberg, et Wentz 2003). Inversement, il a été montré que chez des femmes

atteintes de TOC prés de 10% étaient également atteintes d’AN (Pinto et al. 2006).

En plus de ces comorbidités psychiatriques, il semblerait que I’AN présente une susceptibilité
génétique. En effet, des études décrivent que les genes pourraient avoir un impact majeur

dans la pathologie, et contribueraient alors au risque de la développer a hauteur de 26% et
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jusqu’a 74%, sans concordance avec I'environnement (Klump et al. 2001). De plus, des
recherches menées chez des meres atteintes d’AN ont observé qu’il y avait un plus grand
risque pour leur descendance de développer aussi cette pathologie, suggérant ainsi une
composante héréditaire (Mazzeo et al. 2005). Parallélement, chez les jumeaux atteints de TCA,
il a été rapporté que la probabilité qu’ils soient atteints tous les deux d’AN était plus élevée
chez les jumeaux monozygotes que dizygotes (Kipman et al. 1999). Par la suite, des études
réalisées sur de plus grandes cohortes ont permis de montrer que plusieurs loci localisés sur
les chromosomes 1, 2 et 13 pouvaient étre impliqués dans 'AN (Bacanu et al. 2005). Plus
récemment, Ducan et al. ont identifié un nouveau locus, situé sur le chromosome 12 ainsi
gu’une corrélation génétique positive entre I’AN, la nervosité, ainsi que la schizophrénie
dévoilant une corrélation importante avec les troubles psychiatriques. Paralléelement une
corrélation qu’avec les traits métaboliques de la maladie a également été observée, pouvant

faire repenser I'origine de I’AN (Duncan et al. 2017).

A la vue de ces données, |'étiologie de I’AN demeure donc complexe et peu connue. Cette
complexité est elle-méme renforcée par les nombreux mécanismes centraux et périphériques,

intervenant a court et long terme, dans la régulation de la prise alimentaire.

2. Régulation centrale de la prise alimentaire et anorexie mentale

La régulation du poids corporel ainsi que de la prise alimentaire fait intervenir de nombreux
signaux dans |'optique d’adapter I'organisme aux variations de disponibilité des nutriments.
Cette régulation fine et complexe est notamment effectuée par le systéme nerveux central

(SNC).
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a. L’hypothalamus
L’hypothalamus est une structure du SNC située a la base de I’encéphale. Il joue un réle dans
la régulation des fonctions vitales telles que la régulation thermique, le sommeil, I'activité
sexuelle, mais aussi la régulation de ’'homéostasie énergétique. Cette structure est composée
de plusieurs noyaux impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, tels que le noyau
arqué (ARC), I'aire hypothalamique latérale (LHA), le noyau paraventriculaire (PVN), le noyau

dorso-médian (DMN) ou encore le noyau ventro-médian (VMN).

Par sa proximité avec I'éminence médiane (EM) et la présence de ses deux populations
neuronales antagonistes (orexigéne et anorexigene), 'ARC de I’hypothalamus est souvent
considéré comme le premier effecteur central de la prise alimentaire (Farr, Li, et Mantzoros
2016). Un signal de type anorexigéne aura pour but de diminuer/inhiber la prise alimentaire.
Il est véhiculé par les neurones a Cocaine-and amphetamin-regulates transcript (Cart) et a pro-
opiomelanocortine (POMC). Le clivage de POMC par des pro hormones convertases (PC) 1 et
2 permet la formation I'alpha-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) (Hadley et Haskell-
Luevano 1999). La production d’a-MSH aura pour effet de diminuer la prise alimentaire par
I'intermédiaire des récepteurs a la mélanocortine (MC-R) de type 3 et 4. Il est a noter que les
MC-R sont aussi retrouvés dans d’autres noyaux hypothalamiques (DMN, VMN, LHA) reliés les

uns aux autres, montrant donc la complexité de ce systeme a la mélanocortine.

La prise alimentaire est quant a elle stimulée par un signal orexigene. Ce sont les neurones
synthétisant le neuropeptide Y (NPY) et 'agouti-regulated peptide (AgRP) qui le véhiculent
(Hahn et al. 1998). lls exercent leur action orexigéne d’une part par la présence des récepteurs

du neuropeptide Y (Y-R) de type 1 et 2, et d’autre part en réduisant I'activité des neurones de
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second ordre (localisés dans les autres noyaux hypothalamique), grace a I'antagonisme de
I’AgRP pour les MC3-R et MC4-R, entrainant donc une levée du signal anorexigene et donc une
augmentation de la sensation de faim (Haskell-Luevano et al. 1999). De plus, la B-endorphine
synthétisée par clivage de la POMC par PC1 et 2, induira diminution de la prise alimentaire par
son action directe sur les Y-R (Hadley et Haskell-Luevano 1999) ; (P. S. Kalra, Norlin, et Kalra
1995). Par ailleurs, les neurones a NPY présentent la particularité de moduler I’action des

neurones a POMC par I'intermédiaire de neurones GABAergiques.

Plusieurs équipes ont mené des études afin d’observer de potentiels modulations de I'activité

des neurones résidents de I’ARC au cours de I’AN.

Tout d’abord, I'expression du NPY a été trouvée augmentée dans le liquide céphalo-rachidien
de patients anorexiques comparée a des sujets sains (Kaye et al. 1989). Parallelement les taux
circulants de NPY ont aussi été montré comme augmentés (Niedzwiedzka et al. 2013 ;
Sedlackova et al. 2011). A I'inverse, d’autres études ont rapporté une diminution de ces taux
circulants ou encore des taux inchangés par rapport a des sujets sains (Baranowska et al. 2001
; Galusca et al. 2015). En ce qui concerne I'étude des taux plasmatiques de I’a-MSH apres un
jeQine nocturne, Moriya et al. n’ont pas montré de différence entre des patients AN et des
sujets sains (Moriya et al. 2006). Cependant une autre étude a évalué les taux plasmatiques
de I'a-MSH non pas aprés une période de jeline, mais tout au long de la journée en réalisant
des prélevements toutes les deux heures. Ces résultats montrent cette fois une diminution
des taux d’a-MSH, a I'exception de la nuit chez les patients AN comparativement a des sujets
contrdles (Galusca et al. 2015). Cependant I'a-MSH pouvant étre également synthétisée au
niveau périphérique, les études peuvent donc pas discriminer si les variations de cette

derniere sont liées a une production centrale ou périphérique.
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A la vue de ces résultats contradictoires, il semble donc complexe de conclure quant a une
modulation des neuropeptides de I’ARC responsable du développement ou du maintien de

I’AN.

L'autre particularité de I’ARC est que les terminaisons dendritiques de ses neurones sont en
contact direct avec la circulation sanguine par I'intermédiaire de 'EM. Cette derniere est une
structure adjacente aI’ARC ou la barriere hémato-encéphalique (BHE) présente la particularité
d’étre fenétrée. Il est a noter que cette fenestration varie selon le statut énergétique.
Effectivement, il a été montré qu’une période de restriction alimentaire induisait une
augmentation de l'activité des tanycytes bordant le troisieme ventricule, ainsi que la
perméabilité des micro vaisseaux de la partie médio-basal de I’ARC (Koch et Horvath 2014) . A
contrario cette fenestration est diminuée lors de la prise alimentaire (D. A. Lee et al. 2012).
Cette caractéristique permet donc aux neurones de I’ARC d’étre sous 'influence des facteurs
périphériques hormonaux circulants, aussi bien de nature orexigéne (ghréline)

gu’anorexigéne (leptine, insuline, ...) et ce de facon dépendante du statut énergétique (Fig. 3)
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Figure 3 : Représentation schématique de la régulation hypothalamique de la prise alimentaire.
(D’aprés (Barsh et Schwartz 2002). Les facteurs périphériques hormonaux satiétogenes (insuline,
leptine, PYY, GLP-1) et orexigénes (ghréline) véhiculés via la circulation systémique agissent par
I'intermédiaire de I'EM sur les populations neuronales POMC/Cart et AgRP/NPY de I’ARC. Ces derniéres

relaient un signal respectivement anorexigéne et orexigene par l'intermédiaire d’autres noyaux

hypothalamiques (VMN, noyau ventro-médian ; DMN, noyau dorso-médian ; LHA, aire

hypothalamique latéral ; PVN, noyau paraventriculaire) permettant ainsi une balance entre un

message de faim et de satiété. POMC, pro-opiomelanocortine ; AgRP, agouti-related peptide ; NPY,

neuropeptide Y ; Cart, cocaine-and amphetamine-regulates transcript ; GLP-1, glucagon-like peptide-1

; PYY, peptide YY ; 3v, troisieme ventricule ; EM, éminence médiane.
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Ces hormones périphériques circulantes auront donc un réle majeur dans la régulation de la

prise alimentaire par leur action directe sur les populations neuronales de I’ARC.

De maniére succincte, la leptine est synthétisée par les adipocytes du tissu adipeux. Son taux
circulant est directement proportionnel au taux de masse grasse et permet ainsi de renseigner
I’hypothalamus sur I'état des réserves énergétiques de |'organisme (Prolo, Wong, et Licinio
1998). Il a été montré que I'administration de leptine provoque une augmentation de ’ARN
messager de POMC au niveau hypothalamique et une diminution de la sécrétion du NPY

(Schwartz et al. 1997 ; Jang et al. 2000).

Considérée comme I’antagoniste fonctionnel de la leptine, la ghréline est principalement
sécrétée par les cellules endocrines de I'estomac durant la période préprandiale. Une
administration de ghréline chez I’homme et le rongeur provoque une augmentation de la prise
alimentaire (Tschop, Smiley, et Heiman 2000). Cependant, contrairement a la leptine, elle
n’agit pas directement sur les neurones a POMC mais exerce son action orexigéne via sa liaison
au récepteur sécrétagogue de ’hormone de croissance (GHS-R) colocalisé avec les neurones

a NPY (Tolle et al. 2003) ; (Willesen, Kristensen, et Remer 1999).

Malgré un réle central, I’ARC n’est pas le seul responsable de la régulation de la prise
alimentaire. Ainsi, d’autres noyaux hypothalamiques sont impliqués comme par exemple le

VMN.

Tout comme I’ARC, le VMN semble étre un site particulierement impliqué dans l'intégration
des molécules véhiculées par le sang (leptine, insuline, ghréline ...). Longtemps considéré

comme le centre de la satiété, son role dans la régulation de la prise alimentaire a trés tot été
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mis en lumiére. En 1987, Shimizu et al. ont montré que la destruction du VMN entrainait une
hyperphagie et une obésité (N. Shimizu et al. 1987). De plus, il est a noter que le VMN est riche
en récepteurs a la leptine et MC4R. En outre, au sein du VMN, il existe aussi des neurones
contenant des peptides tels que le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) ou
encore la dopamine impliquée dans la diminution de la prise alimentaire. De plus, une étude
révele que des faibles taux de dopamine dans le VMN sont associés a un allongement du
temps entre les repas ainsi qu’a une diminution de la prise alimentaire. Par ailleurs le VMN a

été montré comme impliqué a I'anorexie liée au cancer (Blaha et al. 1998).

Bordant le 3™ ventricule et recevant les projections des neurones de I’ARC, le PVN joue un
réle crucial dans la régulation de la prise alimentaire (Sawchenko et Swanson 1983). En effet
ce noyau posséde une forte expression du MC4R (Krashes, Lowell, et Garfield 2016). Il est a
noter gu’en réponse a la leptine, le PVN produit la corticotropin-releasing hormon (CRH) (X.-
Y. Lu et al. 2003). La CRH possede un effet anorexigéne agissant en aval des effets de

I’activation du MC4R.

Concernant son implication dans la régulation de la prise alimentaire, il a été observé que sa
destruction chez le rat conduit a une suralimentation et une obésité (Leibowitz, Hommer, et
Chang 1981). En outre, une étude récente a mis en lumiére I'implication de la CRH produite
par le PVN, comme un facteur supplémentaire pouvant exacerber le phénotype d’AN en

présence de facteurs de stress environnementaux (J. Wang et al. 2017).

A proximité immédiate du VMN, le DMN est présent au carrefour des noyaux

hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire. |l va recevoir les
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afférences des neurones a NPY de I’ARC, et projeter ses terminaisons neuronales vers le VMN

et également le PVN (S. P. Kalra et al. 1999).

Son réle dans la régulation a tout d’abord été mis en lumiére via des expériences de
stimulation et Iésions (Bellinger et Bernardis 2002). En 1954, Larsson et al. ont observé que la
stimulation du DMN chez le mouton provoquait une hyperphagie (Larsson 1954). A contrario,
chez la rat, sa lésion provoque une hypophagie (Bernardis 1970). De plus, il a été montré que
durant un jelne, il induit une augmentation de |'expression de NPY uniquement dans des
situation d’obésité et d’hyperphagie (C. Li, Chen, et Smith 1998). Ce noyau reste a I’heure

actuelle encore peu étudié dans le cadre de I'anorexie.

L'aire hypothalamique latérale a longtemps était considérée comme le centre de la faim,
notamment par la présence de neurones a NPY (Morgane 1961). Parallélement, les
expériences de lésions ont montré qu’elles provoquaient une suppression de la prise hydrique
et alimentaire (Montemurro et Stevenson 1957 ; Anand et Brobeck 1951). De maniere plus
précise, les travaux de Leinninger et collaborateurs ont montré que les neurones de la LHA
exprimant le récepteur de la leptine relient ainsi I'action de la leptine au systéme

dopaminergique (Leinninger et al. 2009).

L’'ensemble de ces noyaux hypothalamiques ne sont donc pas les seuls acteurs impliqués dans
la régulation de la prise alimentaire. En effet d’autres systemes neuropeptidergiques jouent

un role important, et notamment le systéme dopaminergique.

b. Le systéme dopaminergique
Souvent qualifiée « d’hormone du plaisir », la dopamine (DA) est un neurotransmetteur

appartenant a la famille des catécholamines. Elle joue un role dans la motivation, la prise de
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risque, mais aussi dans le maintien des fonctions vitales (exemple : manger) en activant le
systeme de récompense (Salamone et Correa 2012). Elle intervient donc dans la régulation

dite hédonique de la prise alimentaire.

La DA est synthétisée dans les neurones principalement au niveau de l'aire tegmentale
ventrale (ATV) a partir de la tyrosine (Fig. 4). Par 'intermédiaire de la tyrosine hydroxylase elle
sera convertie en L-3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) avant d’étre convertie en DA grace

a I'action de la DOPA décarboxylase.

Dorsal Striatum

Dopaminergic Projections
PFC Dopaminergic regions

Dopaminoceptive regions

St
Ventral Striatum/
Nucleus Accumbens

Amygdala

Hippocampus

Figure 4 : Voies dopaminergiques au niveau central (d’apres Telzer 2016). PFC, cortex préfrontal.

Concernant ses récepteurs, ils sont tous de types métabotropiques c’est-a-dire couplés a une
protéine G. A I'heure actuelle, il en existe 5 sous-types numérotés de D1 a D5, divisés en 2
familles possédant des propriétés pharmacologiques distinctes. D’une part les récepteurs D1
et D5 appartenant a la famille des D1 sont couplés a une protéine Gs, qui, une fois activée,

provoque une augmentation des taux d’Adénosine 5'-monophosphate cyclique (AMPc)
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intracellulaire. D’autre part les récepteurs D2, D3 et D4 faisant partie de la famille des D2, sont
couplés a une protéine Gi qui, lorsqu’elle est activée, provoque une diminution des taux

d’AMPc.

Les récepteurs dopaminergiques sont largement distribués au niveau central. Les D1 et D2
sont treés abondants au niveau du striatum, du cortex et du noyau accumbens (Nac). On
retrouve également le D3 au niveau de ce noyau. Le récepteur D4 est quant a lui localisé dans
I’'amygdale, le cortex préfrontal ainsi que I"hippocampe. Enfin le D5 est retrouvé au niveau de

I’hippocampe mais aussi de I’hypothalamus.

De nombreuses études ont montré une implication de la dopamine dans la régulation de la
prise alimentaire. Par exemple, Legrand et al. ont montré que I'a-MSH stimulait la libération
de la DA dans la LHA pendant les phases préprandiales et de consommation de la nourriture

(Legrand et al. 2015).

Le récepteur D2 ayant un réle dans le circuit de la récompense et dans la locomotion
(I'hyperactivité étant fréquemment retrouvée chez les patients AN), des études se sont
penchées sur son potentiel role dans I’AN. En 2007, un lien a été établi entre le polymorphisme
du gene Ankyrin Repeat And Kinase Domain Containing 1 (ANKK1) étroitement lié au D2 et un
risque plus accru de développer un TCA (Nisoli et al. 2007). C'est a I'heure actuelle le
polymorphisme le plus étudié dans les troubles de I’addiction. Plus récemment, une étude
menée sur la population chinoise de Han a montré qu’une mutation du D2 menait a une plus
grande sensibilité pour 'AN (Peng et al. 2016). De plus, il a été montré que I'utilisation
d’antagonistes de D2 et/ou D3 provoque une réduction du poids corporel et une
augmentation de la prise alimentaire chez des animaux soumis a un modele murin d’anorexie

(Klenotich et al. 2015). Parallélement Frank et al., ont montré que I'utilisation d’aripiprazole,
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un agoniste de D2 était associé a une augmentation du poids corporel chez des adolescents
atteints d’AN (Frank et al. 2017). Cependant, d’autres neurotransmetteurs impliqués dans la

régulation de ’lhumeur sont aussi étudiés dans I’AN comme la sérotonine.

c. Le systéme sérotoninergique
La sérotonine aussi appelée 5-hydroxytryptamine (5-HT) est un neurotransmetteur faisant
partie de la famille des monoamines. Elle intervient dans de nombreux mécanismes de
régulation aussi bien au niveau périphérique (péristaltisme, vasoconstriction ...) qu’au niveau
central (Fig. 5). Principalement connu au niveau du SNC pour son réle dans la régulation de
I"humeur, elle est également impliquée dans la régulation de la prise alimentaire. Son action
au niveau central en fait donc une cible intéressante dans I’étude des TCA et notamment dans

I’AN.

Comportement
sexuel / maternel
Prise alimentaire
Humeur

Thermorégulation
Nociception

Mémoire et apprentissage
Cycle veille / sommeil

SNC

Systeme

sanguin

Fonction des lymphocytes
Hémostase
Vasoconstriction

cardiovasculaire

Contractilité cardiaque
Tonus vasculaire

Muscle lisse
Contractions

T
Périphérie

Systéme
gastro-intestinal

Péristaltisme

Figure 5 : Fonctions centrales et périphériques du systéeme sérotoninergique (David et Gardier 2016).

SNC, systeme nerveux central.
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Sa syntheése est réalisée a partir du L-tryptophane (Trp), un acide aminé essentiel apporté par
I’alimentation (légumineuse, chocolat, produits laitiers ...). Prés de 90% de la 5-HT présente
dans l'organisme provient de lintestin, ou elle est synthétisée au niveau des cellules
entérochromaffines. Ne pouvant franchir la BHE, elle est synthétisée in situ a partir du Trp au
niveau des noyaux du raphé. Les neurones de ces derniers vont ensuite pouvoir projeter dans

I’ensemble du cerveau (Fig. 6).

du Raphe

Figure 6 : Projection des neurones sérotoninergiques au niveau central (David et Gardier 2016).

Son action physiologique est possible par la liaison a son récepteur. Les récepteurs
sérotoninergiques sont divisés en sept catégories de 5-HT1 a 5-HT>, elles méme de nouveau
subdivisées. Au total, prés de 14 sous-types de récepteur a la 5-HT structurellement et
pharmacologiquement distincts ont été recensées (Barnes et Sharp 1999). Hormis le 5-HTs3, ils
appartiennent tous a la famille des récepteurs métabotropiques a 7 domaines

transmembranaires couplés aux protéines G. Leur action post-synaptique est assez lente. A
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contrario, le 5-HT3 appartient lui a la famille des récepteurs ionotropiques. Leur role est de
déclencher des potentiels d’action post-synaptiques excitateurs permettant une réponse
bréve et rapide. Tous les récepteurs 5-HT sont situés sur des neurones post-synaptiques
(Pytliak et al. 2011). Cependant, les 5-HT1a et 5HT1g/p sont également retrouvés au niveau pré-
synaptique permettant un rétrocontrdle négatif et donc une diminution de la synthese et

libération de 5-HT.

Il a été observé que les traitements augmentant la 5-HT intra-synaptique ou activant
directement les récepteurs 5HT, tendaient a diminuer la prise alimentaire (Blundell 1984). A
contrario, il a été observé une augmentation de la prise alimentaire ainsi qu’un gain de poids
chez des patients recevant des traitements visant a diminuer les taux de 5-HT (Leibowitz et
Shor-Posner 1986). De plus, la sérotonine est aussi impliquée dans I'anxiété-dépression,
fréguemment retrouvées chez les patients AN (Jabeen Haleem 2011). Le systéeme

sérotoninergique semble donc étre une cible privilégiée dans I’AN.

Il a été montré que l'inflammation périphérique retrouvée dans I’AN pouvait atteindre
I’hypothalamus et affecter le métabolisme sérotoninergique hypothalamique conduisant a
une diminution de la prise alimentaire (Schwartz et al. 1997). Plus récemment, des analyses
de tomographie par émission de positons chez des patientes AN en phase de rétablissement

ont montré une augmentation de la liaison aux récepteurs 5HT1a (Bailer et al. 2005).

d. Le noyau du tractus solitaire
Situés dans le tronc cérébral, le noyau du tractus solitaire (NTS) est considéré comme le
premier relais des afférences vagales provenant du tractus digestif. Les informations
nerveuses provenant de la périphérie sont principalement véhiculées par I'intermédiaire du

nerf vague. L'ingestion du bol alimentaire provoque une distension intestinale ainsi qu’une
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libération d’hormones de satiété (cholécystokinine, ...) détectées par les afférences vagales
(Ritter 2004). Ainsi les neurones du NTS recevront le signal, puis pourront par la suite le
transmettre aux noyaux hypothalamiques. Par ailleurs, le NTS peut également agir au niveau
de I'ATV et ainsi participer a la régulation hédonique de la prise alimentaire (Rui 2013) (Fig.

7).

Orexin

Figure 7: Interaction entre le noyau du tractus solitaire et régulation homéostatique
(hypothalamique) et hédonique (D’apres (Rui 2013). L’ARC projette sur le PVN qui a son tour projet
au NTS, qui fournit une voie anatomique neurale permettant I'intégration des signaux de satiété aussi
bien a court qu’a long terme. De plus, le NTS et I'LHA projettent au ATV ainsi qu’au Nac permettant
une connexion entre la voie hédonique et homéostatique de la prise alimentaire. ARC, noyau arqué ;
PVN, noyau paraventriculaire ; NTS, noyaux du tractus solitaire ; LHA, aire hypothalamique latérale;
ATV, aire tegmentale ventrale ; Nac, noyau accumbens ; DMN, noyau dorso-médian ; VMN, noyau

ventro-médian ; MCH, melanin concentrating hormone.
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Le NTS recoit aussi des facteurs périphériques hormonaux. Il apparait donc que le NTS joue
un réle prédominant dans la régulation de la prise alimentaire. De maniére plus précise il a
été montré que la stimulation de ses neurones entraine un arrét de la prise alimentaire. En
effet 'administration de cholécystokinine (CCK) une hormone peptidique gastro-intestinale

augmente la satiété par I'intermédiaire de |’activation des neurones du NTS.

La régulation de la prise alimentaire au niveau central fait donc intervenir de nombreuses
structures liées les unes aux autres, elles-mémes sous l'influence constante de facteurs

périphériques.

3. Régulation périphérique de la prise alimentaire et anorexie mentale

La régulation périphérique de la prise alimentaire s’avére aussi complexe qu’au niveau central.
En effet, elle fait intervenir de nombreux signaux sécrétés par différents organes tels que le
tissu adipeux, le pancréas, I'estomac ainsi que différents segments de l'intestin. Par leurs
modes d’action ces signaux peuvent étre séparés en deux catégories : les signaux agissant a

long et a court terme (Fig. 8).
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Figure 8 : Voies de régulation de la prise alimentaire (d’aprés (Luquet 2008). PYY, peptide YY ; GLP-

1, glucagon-like peptide-1 ; CCK, cholécystokinine.

a. Signaux a long terme
De nature hormonale, les signaux a long terme regroupent la leptine, I'insuline et la ghréline.
Ils exercent une action retardée sur la prise alimentaire en agissant directement sur les voies
hypothalamiques. De maniére plus précise la leptine et I'insuline sont de nature anorexigéne,

contrairement a la ghréline qui est orexigene.

La leptine est synthétisée par les adipocytes puis ensuite sécrétée dans la circulation sanguine.

Ainsi par la présence de ses récepteurs, elle pourra agir au niveau hypothalamique, informant
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le cerveau sur |'état des réserves adipeuses. Les taux circulants de leptine refletent la masse
de tissu adipeux. Par conséquent, une augmentation de la masse adipeuse, provoque une
augmentation du taux circulant de leptine, a contrario une diminution de la masse adipeuse
provoque une diminution du taux de leptine. D’autres facteurs peuvent faire varier les taux
de leptine. En effet, a masse grasse égale, les femmes présentent un taux de leptine supérieur
a celui des hommes (Saad et al. 1997). De plus, il a été montré que I’activité physique pouvait
influencer les taux circulants de leptine selon son intensité et sa durée. Ainsi, dans le cas d’'une
activité aiglie, des modifications des niveaux de leptine ne sont constatées qu’en cas de forte
intensité (environ 800 kcal). Néanmoins, une activité a intensité modérée mais réalisée sur un
plus long terme (plus de douze semaines) pourra également induire une modification des
niveaux circulants de leptine si celle-ci est associée a des modifications de la composition
corporelle (augmentation de la masse musculaire, diminution de la masse adipeuse) (Gomez-
Merino, Chennaoui, et Guezennec 2004). La leptine semble donc étre une cible privilégiée

dans les TCA.

Les patients atteints d’obésité présentent des taux de leptine augmentés, cependant son effet
anorexigéne est moindre di au développement d’une résistance a la leptine (Farr, Gavrieli, et
Mantzoros 2015). Les taux sériques de leptine chez les patients AN ont pour la premiére fois
été mesurés en 1995, montrant une diminution de ces taux compatible avec la diminution de
I'IMC observée (Hebebrand et al. 1995). Reflétant la réduction de la masse grasse, cette
hypoleptinémie a été confirmée comme caractéristique de I’AN aigué aussi bien chez ’lhomme
gue la femme (Eckert et al. 1998 ; Wabitsch et al. 2001). Il est a noter que ces taux de leptine
varient durant la prise en charge de I’AN de maniere différente selon la gravité de la maladie.
Ainsi, en 2016 Stroe-Kunold et al., ont mené une étude sur 20 patients afin de comprendre si

le réle de la leptine différait selon la gravité de I’AN. Sur ces 20 patients, 11 présentaient un
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IMC tres bas et des symptomes séveres (durée moyenne de la maladie : 5,1 ans ; IMC: 13,6
kg/m?) contre 9 présentant des symptdmes moins sévéres (durée moyenne de la maladie : 3,7
ans; IMC: 16,2 kg/m?). Durant la prise en charge de la maladie, I'lMC, les taux sériques de
leptine mais également les variables psychologiques ont été mesurés. Bien que la leptine ait
été augmentée au sein des deux groupes, cette augmentation au cours de la premiere phase
du traitement ne permettait pas de prédire 'augmentation a posteriori de I'lMC. De plus, les
auteurs ont observé que selon la sévérité des symptomes, la relation entre taux plasmatiques
de leptine et symptomes psychologiques était différente. En effet, chez les patients moins
séveres, |'élévation des taux de leptine était associée a une diminution des symptomes
psychologiques retrouvés dans la maladie. Tandis que chez les patients atteints de la maladie
de maniere plus sévere, une plus grande anxiété, une plus forte dépression et un plus grand
stress étaient associés avec 'augmentation de la leptine. Ainsi ces résultats ont mis en lumiére
gue I'augmentation de la leptine observée chez les patients AN en cours de traitement versus
avant traitement, était associée de maniere différente entre le poids et les symptémes

psychologiques, en fonction de la gravité de la maladie (Stroe-Kunold et al. 2016).

Cependant, la leptine ne semble pas jouer un réle exclusif dans cette régulation. En effet, il
existe une communication bidirectionnelle entre leptine et insuline. Ainsi la leptine peut

diminuer les taux d’insuline et inversement.

L’'insuline est une hormone peptidique sécrétée au niveau pancréatique par les cellules B des
flots de Langerhans. Elle joue un role régulateur en maintenant la glycémie c’est-a-dire de taux
de glucose dans le sang, en permet a I'organisme d’utiliser directement le glucose ou de le

stocker sous forme de glycogéne ou de triglycérides, par I'intermédiaire du foie. C'est une
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hormone hypoglycémiante dont la sécrétion va étre effectuée en post-prandiale, c’est-a-dire
suite a I'ingestion de nutriments. En effet, le glucose est le principal agent stimulateur de la
sécrétion d’insuline. Cette derniere va ainsi pouvoir orienter les substrats énergétiques
permettant ainsi leur stockage. De plus, il est a noter que des hormones gastro-intestinales
telles que les incrétines regroupant le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) ainsi que le glucose-
dependent Insulinotropic Peptide (GIP) permettront une stimulation de la libération d’insuline

lorsque la glycémie s’éleve.

Contrairement a I'insuline ainsi que la leptine, et souvent considérée comme I'antagoniste de
cette derniére, la ghréline est une hormone orexigene. C'est un peptide produit et sécrétée
par les cellules P/D1 du fundus de I'estomac, présentant la particularité d’étre octanoylée.
Cette derniére permet a la ghréline d’exister sous une forme endocrinologiquement inactive
appelée désacyl ghréline et une forme active octanoylée, I'acyl ghréline. La ghréline est un
ligand endogéne du GHS-R présent au niveau central et plus particulierement du VMN ainsi
que de I'ARC (Howard et al. 1996); (Shuto et al. 2002). Son taux est élevé en phase

préprandiale puis diminue au fur et a mesure de la prise alimentaire (Cummings et al. 2001).

Il @ été montré chez le rat que son administration quotidienne en périphérie provoquait une
augmentation du poids corporel ainsi qu’une diminution de [I'utilisation des réserves
adipeuses. Parallélement, 'administration en intracérébroventriculaire, provoque également
une augmentation de la prise alimentaire et du poids corporel de maniéere dose dépendante.
Cependant, la prise hydrique ne semble pas provoquer de variation des taux plasmatique de

ghréline, contrairement a I'administration orale de glucose qui les réduit. Ces résultats
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montrent un potentiel réle de la ghréline quant a I'adaptation de |’'organisme vis-a-vis de la

prise alimentaire (Tschop, Smiley, et Heiman 2000).

Ces mémes effets orexigénes ont été retrouvés chez I’'Homme (Wren et al. 2001). Les études
réalisées sur les patients AN montrent des taux sériques plus élevés de ghréline comparés a
des sujets contréles avec un poids corporel dans la normale (Misra et al. 2004 ; Stock et al.
2005 ; (Tolle et al. 2003). Des différences de taux sériques de ghréline sont a noter entre les
sous types d’AN. Ces derniers étaient plus élevés dans le sous type purgatif comparé au
restrictif (Muneki Tanaka, Naruo, Nagai, et al. 2003). Cependant ils revenaient a des taux

standards aprés une récupération partielle du poids corporel (Otto et al. 2001).

b. Signaux a court terme
Les signaux a court terme sont sécrétés par l'intestin, ils regroupent la CCK, le peptide YY (PYY),
ainsi que le GLP-1. lls ne sont pas sécrétés proportionnellement a la masse adipeuse, mais en

fonction de la prise alimentaire.

Sécrétée a la suite de I'arrivée des protéines et lipides, la CCK est une hormone peptidique
gastro-intestinale sécrétée par la partie proximale du l'intestin gréle : le duodénum. Elle
permet la sécrétion des enzymes de la vésicule biliaire et pancréatique. En effet, son action
sur la vésicule biliaire provoque la contraction de celle-ci, libérant ainsi de la bile dans le
duodénum. Cette derniere a pour action la dissolution des lipides sous forme de micelles,
permettant leur passage dans la circulation sanguine par I'intermédiaire des cellules de la
mugqueuse intestinale. Concernant son action sur le pancréas, la CCK provoque la libération

des enzymes pancréatiques (ex : lipase, amylase) catalysant la digestion des lipides, protéines
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et glucides. De plus, la CCK présente un caractére anorexigéne par son action sur

I’hypothalamus et le NTS, effectuée par I'intermédiaire des afférences vagales.

En 1973, Gibbs et al. ont administré de la CCK en intrapéritonéale chez le rat et ont démontré
qgue celle-ci diminuait la prise alimentaire de maniere dose dépendante (Gibbs, Young, et
Smith 1997). Ce méme effet sur la satiété a été observé chez le singe rhésus suite a I'injection
en intraveineuse de CCK (Gibbs, Falasco, et McHugh 1976). Chez ’'Homme, une infusion par
intraveineuse a des doses similaires a celles retrouvées a I'état physiologique provoque une
stimulation plutét qu’une inhibition. Cependant, si la CCK est injectée rapidement, elle induit

une inhibition de la prise alimentaire (Sturdevant et Goetz 1976).

L’étude de la sécrétion de CCK dans la circulation générale a permis de montrer une
augmentation de ses taux plasmatiques chez les patients atteints d’AN. Cette modification
bien que liée directement a I'alimentation pourrait étre impliquée dans le maintien de la
maladie (Phillipp et al. 1991). Plus récemment, grace a la prise en charge des patients, il a été
montré que le changement des habitudes alimentaires ainsi que la prise de poids entrainait
une libération initiale de CCK revenant a des taux standards (Cuntz et al. 2013). Cependant, la

CCK n’est pas la seule hormone impliquée dans la satiété et sécrétée au niveau du duodénum.

Le PYY est une hormone anorexigene libérée en post-prandial par les cellules endocrines du
duodénum, du jéjunum ainsi que du colon. Elle est sécrétée proportionnellement aux calories
prises durant la prise alimentaire. Elle appartient a la méme famille que le NPY. Par
conséquent le PYY présente une action directe au niveau de I’ARC notamment en stimulant le

récepteur de type 2 au NPY (Y2-R) provoquant ainsi une diminution de la libération de NPY.
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En effet, Batterham et al. ont montré chez des souris déplétées pour le Y2-R, qu’elles ne
présentaient pas de diminution de leur prise alimentaire suite a I'administration périphérique
de PYY, suggérant ainsi que le PYY exerce son action anorexigéne par l'intermédiaire de ce
récepteur. De plus, chez ’lhumain, 'administration de PYY a des concentrations physiologiques
retrouvées en post-prandial provoque une diminution de la prise alimentaire de 33% sur 24
heures. Cette étude suggére donc que le PYY sécrété suite a I'ingestion d’un repas agit au

niveau de I’ARC par I'intermédiaire du récepteur de type 2 au NPY (Batterham et Bloom 2003).

Concernant son implication dans I’AN, des taux plus élevés de PYY ont été retrouvés chez des
patientes AN, montrant ainsi une possible implication du PYY dans la réduction de la prise
alimentaire chez ces patients (Misra et al. 2006). De plus, il a été montré que les taux de PYY
étaient plus élevés dans le sous-type restrictif par rapport au sous-type mixte (Eddy et al.

2015).

Al'image du PYY, le GLP-1 est également sécrété en post-prandial de maniére proportionnelle
a I'apport alimentaire, par les cellules L intestinales. Le GLP-1 est sécrété suite a I'ingestion de
glucose, entrainant une sécrétion d’insuline ainsi qu’un ralentissement de la vidange gastrique
et du transit intestinal (Meier et Nauck 2005). Ce peptide présente une action anorexigéne
notamment par la présence de ses récepteurs au niveau hypothalamique. En effet,
I'administration en intracérébroventriculaire de GLP-1 provoque chez le rat, une diminution
de la prise alimentaire. De plus, 'injection d’un antagoniste, I’exendine-4 bloque I'action

inhibitrice du GLP-1 sur la prise alimentaire (Turton et al. 1996).

Les taux circulants de GLP-1 ont été mesurés chez des adolescentes atteintes d’AN. Ces

derniéeres présentaient a jeun des taux significativement inférieurs a ceux retrouvés chez les
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témoins. Ces faibles taux de GLP-1 pourraient ainsi étre bénéfiques chez les patients AN en
favorisant I'appétit (Tomasik, Sztefko, et Malek 2002). Cependant, une étude a aussi montré
des taux plus élevés de GLP-1 chez les patients AN (Germain et al. 2007). La discordance de
ces résultats peut étre due aux différents modes de sélection des patients ainsi qu’a la durée
et la sévérité de la maladie pouvant influencer la sécrétion du GLP-1 en I'augmentant ou, au

contraire, en la diminuant.

Ces nombreux facteurs périphériques dont la liste présentée ici n’est pas exhaustive, jouent
donc un role primordial dans la régulation de la prise alimentaire. Ces derniéres années, un
autre acteur situé au niveau périphérique est apparu comme ayant un roéle majeur dans la

régulation de ’homéostasie énergétique, il s’agit du microbiote intestinal.

4. Le microbiote intestinal et anorexie mentale

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe désignant I'ensemble des micro-
organismes (entre 10%? et 10'4) résidants du tractus gastro-intestinal. Il regroupe a la fois les
virus, parasites, fungus et bactéries non pathogenes. La présente étude se focalisera plus

particulierement sur les bactéries du microbiote intestinal.

a. Généralités
La densité du microbiote intestinal n’est pas homogéene tout le long du tractus digestif mais
présente un gradient de concentration croissant du tractus proximal a distal (Fig. 9). Ainsi elle
passe de 10! bactéries par gramme au niveau de I'estomac a 10*2au niveau colique, en faisant

donc une des niches bactériennes les plus peuplées de la planéte (Ley et al. 2006).
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Figure 9 : Variation de la densité bactérienne le long du tractus gastro-intestinal (d’aprés (Sekirov et

al. 2010). GlI, gastro-intestinal.

Bien que les espéces qui le composent soient propres a chaque individu, les caractéristiques
en termes de phylums bactériens restent tres conservées. Durant de nombreuses années, sa
composition a été étudiée par des techniques de cultures bactériennes. Cependant ces
dernieres se révélent colteuses, chronophages et nécessitent beaucoup de main-d’ceuvre
(Moore et Holdeman 1974). L'avenement des nouvelles technologies de séquencage
génétique, plus rapides et moins coliteuses, ont permis d’améliorer les connaissances de la
composition du microbiote intestinal. A I’'heure actuelle, Il existe deux approches par
polymerase chain reaction (PCR). La premiére repose sur |'utilisation d’amorces ciblant
spécifiguement un micro-organisme d’intérét. La deuxieme plus populaire, consiste a cibler
I’ARN ribosomique (ARNr) 16S. Ce dernier est présent chez toutes les bactéries mais présente
la particularité de posséder neuf régions variables permettant de discriminer les différentes
sous-populations (Poretsky et al. 2014). Plus récemment, les techniques de séquencage
métagénomiques a haut débit shotgun, permettent d’obtenir des informations de plus en plus

fiables et précises concernant la composition du microbiote intestinal.
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L'utilisation de ces différentes techniques a permis d’aboutir a un consensus sur les principaux
phylums bactériens présents au sein du tractus digestif. Ces derniers sont les Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobie,
Cyanobacteria, et les Spyrochaetes (Arumugam et al. 2011) (Fig. 10). Cependant ils ne sont
pas tous présents de la méme maniére puisque les Firmicutes et Bacteroidetes représentent,
a eux-seuls, pres de 90% du microbiote intestinal. A cela il faut rajouter les Actinobacteria bien

gue présentent de maniére plus minoritaire (environ 9%).

Firmicutes (60-80%)

* Clostridium cluster XIVa (includes the group Eubacterium rectale-C. coccoides):
* Ruminococcus torques and R. gnavus

* Clostridium cluster IV (includes the group C. leptum): ,
* Faecalibacterium prausnitzii

* Bacilli: Lactobacillus-Enterococcus

Bacteroidetes (15-30%)
« Bacteroides
* Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)
» Enterobacteriaceae

Eukarya
* Fungi .. /
Fusobacteria

Archaea
» methanogens
Spirochaetes

Verrucomicrobia (1-2 %) /" Actinobacteria (2-25%)
« Akkermancia * Bifidobacterium (up to 60-90% in BF infants)

muciniphila * Atopobium

Figure 10 : Représentation schématique de I'arbre phylogénétique montrant I'abondance relative

des principaux phylums constituants le microbiote intestinal (J. Cheng et al. 2013).
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De maniere plus précise, le phylum des Firmicutes regroupe principalement des bactéries a
Gram positif, c’est a dire ne présentant pas de lipopolysaccharide (LPS). Il est majoritairement
composé des groupes des clostridium XVla et IV regroupant respectivement Ruminococcus
troques, R. gnavus et des Feacalobacterium. A cela, il faut rajouter le groupe des baciles
notamment composé des Lactobacillums-enterococcus. Le deuxieme groupe majoritaire, les
Bacteriodetes, regroupent quant a eux, le nombre le plus important de bactéries a Gram
négatif. Les Bacteriodetes sont représentés par plusieurs espéces de Bacteriodes tels que B.
fragilis ou encore B. caccae. De plus, nous retrouvons également les Prevotella regroupant de
nombreuses espéces tels que Prevotella copri. En ce qui concerne le phylum des
Actinobactéries, il est constitué de maniére minoritaire par les Atopobium et majoritairement
par les Bifidobactéries appartenant a la famille des bactéries lactiques. Bien que cette

représentation générale soit plutét conservée, des différences interindividuelles sont a noter.

Le profil du microbiote intestinal adulte se construit durant la petite enfance. Bien qu’il se
dessine de maniere tres nette vers la premiére année de vie, il ne s’établit de maniére pérenne
qgue vers 2 a 5 ans puis se stabilise (Palmer et al. 2007). Par la suite, il se modifie au cours du
vieillissement. Il est généralement rapporté que le microbiote intestinal se développe a partir
de la naissance. Néanmoins, quelques études tendent a nuancer ce dogme et mettent en
lumiere la faible présence de bactéries au sein du placenta (Aagaard et al. 2014). Ainsi, le
profil du microbiote gastro-intestinal est directement influencé par de nombreux facteurs
intervenant au cours de la naissance et de la petite enfance tels que : la prématurité, le mode
de délivrance, I'allaitement, I'alimentation, les maladies ou encore la prise d’antibiotiques

(Rodriguez et al. 2015).
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Un enfant est considéré comme prématuré lorsque la naissance a lieu avant 37 semaines
d’aménorrhée. Dans ce cas, la colonisation du tractus digestif peut présenter un risque car les
organes immunitaires peuvent étre encore immatures. Parallelement, la possible
hospitalisation peut engendrer l'utilisation d’antibiotiques ainsi qu’une nutrition entérale
pouvant perturber la colonisation (Arboleya et al. 2012). De maniére générale, les prématurés
présentent une diversité bactérienne moindre, avec une augmentation des
Enterobacteriaceae et une diminution des Bifidobactéries, Bacteroides, et Atopobium (Butel
et al. 2007). A la naissance, l'intestin du nouveau-né sera colonisé par le microbiote de sa
meére. Ainsi, le mode de délivrance (accouchement par voie-basse ou césarienne) impactera
sur son profil. Lors d’un accouchement par voie basse, il sera colonisé par le microbiote vaginal
et le microbiote intestinal de I’'enfant aura donc pour prédominance les Bifidobactéries. A
contrario, lors d’une césarienne, l'intestin du nouveau-né sera colonisé par le microbiote
cutané et présentera une absence des Bifidobactéries. Globalement, le microbiote intestinal
des enfants nés par césarienne présente une plus faible diversité bactérienne comparé a des
enfants nés par voie basse (Biasucci et al. 2008). De plus, les habitudes alimentaires
introduites durant la petite enfance présentent un role majeur dans le développement du
microbiote. Par exemple les enfants nourris par allaitement maternel présentent une trés
forte augmentation des Bifidobactéries comparé aux enfants nourris par un lait maternisé
(Bezirtzoglou, Tsiotsias, et Welling 2011). Par la suite, une alimentation « classique », riche en
fibres et glucides entrainera une augmentation des Prevotella et Firmicutes, alors que d’un
autre coté, une alimentation riche en protéines animales et fibres entrainera une
augmentation des Bactéroidetes (Masaru Tanaka et Nakayama 2017). L'établissement des
trois principaux phylums bactériens et de leur diversité est donc la résultante de différents

facteurs aussi bien génétiques, environnementaux mais aussi due a la physiologie intestinale
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et I'alimentation. Ces différents facteurs liés a la petite enfance permettent de montrer les
variations interindividuelles retrouvées au sein du microbiote du tractus gastro-intestinal.
Bien que sa composition reste plutot conservée tout au long de la vie malgré I'intervention de
facteurs extérieurs (alimentation, médication, infections), le microbiote intestinal peut
présenter une variation de sa composition appelé dysbiose intestinale, laquelle pouvant

impacter les différents réles du microbiote.

b. Réles du microbiote intestinal
Ces dernieres années, I'intérét croissant pour le microbiote intestinal et son étude a mis en
lumiere ses nombreux roles fondamentaux dans le maintien et le développement de la santé
de son hote. En effet, il est a la fois impliqué dans la physiologie digestive, métabolique,
neurologique mais également dans le développement du systéme immunitaire et sa réponse

face aux pathogenes.

L'importance du microbiote intestinal dans le métabolisme de I’h6te, a notamment été
démontré en comparant la prise alimentaire d’animaux axéniques, c’est-a-dire dépourvus de
microbiote, par rapport a des animaux colonisés de maniere conventionnelle. De nombreuses
études ont noté que les animaux axéniques nécessitaient jusqu’a 30% d’apport calorique
supplémentaire comparé a des animaux élevés de maniére conventionnelle pour maintenir
leur poids corporel (Lora V. Hooper, Midtvedt, et Gordon 2002). Le microbiote intestinal
semble donc jouer un role crucial dans le métabolisme et le maintien de I'homéostasie

énergétique.

Concernant le métabolisme lipidique, le microbiote intestinal a été montré comme exercant

un impact positif, notamment en supprimant l'action inhibitrice de la lipase dans les
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adipocytes. Il a ainsi été rapporté que Bacteroides thetaiotaomicron présente une action
directe sur la digestion des lipides, en augmentant I'expression d’une colipase impliquée dans
la lipase pancréatique, qui a son tour, augmente I’efficacité de I’hydrolyse des lipides (L. V.
Hooper et al. 2001). Plus récemment, la comparaison de souris axéniques et des souris élevées
de maniere conventionnelles a révélé chez ces derniéres une baisse des taux circulants de
triglycérides et une augmentation des triglycérides dans le tissu adipeux, ainsi qu’au niveau
hépatique comparé aux animaux axéniques (Yu, Raka, et Adeli 2019). Parallelement, une
étude de différentes cohortes de patients a montré que la composition du microbiote
intestinal pouvait expliquer certaines variations interindividuelles du taux sanguin de
triglycérides, mais permettait également de prédire la réponse métabolique a un régime

alimentaire et aux traitements médicamenteux (Z. Wang et al. 2016).

En plus du métabolisme lipidique, le microbiote intestinal est aussi impliqué dans le
métabolisme protéique par la présence de protéinases et peptidases. Il est par exemple
impliqué dans la conversion de la L-histidine en histamine, par I'intermédiaire de I’histamine

carboxylase codée par le gene d’origine bactrienne hdcA (Thomas et al. 2012).

Un autre réle métabolique majeur joué par le microbiote intestinal est la synthese de
vitamines, incluant la vitamine K mais aussi celles de groupe B comme la riboflavine, la
thiamine ou encore la biotine (Hill 1997). En effet, une étude visant a quantifier les
concentrations fécales de ménaquinone (vitamine K2) a identifié des associations possibles
avec la composition du microbiote intestinal. Ainsi il a été montré que les concentrations
fécales de ménaquinone bien que présentant des variations interindividuelles, sont
directement associées a la composition du microbiote intestinal (Karl et al. 2017). Si elles sont

essentielles au métabolisme bactérien, ces vitamines sont également tres importantes pour
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le métabolisme et la physiologie de son hoéte. En effet, 'utilisation de rats axéniques sans
supplémentation en vitamines K, présentent de faibles taux de prothrombine et donc un
risque accru d’hémorragie comparé a des animaux non axéniques (Gustafsson et al. 1962).
Une étude transversale a permis aux auteurs de prédire la proportion de chaque phylum
bactérien impliqué dans la synthése des vitamines. Ainsi, concernant la synthése de la biotine
et de la riboflavine, il a été montré qu’elles sont principalement synthétisées par les
Bacteroidetes, Fusobacteries et Protéobactéries, et dans une moindre mesure, par les
Firmicutes et Actinobactéries. Il est a noter qu’a I'exclusion de la vitamine B12, plus de 90%
des Bacteroidetes sont impliqués de maniére directe dans la synthése de vitamine B
(Magnusdottir et al. 2015). Il apparait donc que des dysbioses du microbiote intestinal,
engendrées par les pathologies ou encore la prise d’antibiotiques, peuvent modifier les taux

de vitamines chez I’h6te, provoquant ainsi des carences.

Le microbiote intestinal joue également un réle crucial dans la digestion des glucides.
Certaines especes comme Bacteroides, Roseburia, Bifidobacterium ou encore fecalibacterium,
sont capables de fermenter les polysaccharides issus des fibres alimentaires non digérées par
les enzymes intestinales, afin de produire des short chain fatty acids (SCFA) ou acides gras a
chaine courte. Ces SCFA, qui regroupent le butyrate, I'acétate et le propionate, constituent
une source importante d’énergie pour I'hGte, notamment pour les cellules épithéliales
intestinales par le biais de I'oxydation du butyrate. De plus, il semblerait que les SCFA
participent également a la régulation de la perméabilité intestinale. Ce point a notamment été
souligné par Everard et al.,, qui ont révélé chez la souris qu’'un déficit en Akkermansia
muciniphila, (bactérie présente au niveau de la muqueuse intestinale) induisait une réduction
de la production des SCFA (acétate et butyrate) ainsi qu’une augmentation de la perméabilité

intestinale (Everard et al. 2013). Dans une autre étude, il a été montré que la réduction de la
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production de butyrate provenant des bactéries, provoquait une augmentation de la
perméabilité intestinale (Lewis et al. 2010). Pour exercer leurs effets, les SCFA se lient a des
récepteurs couplés a des protéines G, exprimés aussi bien au niveau de la muqueuse
gastrointestinale, qu’au niveau du systéme immunitaire et du systéme nerveux. Par
conséquent la liaison a leurs récepteurs entraine différentes réponses selon le type cellulaire
dans lequel ces récepteurs sont exprimés (Bolognini et al. 2016). Par exemple, I'activation de
ces récepteurs au niveau de cellules entéroendocrines induit la sécrétion de GLP-1 et de PYY,
qui entrainent indirectement une augmentation de la sécrétion d’insuline (Cherbut et al.
1998 ; Puddu et al. 2014). Par ailleurs, il a été montré que les SCFA sont impliqués dans
différents troubles neurologiques comme la maladie de Parkinson (Unger et al. 2016). L’action
des SCFA sur le systéme immunitaire est, elle aussi, assez documentée. Il a notamment été
montré que le butyrate est capable d’induire la différenciation des lymphocytes T régulateurs

et de contréler I'inflammation (Arpaia et al. 2013).

Le microbiote intestinal est indispensable au développement du systeme immunitaire inné et
adaptatif de la muqueuse intestinale, ainsi qu’a sa réponse face aux pathogénes. Le systéme
immunitaire inné permet la défense de fagcon immeédiate, mais peu durable contre des agents
infectieux. A contrario, le systeme immunitaire adaptatif concéde une réponse plus tardive
mais plus durable. Le microbiote intestinal commensal joue un role direct sur les fonctions

ainsi que le nombre de lymphocytes appartenant au systéme immunitaire adaptatif.

De maniére succincte, les lymphocytes B sont synthétisés par la moelle osseuse et retrouvés
dans la circulation sanguine. lls produisent des cytokines ainsi que des immunoglobulines (Ig)

A, 1gM et IgG. Cependant, ils n’interagissent pas directement face a un antigéne mais le
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présentent aux lymphocytes T. Pour les lymphocytes T, leur production débute dans la moelle
osseuse et s’achéve au niveau du thymus. Il en existe deux types: (l) les lymphocytes T
cytotoxiques comprenant les TCD8*, et (llI) les lymphocytes T auxiliaires composés des TCD4*,
aussi appelés T helper, comprenant entre autres les lymphocytes T régulateurs (Treg). Le
systéme immunitaire inné, quant a lui, permet la libération de cytokines pro et anti-
inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires regroupent le tumor necrocis factor o (TNF-
a) ainsi que de nombreuses interleukines (IL) telles que I'lL-1, I'lL-12, I'IL-6 et I'IL-18. Les
cytokines anti-inflammatoires sont, quant a elles, composées de I'lL-10 ainsi que du TGF-B.
Ces facteurs solubles sont sécrétés a la suite de I'activation d’un signal de danger émis
résultant de l'interaction entre les récepteurs du soi appelée pattern recognition receptors
(PRR), et des récepteurs du non-soi présent au niveau des micro-organismes et nommés
pathogen associated molecular patterns (PAMPs). Ces derniers, lorsqu’ils sont associés aux

microbes sont appelés microbe associated molecular patterns (MAMPs).

La colonisation bactérienne intestinale intervient directement dans le développement
immunitaire de I’h6te (Mazmanian et al. 2005). Un des principaux modes de communication
entre le microbiote et I’'h6te est donc réalisé par l'intermédiaire des MAMPs. Chez les
nouveau-nés, le systéme immunitaire integre ces signaux afin de favoriser une colonisation
par un microbiote sain. En effet, bien que les cellules du systéme immunitaire inné expriment
les ligands pour les récepteurs toll like (TLR), leur réponse face au microbiote differe de celle
retrouvée chez I'adulte. Il a par exemple été observé une production accrue de cytokines
comme I'IL-10 chez le nouveau-né (Kollmann et al. 2012). Ce phénomeéne serait directement
médié par le microbiote. En effet, les réponses précoces dues a des ligands microbiens comme
le LPS, affectent les cellules épithéliales intestinales devenant par la suite hypo-sensibles a la

stimulation par les TLR (Lotz et al. 2006).
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Cette influence du microbiote sur I'immunité a aussi été montrée par I'utilisation de souris
axéniques, montrant qu’elles présentaient moins de plasmocytes sécrétant des IgA. Par
ailleurs, il a été montré, par culture ex-vivo, que des cellules de la rate sécrétaient des IgM
mais que les IgG étaient indétectables (Vitetta et al. 1974). De plus ces animaux présentent
une réduction globale de la taille des plaques de Peyer, constituants du tissu lymphoide du
tube digestif, ainsi que du nombre de follicules lymphoides qu’elles contiennent. Au niveau
mugueux, ces animaux présentaient également une diminution des cellules T et en particulier
des cellules TCD4+ de la lamina propria. La colonisation du tube digestif par les bactéries
commensales est donc indispensable au bon développement d’un systéeme immunitaire

fonctionnel (Smith, McCoy, et Macpherson 2007).

Par ailleurs, il a été montré qu’un microbiote sain est indispensable face a la réponse aux
pathogenes entériques. Serkirov et al. ont réalisé une étude chez la souris en ajoutant dans
I’eau de boisson des antibiotiques (streptomycine, vancomycine) durant 2 jours provoquant
ainsi une dysbiose chez ces animaux. Suite a ces perturbations pré-infectieuses, ces souris
présentaient une plus grande sensibilité a 'administration de salmonella, et de plus grandes
altérations post-infectieuses du microbiote comparé a des animaux non traités. In fine, cette
dysbiose a eu pour conséquence une augmentation de la pathologie intestinale. Cette étude
a donc montré l'intérét d’un microbiote sain face a la réponse aux pathogénes entériques
(Sekirov et al. 2008). Ainsi, dans des conditions inflammatoires, il a été montré que des

réponses aberrantes du microbiote pouvait entrainer une pathologie chez I'hé6te.

En plus de son réle majeur dans le métabolisme et le systeme immunitaire de I’hote, il apparait

gue le microbiote intestinal est impliqué dans le comportement et le développement cognitif,

45



notamment par I'intermédiaire de la production de ses métabolites et de son action sur le
systeme immunitaire (Fung, Olson, et Hsiao 2017). Ainsi, le terme d’axe microbiote-intestin-
cerveau est apparu ces derniéres années, faisant référence a un réseau d’information

bidirectionnel.

La communication entre le microbiote, I'intestin et le cerveau s’effectue par différentes voies
comme la voie neurologique, la voie immunitaire ou encore la voie systémique par
I'intermédiaire de la production de métabolites. Premieérement, la voie neurologique est
principalement réalisée par I'intermédiaire du systeme nerveux autonome, dont I'activité est
modulée par les neurotransmetteurs. Il est aujourd’hui démontré que le microbiote intestinal
est capable de produire de nombreux neurotransmetteurs comme la dopamine ou encore la
sérotonine, pouvant directement ou indirectement agir au niveau du SNC (Strandwitz 2018).
Concernant la voie immunitaire, I’environnement inflammatoire de I'intestin est grandement
influencé par le microbiote et plus particulierement la sécrétion de cytokines. Une modulation
du microbiote intestinal, a I'image de celle retrouvée dans le syndrome de l'intestin irritable,
conduit a une activation de la réponse immunitaire au niveau de la muqueuse intestinale, une
modification de la perméabilité intestinale et une dérégulation du systeme nerveux entérique
(Kennedy et al. 2014). Parallelement, il a aussi été retrouvé dans cette pathologie une
dérégulation du SNC, induisant notamment de I'anxiété (Koloski et al. 2012). A propos de la
voie métabolique, il est important de noter que les SCFA produits par les bactéries et véhiculés
par I'intermédiaire de la circulation sanguine, sont capables de passer la BHE. Ces derniers
sont indispensables a la régulation homéostasique de la microglie, cellules gliales résidantes
du SNC ayant donc pour réle d’assurer son immunité (Mayer, Tillisch, et Gupta 2015). Compte

tenu de la complexité de I'axe microbiote intestin cerveau, notamment par ses multiples
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interactions et de ses nombreuses voies de communication, les mécanismes d’action de cet

axe ne sont pas encore pleinement clarifiés.

Cependant, étant donné ses nombreuses actions directes ou indirectes au niveau de SNC, il
semble évident que le microbiote intestinal soit impliqué dans les troubles
neuropsychiatriques tels que les troubles du spectre autistique ou encore la maladie de
Parkinson. En effet, une étude de cohorte sur des patients atteints de troubles du spectre
autistique a montré que 90% d’entre eux présentaient une augmentation du ratio
Firmicutes/Bacteroidetes (Strati et al. 2017). Parallelement, une étude plus récente réalisée
par Zhang et al. sur des enfants a également retrouvé des dysbioses, mais également une
diminution de la production bactérienne de butyrate et de lactate (M. Zhang et al. 2018). Pour
ce qui est de la maladie de Parkinson, des altérations du microbiote ont également été
retrouvées chez les patients, engendrant un environnement pro-inflammatoire au niveau

intestinal pouvant étre un élément déclencheur de la maladie (Gorecki et al. 2019).

De plus, I'implication du microbiote intestinal dans le neurodéveloppement de I'axe du stress
appelé axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) a notamment été mis en évidence par
Sudo et al. chez les souris axéniques. A la suite d’un stress, ces animaux présentaient une
élévation de I’Adreno CorticoTropic Hormone (ACTH), une hormone sécrétée par I’hypophyse
et intervenant dans les mécanismes de défense vis-a-vis d’un stress, ainsi que de la
corticostérone, sécrétée par les glandes surrénales sous dépendance de ’'ACTH. De plus, une
réduction de I'expression du BNDF au niveau cortical et hippocampique a également été
montré. Il est a noter que suite a la colonisation par Bifidobacterium infantis, cette hyper
réaction au stress était contrebalancée (Sudo et al. 2004). Par ailleurs, les transplantations

chez des souris axéniques de microbiote fécal provenant de patients atteints de dépression et
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présentant des modifications de 'abondance des Firmicutes, meénent a une augmentation des
comportements anxieux chez ces animaux, montrant ainsi que le microbiote intestinal et sa
dysbiose influencent le développement du comportement anxiodépressif par I'intermédiaire

du métabolisme de I’héte (Zheng et al. 2016).

L’AN étant une pathologie multifactorielle et présentant une forte comorbidité avec I'anxiété,
le microbiote intestinal semble donc une piste prometteuse dans la compréhension de cette

pathologie.

c. Microbiote intestinal et AN
Par ses différents roles, le microbiote intestinal présente un intérét croissant dans I'étude de
la régulation de ’homéostasie énergétique et des TCA. Ainsi, en 2004 Backhed et al. ont pour
la premiere fois montré que les souris axéniques, une fois colonisées par un microbiote
« standard », provenant du caecum d’animaux conventionnels, présentaient apres 14 jours
une augmentation de pres de 60% de leur graisse corporelle, ainsi qu’'une résistance a
I'insuline malgré une réduction de la prise alimentaire (Backhed et al. 2004). Par la suite, cette
méme équipe a comparé la composition du microbiote provenant de volontaires sains et
obéses. Leurs travaux ont mis en avant que I'obésité était associée a des changements de
I'abondance des Bactériodetes et des Firmicutes. Ces modifications affectaient I’action
métabolique du microbiote et se traduisaient par une capacité accrue a récolter I'énergie
provenant de I'alimentation. Parallelement, la transplantation d’un « microbiote obése » a
des souris axéniques a montré que ces dernieres présentaient une augmentation de leur
graisse corporelle (Turnbaugh et al. 2006). L'’ensemble de ces résultats a donc permis de
mettre en lumiére un role direct des bactéries intestinales dans le stockage énergétique,

I’'absorption des nutriments et I’homéostasie énergétique. Ces processus étant perturbés chez
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les patients souffrants d’AN, l'implication du microbiote dans ses mécanismes
physiopathologiques représente aujourd’hui un axe de recherche majeur, dont le role précis

reste a étre élucidé.

L'implication du microbiote est d’autant plus renforcée que plusieurs études rapportent que
la composition et la diversité du microbiote intestinal présentes sont modifiées chez les
patients atteints d’AN (Morkl et al. 2017). En 2009, Armougom et al., ont montré une
augmentation de Methanobrevibacter smithii mais pas de changement au niveau des
Firmicutes, des Bacteroidetes et des Lactobacillus par rapport aux individus de poids normal
(Armougom et al. 2009). Cependant en 2013, il a également été rapporté une augmentation
de Methanobrevibacter smithii ainsi que de Escherichia coli (E. coli), ainsi qu’une diminution
de Lactobacillus reuteri corrélée de maniere positive avec E. coli et négativement avec I'IMC
(Million et al. 2013). Borgo et al., en comparant une cohorte de 15 patients atteints d’AN
extréme avec un IMC de 13,942,1 kg/m? a des contréles présentant un IMC normal, ont
montré une augmentation des bactéries a Gram négatif, des Proteobactria,
Enterobacteriaceae, ainsi que de Methanobrevibacter smithii. A contrario, il a aussi été
observé une diminution des Firmicutes, Ruminobacteria, Roseburia, Ruminococcus et
Clostridium (Borgo et al. 2017). Bien que certaines espéces bactériennes présentent les
mémes variations relevées dans les diverses études a I'image de Methanobrevibacter smithii,
il se révele compliqué d’établir un profil type de microbiote retrouvé chez les patients AN. Ces
divergences peuvent néanmoins s’expliquer par différents parameétres comme le faible
nombre de patients présents dans les cohortes (comparativement aux études menées sur
I'obésité), leur poids, la durée et la sévérité de leur maladie, leur prise alimentaire ainsi que

les techniques de récolte des échantillons et d’identification des différentes espéces.
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En induisant des changements de composition du microbiote intestinal, I’AN a notamment
comme conséquence de modifier la sécrétion des métabolites bactériens comme les SCFA.
Ainsi, la comparaison des SCFA retrouvés au niveau fécal entre des patientes atteintes d’AN
de type restrictif et des témoins maigres, a permis de montrer que les concentrations fécales
de propionate et butyrate était plus faibles chez les patients AN. Cette diminution serait
apparentée a un mécanisme adaptatif, compensant la baisse de I'apport énergétique observé
dans cette pathologie (Speranza et al. 2018). De plus, Borgo et al., ont montré que la
concentration de butyrate fécal, est inversement corrélée avec I'anxiété et la dépression,
fréquemment retrouvée chez les patients atteints d’AN (Borgo et al. 2017). Les SCFA ne sont
pas les seuls produits de sécrétions bactériens impliqués au cours I’AN. La caseinolytic
protease B (ClpB) une protéine bactérienne, notamment produite par E. coli, a été montrée
comme impliquée dans la régulation de la prise alimentaire (Fig 11). Cette protéine présente
la particularité de posséder une séquence mimétique avec |'a-MSH, neuropeptide
anorexigene impliqué dans la régulation de la prise alimentaire. Ainsi Tennoune et al., ont
observé chez la souris une diminution de la prise alimentaire ainsi que du poids corporel suite
a un gavage oral d’E. coli. Cependant, si les animaux étaient gavés par ces méme bactéries
mais déficientes en ClpB, aucun effet sur la prise alimentaire ou le poids n’était a noter
(Tennoune et al. 2014). La mesure de la concentration plasmatique de ClpB chez les patients
AN n’a cependant pas permis de montrer de différence significative avec les controles,

possiblement du au faible effectif (Breton, Legrand, et al. 2016).
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Figure 11 : Schéma des voies métaboliques bactériennes pouvant moduler I'appétit, I’humeur et le
métabolisme de I’h6te (van de Wouw et al. 2017). Les nutriments ingérés au court de la prise
alimentaire, pourront étre utilisés par le microbiote intestinal, et entrainer une modification de la
composition et fonctionnalité de ce dernier. Les bactéries du microbiote intestinal, sont capables de
produire divers métaboliques tels que les SCFA, des substances neuroactives (DA, NA, 5-HT), des
toxiques (LPS) ou encore des séquences protéiques (ClpB). L'ensemble de ces métabolites peuvent
exercer leurs effets par interaction directe avec des récepteurs intestinaux localisés sur les cellules L
entéroendocrines, par l'intermédiaire du nerf vague ou encore par leur translocation a travers
I’épithélium intestinal dans la circulation sanguine. Ainsi ces métabolites produits par le microbiote
intestinal pourront agir au niveau central, et impacter la prise alimentaire ainsi que I'anxiété. SCFA,
short chain fatty acids; DA, dopamine; NA, noradrénaline; 5-HT, 5-hydroxytryptamine; LPS,

lipopolysaccharide ; ClpB, caseinolytic protease B ;

51



Une autre composante du microbiote impliqué dans I’AN est la composante immunitaire. Bien
gue les taux plasmatiques de ClpB ne soient pas modifiés, cette derniére peut interagir avec
les auto-anticorps dirigés contre I'a-MSH. Ainsi, il a été montré qu’une réponse immunitaire
altérée pouvait conduire a I’AN, par l'intermédiaire des IgG dont le taux plasmatique est
montré comme corrélé avec des scores élevés de eating disorder inventory 2 retrouvés chez
les patients AN (Breton, Legrand, et al. 2016). Une autre composante immunitaire impliquée
dans I’AN sont les cytokines. Ainsi, des méta-analyses ont montré une inflammation de bas
grade, notamment caractérisée par une augmentation du TNF-a, de I'lL-6 et de I'IL1-B (Dalton,
Bartholdy, et al. 2018). Par ailleurs, certains Lactobacilles peuvent réduire la production des
cytokines comme le TNF-a I'IL-6 et I'IL-8 (Dai et al. 2013). Ainsi, tous ces résultats mettent en
lumiere le réle complexe que joue le microbiote intestinal au cours de I’AN par ses interactions

au niveau central, immunitaire et du tractus digestif (Fig. 12).
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Brain/Behavior:

+» Microbes interact with brain (,Gut-Brain Axis®)

* Microbes influence cell neogenesis, learning, mood, anxiety

* Microbial diversity reduced in AN and linked to depression and
ED symptoms

Intestinal tract:

+ Microbes degrade nutrients and regulate gut permeability

* Production of increased fecal branched-chain fatty acid in AN
* Increased gut permeability in AN animal model

Immunology:

« Bacterial antigens traverse intestinal wall

+ Low grade inflammation in AN

+ Antibodies against hunger/satiety hormones in AN

Gut microbiome

* Microbe diversity reduced

* Altered bacterial community-structures

+ More protein-fermenting and less butyrate-producing taxa
(probably feed on mucin and aggravate gut permeability/
inflammation)

Figure 12 : Role du microbiote intestinal au niveau central, du tractus gastrointestinal et du systéeme

immunitaire chez les patients AN (Seitz et al. 2019).

De plus il est a souligner que par leur composition les bactéries peuvent avoir un impact sur
la prise alimentaire. C'est notamment le cas du LPS, une endotoxine présente sur la paroi des
bactéries a Gram négatif. Il a été montré chez la souris, que son injection périphérique
provoque une augmentation de I'expression de I'IL-6 au niveau hypothalamique (Yamawaki et
al. 2010). De plus, cette injection induit également une diminution de la prise alimentaire ainsi
gue du poids corporel, montrant ainsi que le LPS peut étre un élément a prendre en compte

dans la pathologie de I’AN (Kim, Jin, et Lee 2013).
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5. Le récepteur Toll-Like 4

L’action du LPS est possible par sa liaison a un récepteur Toll Like (TLR) et plus particulierement

de type 4 (TLR4).

a. Les Toll like récepteurs
Les TLR sont impliqués dans la défense de I’hote contre les pathogenes, régulent I'abondance
des micro-organismes commensaux et maintiennent I'intégrité des tissus (Rakoff-Nahoum et
al. 2004). Le récepteur Toll et son implication dans la défense de I’"hote a d’abord été mis en
évidence par I'équipe de Jules Hoffmann en 1996 chez la drosophile, qui recut pour cette
découverte le prix Nobel. Il est a noter que les invertébrés, ne possédent pas de systéme
immunitaire adaptatif et combattent les agents infectieux par I'intermédiaire de la production
de peptides. Ainsi cette méme équipe a montré que face a la reconnaissance d’un agent
pathogene d’origine fongique, I'activation des récepteurs Toll conduisait a la production d’un
agent antifongigue nommé drosomycine. Parallélement, |'activation de ce récepteur par
I'intermédiaire d’un agent microbien, conduit a la production d’un peptide antimicrobien : la
diptéricine (Lemaitre et al. 1996). Bien que d’abord retrouvé chez les invertébrés, les
récepteurs Toll ont subsisté au cours de I'évolution, en subissant néanmoins quelques légers
changements de leur forme structurelle, d’ou leur nom de TLR chez les vertébrés. Les TLR
appartiennent a la famille des PRRs capables de reconnaitre les PAMPs. Ainsi, ils jouent donc
un role dans le systeme immunitaire inné, et participent a I'amplification de la réponse
immunitaire. En effet, ils vont permettre d’orienter et d’initier les réponses immunitaires
contre les pathogénes. Il existe 13 différents types de TLR chez les mammiferes, dont 11 sont
exprimés chez 'THomme, numérotés de 1 a 11. Par la nature de leurs ligands, il est possible de
les diviser en trois différentes catégories. D’une part les TLR1, 2 et 4 ayant des ligands de

nature lipidique. D’autre part, les TLR ayant des ligands de nature protéique regroupent les
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TLR5 et 11. Enfin les TLR3, 7, 8, 9 se lient a des ligands de nature nucléotidique (Delneste,
Beauvillain, et Jeannin 2007). Par ailleurs, aucun ligand n’est actuellement connu pour le
TLR10. De plus, il n’active pas le systeme immunitaire, mais supprime la signalisation
inflammatoire (Jiang et al. 2016, 10). L’activation des TLR conduit a une réponse de type
inflammatoire par I'intermédiaire de la production de cytokines, mais aussi au développement

d’une immunité adaptative spécifique a I'antigene reconnu.

Bien que reconnaissant un large éventail de ligands, la structure générale des TLR reste
identique. Ce sont des protéines transmembranaires de type 1 possédant un domaine
extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire (Godfroy et al. 2012). Le domaine
extracellulaire, est composé de nombreux motifs en répétition de leucine permettant une
reconnaissance spécifique des PAMP. Le domaine intracellulaire, quant a lui, est requis afin
de permettre la transduction du signal. Par leurs différentes cascades de signalisation, les TLR
recrutent de maniere différentielle les membres d’un ensemble d’adaptateurs contentant un
domaine Toll/interleukin-1 receptor (TIR) tels que differentiation primary response 88
(MyD88), TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-6 (TRIF), MyD88 adaptor-like
(TIRAP/MAL) ou encore TRIF-related adaptor molecule (TRAM). La réponse inflammatoire
dépend d’une voie d’activation de signalisation commune, médiée par la protéine adaptatrice
MyD88 utilisée par tous les TLR, permettant |'activation du nuclear factor-kappa B (NF-¢B) et

des Mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Takeda, Kaisho, et Akira 2003).

L'emplacement des TLR au niveau cellulaire montre également le r6le fondamental de ces
récepteurs. Les TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont localisés a la surface des cellules, détectant ainsi des
agents pathogenes extracellulaires. A contrario, les TLR3, 7, 8, et 9 sont situés au niveau

intracellulaire.
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De plus, les TLR sont exprimés de maniére différentielle a la surface épithéliale de différents
tissus, permettant la défense contre différents pathogénes microbiens. Ainsi les TLR2, 3, 4 et
5 présenteront un réle dans la défense épithéliale au niveau bronchique et gastrointestinal.
Le TLR11, quant a lui, est présent au niveau urogénital (D. Zhang et al. 2004). Certains TLR sont
aussi retrouvés au niveau central comme les TLR2, 3 et 4 (T. Wang et al. 2004 ; Y. Wang, Ge,

et Zhu 2013 ; Trotta et al. 2014).

Par son ligand ainsi que sa localisation au niveau central et périphérique, le TLR4 constitue
donc une cible de choix dans I’étude de I’axe microbiote intestin cerveau dans le contexte des

TCA.

b. LeTLR4
Le LPS est un composant de la membrane externe produit par les bactéries a Gram-négatif. Il
est principalement connu pour sa capacité a augmenter la réponse immunitaire, notamment
par la production du TNF-a (Johnson 1994). Bruce Beutler en 1998 par I'utilisation d’outils
génétiques a montré que le TLR4 était le récepteur du LPS (Poltorak et al. 1998). Par ailleurs,
il a été observé que les souris C3H/HeJ et C57BL/10ScCr déficientes pour le TLR4, étaient
moins répondeuses au LPS (Shimazu et al. 1999). Sa voie de signalisation est assez complexe
et aucune étude n’a montré, a ce jour, que le LPS pouvait se lier de maniere directe avec le
TLR4. En effet, le LPS ne provoque l'activation du TLR4 qu’aprés avoir été reconnu par la
lipopolysaccharide binding protein (LBP), une protéine soluble produite par le foie. Cette
derniere présente la capacité de contrbéler la réponse au LPS dans des conditions
physiologiques (Schumann et al. 1990). Le LBP en se liant au LPS va faciliter I’association entre
le LPS et CD14, une protéine d’ancrage glycosyl-phosphatidylinositol possédant un role de

corécepteur. Son activation aide au transfert du LPS au complexe TLR4/MD-2, dans lequel
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TLR4 et MD-2 sont reliés de facon covalente, facilitant ainsi la réponse cellulaire face a de
faible dose de LPS (Granucci et Zanoni 2013). De plus, il a été montré in vivo que cette
association était dépendante de la réponse du TLR4 face au LPS (Nagai et al. 2002 ; Visintin et
al. 2001, 2). Le TLR4 donc est indispensable pour améliorer la liaison LPS/MD-2 (Mitsuzawa et
al. 2006). Par conséquent, la reconnaissance du LPS via les différents intermédiaires entraine
des changements de conformation du TLR4, permettant le recrutement d’adapteurs en aval
par l'intermédiaire des interactions avec les TIR. Les domaines TIR sont indispensables a la
réponse face au LPS, puisqu’il a été démontré que leur absence annulait la réponse face au
LPS (Poltorak et al. 1998). La liaison du tandem LPS au complexe TLR4/MD-2 active alors deux
cascades de signalisation distinctes: la voie dépendante de MyD88 responsable de
I'expression des cytokines pro-inflammatoires et la voie indépendante de MyD88 médiant

I’expression des interférons (IFN) (Fig. 13).
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Figure 13 : Représentation schématique de la liaison du LPS au TLR4 et de I'activation des voies de
signalisation dépendante et indépendante de MyD88 (Y.-C. Lu, Yeh, et Ohashi 2008, 4). La
reconnaissance du LPS est facilitée par le LBP et CD14, et est médié par le complexe TLR4/MD-2. La
signalisation du TLR4 peut étre séparée en deux voies : la voie MyD88 dépendante et la voie MyD88
indépendante. Ces voies médient I'activation de cytokine pro-inflammatoires ainsi que de I'interféron
de type 1. LPS, lipopolysaccharide ; LBP, lipopolysaccharide binding protein ; TLR4, récepteur Toll Like

de type 4 ; MyD88, differentiation primary response 88.

Concernant la voie dépendante de MyD88, elle est régulée par I'intermédiaire de deux
protéines adaptatrices : MyD88 et TIRAP/MAL. Suite a la stimulation de MyD88, ce dernier
recrutera et activera I’IL-1 receptor-associated kinase-4 (IRAK-4). IRAK-4 exerce un réle
essentiel dans I'immunité, puisqu’il a été observé chez des animaux déficients pour IRAK-4,
une haute résistance a un dose de LPS létale chez les animaux controdles. Cette résistance était
néanmoins néfaste pour ces animaux puisqu’une altération de la réponse aux pathogenes a
été recensée (Suzuki et al. 2002). IRAK-4 permettra le recrutement et I'activation de IRAK-1.
Par la suite une autre protéine adaptatrice sera recrutée le TNF receptor-associated factor 6
(TRAF6), qui induira I'activation du transforming growth factor-8-activated kinase 1 (TAK1),
du TGF-Beta Activated Kinase 1 Binding Protein 1 (TAB1), ainsi que du complexe TAB2/3. Ces
derniers permettront I'activation du NF-B par l'intermédiaire du complexe IKK, mais aussi la
dégradation du NF-kB. Ce dernier contrble I'expression de cytokines pro-inflammatoires.
Parallelement le TAK1 permet le recrutement de mitogen-activated protein kinases (MAPK)
comprenant la c-Jun N-terminal kinases (JNK) ainsi que la p38. Cette activation des voies MAPK

conduit a I'induction du facteur de transcription activator protein 1 (AP-1) jouant un réle direct
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dans la régulation de I’expression des cytokines pro-inflammatoires (Chang et Karin 2001) (Fig.

14).

TLR4

CD14
MD2
Cytoplasm

MyD88 /

IRAK-1
IRAK-4

v

TRAF6 <>
v

TAK1, TAB1,
TAB2/3 complex

JNK, p38 IKK complex &
I NFxB degradation

£ \
Nucleus * K \
AP-1 NFxB NFxB

Proinflammatory Cytokines IFN-beta and IFN
inducible genes

Figure 14 : Représentation schématique de la voie MyD88 dépendante du TLR4 (Nufiez Miguel et al.
2007). TLR4, récepteur Toll Like de type 4 ; MyD88, differentiation primary response 88 ; IRAK-4,
interleukin-1 receptor-associated kinase-4 ; TRAF6, TNF receptor-associated factor 6 ; TAK1,
transforming growth factor-6-activated kinase 1 ; TAB1, TGF-Beta Activated Kinase 1 Binding Protein 1

; INK, c-Jun N-terminal kinases ; NF-KB, nuclear factor-kappa B ; AP-1, activator protein 1.

La voie de signalisation du TLR4 indépendante de MyD88 se révele moins complexe. Cette
derniere fait intervenir la protéine adaptatrice TRAM, induisant I'expression de la protéine
adaptatrice TRIF qui par la suite activera I’IFN-regulatory factor 3 (IRF3). Il est a noter que
I'activation de IRF3 s’effectue par I'intermédiaire des TRAF family member-associated NF-«kB
activator (TANK) dont fait partie TANK binding kinase 1 (TBK1). L'implication d’IRF3 dans la

réponse au LPS a été montrée dans les cellules déficientes en MyD88 qui n’ont pas réussi a
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produire de cytokines pro inflammatoires en réponse au LPS, mais qui en revanche, ont
répondu au LPS en activant I'IRF3 permettant, 'expression de genes stimulant I'lIFN de type 1
tel que y interferon-inducible protein 10 (IP-10) (Kawai et al. 2001). Il est a noter que I'IFN de

type 1 est indispensable a la régulation du systéme immunitaire (Perry et al. 2005) (Fig. 15).
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Figure 15 : Représentation schématique de la voie MyD88 indépendante du TLR4 (Nufiez Miguel et
al. 2007). TLR4, récepteur Toll Like de type 4 ; TRAM, TRIF-related adaptor molecule ; TRIF, TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-6 ; TRAF6, TNF receptor-associated factor 6 ; TBK1, TANK

binding kinase 1 ; IRF3, IFN-regulatory factor 3 ; IFN, interferon.

Le TLR4 est retrouvé dans différents types cellulaires, aussi bien au niveau périphérique

notamment par sa présence au niveau des cellules épithéliales de la muqueuse intestinale,
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gu’au niveau central. Il est a noter que son activation au niveau central conduit a une

expression différentielle de certaines cytokines (Fig. 16).
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Figure 16 : Schéma de la voie de signalisation du TLR4 en fonction des types cellulaires présents au
niveau central (Okun, Griffioen, et Mattson 2011). TNF-a, tumor necrocis factor a ; IL, interleukine ;

IFN, interferon.

Ainsi Okun et al., ont montré que la signalisation suite a I'activation du TLR4 au niveau des
cellules dendritiques, des astrocytes ou encore de la microglie differe. En effet, I’activation du
TLR4 entrainera la production spécifique de I'lL-1pB, IL-27 et IL-12 respectivement au sein des
cellules microgliales, astrocytes et cellules dendritique. Cependant, la voie d’activation du
TLR4 au niveau neuronale reste a I'heure actuelle encore peu connue (Okun, Griffioen, et

Mattson 2011).

c. TLR4 et anorexie mentale
De nombreuses études ont montré que le LPS présentait un potentiel anorexigene et pouvait

induire un comportement anxiodépressif, fréquemment retrouvé chez les patients atteints
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d’AN. Ainsi chez la souris, il a été souligné que I'injection de LPS entrainait une augmentation
du temps d'immobilité, chez les animaux soumis au test de la nage forcée et de suspension
par la queue (Sulakhiya et al. 2016). Parallelement I'injection de LPS au niveau du ventricule
latéral chez le rat provoque également des symptomes de type anxiété. Néanmoins, ces effets
étaient contrebalancés par I'administration de gypénosides présentant des propriétés anti-
inflammatoires, et réduisant les niveaux élevés d’ARNm du TLR4 induit par le LPS (B. Lee et al.
2018). Concernant son potentiel anorexigene, il a notamment été montré en 1998 par Webel
et al. chez des poulets qui, aprés administration de LPS présentaient une réduction de leur
prise alimentaire ainsi que de leur gain de poids (Webel, Johnson, et Baker 1998).
Parallelement chez la souris génétiquement obese, le LPS induit une anorexie (Faggioni et al.
1997). De plus, Reis et al. ont observé que le LPS pouvait augmenter I'activité des neurones
anorexigéniques a POMC, de facon TLR4/microglie dépendante (Reis et al. 2015). Par
I"utilisation d’animaux déficients pour la voie MyD88 du TLR4, I'implication de ce récepteur a
été révélé comme essentielle dans la réponse a I'anxiété, et dans la régulation de la prise
alimentaire suite a I'injection de LPS. En outre, il a été observé que les cellules endothéliales
de la BHE compétentes pour le géne codant pour le TLR4, sont essentielles pour la libération
de la corticostérone plasmatique en réponse au LPS (Gosselin et Rivest 2008). Parallelement,
il a été mis en lumiéere que cette déficience permettait aux animaux d’acquérir une résistance
a I'anorexie induite par le LPS, malgré la présence d’une réponse inflammatoire véhiculée par
les cytokines circulantes (Wisse et al. 2007). De plus, Meyenburg et al. ont montré que le CD14
était impliqué dans la médiation des effets anorexiques induits par le LPS, par I'intermédiaire
du TLR4 (von Meyenburg et al. 2004). Le TLR4 apparait donc comme un récepteur clé dans la
compréhension de la physiopathologie et du maintien de I’AN. C’'est dans cette perspective

gue Belmonte et al. en 2016 se sont penchés sur le réle du TLR4 au niveau central et intestinal,
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dans un modéle murin d’anorexie basé sur I'activité physique appelé activity-based anorexia
(ABA). Pour cela, ils ont étudié I’expression colique du TLR4 pendant la phase initiale de perte
de poids et a la fin du protocole (respectivement d10 et d17). Ainsi les animaux présentaient
une augmentation de |'expression de ’ARNm codant pour le TLR4 au niveau colique durant
ces deux phases, ainsi qu’une augmentation de I’expression protéique a d17 comparativement

a des souris controles (Fig. 17).

1.01 g
LT
- e
%gO.S' = * 'T‘ i~
; v 1.04
< 5 061 == T T T _E
é E &' ... * *
sg 0.4 S 0.5 A
x = A
=~ 0.2 ==g'
i a Al
0.0- 0.0 T mu 2

CT ABA LFA CT ABA LFA cT ABA LFA

Figure 17 : Expression de 'ARNm et protéine du TLR4 au niveau colique (Belmonte et al. 2016).
Expression au niveau colique de ’ARNm (a gauche) et protéique (a droite) du TLR4 chez des souris

soumises au modele ABA. ABA, activity-based anorexia.

Parallélement par des techniques de cytométrie en flux, il a été observé une augmentation du
complexe TLR4-MD?2, a la surface des cellules épithéliales intestinales et des macrophages. De
plus, par immunohistochimie, il a été montré que I'expression de TLR4 était plutot localisée
au niveau des cryptes, l'intensité du marquage était d’autant plus importante chez les
animaux soumis au modele ABA. Concernant I'implication du TLR4 au niveau hypothalamique,
aucune différence en ce qui concerne I'expression du TLR4, de TRIF ou encore de MyD88 n’a

été montrée. Bien que le TLR4 ne semble pas modulé, I'expression protéique de IRAK4 et de
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I'lL-1B s’est retrouvée augmentée chez les animaux soumis au modele. Parallelement cette
étude a également soumis des animaux présentant une absence totale du TLR4 (TLR47) au
modeéle ABA. Ces derniers présentaient un taux de mortalité plus élevé que les souris sauvages

(Fig. 18).
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Figure 18 : Courbe de survie de animaux TLR4”- au cours du modéle ABA (Belmonte et al. 2016).

Néanmoins les données obtenues avant que l'effectif ne soit trop faible, ont permis de
montrer que les souris TLR4”7- soumises au modeéle ABA, présentaient une diminution de leur
prise alimentaire, comme rapporté dans une précédente étude de Okun et al., ainsi qu’une
augmentation de I'activité physique durant la phase nocturne (Okun et al. 2014 ; Belmonte et
al. 2016). Cette étude a donc permis de mettre en lumiere le réle de I'axe intestin-cerveau, et
plus particulierement du TLR4 intestinal comme potentiellement protecteur durant le modéle

ABA.

6. Les modeéles murins d’anorexie

Présentant une composante psychologique, I'étude de I’AN dans des modeles murins s’avere
complexe. Cependant leur établissement ont permis de se rapprocher au mieux de la

physiopathologie retrouvée chez 'Homme. Ainsi, il a été décrit des modéles génétiques,
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environnementaux liés au stress, mais aussi combinant restriction alimentaire et activité

physique spontanée.

a. Modéles génétiques
Les modeles génétiques ont été établis par l'intermédiaire de mutations induites et

spontanées.

Succinctement, parmi les modifications génétiques induites générant des caractéristiques
d’AN, nous retrouvons des mutations ciblant des neuropeptides aussi bien impliqués dans la
régulation homéostasique qu’hédonique de la prise alimentaire. Ainsi, I'invalidation du géne
melanin concentrating hormone (MCH) induit un gain de poids plus faible et une augmentation
de I'activité locomotrice, par rapport aux souris contréles (Kokkotou et al. 2005). De plus,
grace a l'utilisation de vecteurs viraux associés a la Cre-recombinase, I'injection du ligand pour
le récepteur muscarinique de type 3, conduit a une activation aigué des neurones a POMC,
entrainant une inhibition de la prise alimentaire (Zhan et al. 2013). A contrario, |'ablation du
neuropeptide orexigéne NPY, est associée a un déficit de gain de poids consécutif a un jeGne
et a une altération de la réalimentation (Segal-Lieberman et al. 2003). Concernant les
neuropeptides impliqués dans la régulation de la composante hédonique de la prise
alimentaire, les animaux présentant une déficience en dopamine (DA”") bien que naissant a
terme, présentent une hypoactivité ainsi qu’un arrét de leur alimentation a quelques
semaines post-natales (Zhou et Palmiter 1995). Par ailleurs, il a été montré que des souris
knockout (KO) pour le gene codant le 5-HT4, présentaient une diminution de leur prise

alimentaire ainsi qu’un stress accru (Compan et al. 2004).

Mise a part ces modéles de modifications génétiques induites, il est a noter que certains

animaux présentant des caractéristiques de I’AN, ont développé des mutations spontanées.
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C’est le cas des souris anx/anx et des rats Lou/c. Ces derniers ont hotamment été décrits
comme résistants a une obésité induite par l'alimentation. En effet, ils présentent la
particularité d’avoir une prise alimentaire diminuée, une hyperactivité, ainsi qu’un stockage
des lipides réduit. Par conséquent, ces animaux présentent un état de maigreur tout au long
de leur vie (Veyrat-Durebex et al. 2009). Les souris anx/anx, quant a elles, ont été décrites
pour la premiére fois en 1984 par Maltais et al., et présentent une mutation autosomique
récessive pour le géne localisé sur le chromosome 2 (Maltais, Lane, et Beamer 1984). Ces
animaux apparaissent comme normaux a la naissance les rendant indistingables des autres.
Cependant, durant les premiéres semaines post-natales, ils présentent une diminution de la
taille de la queue et du cou montrant une croissance ralentie. Parallelement, ces souris
développent les principaux symptomes de I’AN : faible prise alimentaire et amaigrissement

provoquant chez ces animaux une mort précoce a environ 3 semaines (Nilsson 2019).

b. Modeles d’anorexie liés au stress
De nombreux modéles environnementaux liés au stress, ont également été mis au point afin
d’étudier '’AN dans un modele murin. En effet, il est connu que le stress peut engendrer une
perte de poids et une diminution de la prise alimentaire. Ainsi, il a été montré que des
techniques comme la stimulation cérébrale, ou I'exposition a des faibles températures entre
4°C et -15°C entrainent une perte de poids corporel (Nobuaki Shimizu, Oomura, et Kai 1989 ;
Haruo, Yoshio, et Tsuneyuki 1983 ; Zhao et al. 2010). Une autre alternative est le stress
chronique léger. Celui-ci consiste a exposer les rongeurs a une série aléatoire de stress légers,
durant une longue période généralement entre 3 a 6 semaines (Willner et al. 1987). Ce
protocole induit une perte de poids corporel légere, une anhédonie ainsi qu’une diminution
des peptides orexigénes. Par ailleurs, il a été montré qu’un stress social méne également a

une diminution du poids corporel, a I'image du stress de défaite sociale. Ce dernier consiste a
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introduire un animal extérieur, produisant ainsi de rapides interactions entre les animaux
conduisant a des comportements agressifs. Ce stress mene a une diminution marquée du
poids 1h apres la séance (Meerlo et al. 1996). D’un autre c6té, les rongeurs étant des animaux
sociaux, l'isolation physique entraine un comportement dépressif, une diminution de la prise

alimentaire ainsi que des fonctions cognitives (leraci, Mallei, et Popoli 2016).

c. Le modéle activity-based anorexia

Parmi tous ces modeles, celui qui semble le plus complet et le plus communément utilisé est
le modeéle d’activity-based anorexia (ABA). C'est en 1967 que Routtenberg et Kuzensof ont
développé chez le rat les prémices de ce modéle. Les animaux étaient isolés en cage
individuelle, avec un acces libre a une roue d’activité et un accés a la nourriture réduit a 1
heure par jour (Routtenberg et Kuznesof 1967). Ce modele ultérieurement nommé ABA,
permet donc de combiner restriction alimentaire et activité physique spontanée. Il mene a
une diminution du poids corporel proche de 25% par rapport au poids initial, une hyperactivité
physique, une hypothermie ainsi qu’une augmentation de I'activité de I’axe du stress (Adan et
al. 2011). Il a par la suite été adapté chez la souris, c’est ce dernier qui est utilisé au sein de
notre laboratoire (Jésus et al. 2014). Le protocole ABA est établi sur 17 jours. Au cours de cette
période, les animaux ont également un acces libre a une roue d’activité. Aprés une période
d’acclimatation de 5 jours, 'acces a la nourriture est progressivement restreint, passant de 6
heures d’accés a 3 heures jusqu’a la fin du protocole. Bien que ce modéle soit le plus utilisé, il
est a noter quelques limites. En effet, il a été montré que la réponse au protocole differe selon
le sexe, ainsi qu’en fonction de la souche génétique utilisée (Achamrah et al. 2017 ; Gelegen
et al. 2007). Bien que moins répondeuses que les souris DBA/2, la souche C57BL/6 semble la

plus adaptée a ce protocole. En effet, elle présente une plus grande résistance et donc une
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plus faible mortalité. De plus, a la vue des différences de réponses en fonction du sexe, il
semble pertinent que les études réalisées dans le modele ABA, soient effectuées aussi bien

chez les males que les femelles.
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OBJECTIFS

L'objectif de cette étude a été d’évaluer le réle du microbiote intestinal dans I'axe intestin-

cerveau au sein du modele ABA chez la souris C57BL/6.

La composition du microbiote intestinal de souris soumises au modéle ABA, a tout d’abord été
évaluée afin de caractériser une potentielle dysbiose, a I'image de celle retrouvée chez les
patients AN (Article 1). Deuxiemement, compte tenu de l'intérét croissant de I'utilisation de
modeéles animaux déplétés de leur microbiote par antibiothérapie, nous avons comparé
différents modes d’administration d’une combinaison d’antibiotiques en termes d’efficacité,
ainsi que leur impact sur le poids et la composition corporelle (Article 2). Troisiemement, une
fois le meilleur mode d’administration déterminé, nous avons analysé la réponse des souris
males et femelles soumises au modele ABA chez lesquelles, le microbiote intestinal a été
déplété par le protocole d’antibiothérapie (Article 3). Enfin, les études antérieures ont montré
qgue le TLR4, un des principaux médiateurs de la réponse inflammatoire face au microbiote,
est modulé au niveau intestinal durant le modéle ABA et que son absence totale provoque
une forte mortalité. Par conséquent nous avons étudié la réponse au modele ABA a la suite
d’une invalidation spécifique du TLR4 au niveau des cellules épithéliales intestinales, par

I'intermédiaire de la technique de recombinaison spécifique Cre-Lox (Article 4).
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Article 1

Résumé : Publié Clinical nutrition

L’AN est une pathologie multifactorielle, faisant intervenir des facteurs a la fois biologiques,
psychosociaux et environnementaux. Le microbiote intestinal a récemment été suggéré
comme jouant un role clé dans I’AN. Ainsi, chez les patients anorexiques une dysbiose a été
retrouvée. Cependant, peu d’études se sont penchées sur la dysbiose retrouvée au court de
modele murin d’anorexie. Dans cette perspective, la présente étude a évalué la potentielle
dysbiose retrouvée chez des souris soumises au modele murin activity-based anorexia,
combinant activité physique spontanée et réduction de I'accés a la nourriture. Des souris
C57BL/6 males agées de 8 semaines aprés randomisation par poids, ont été réparties en trois
groupes : controle (CLTR) sans roue d’activité et nourriture ad libitum, LFA sans roue d’activité

mais avec une restriction de I'accés a la nourriture et ABA soumises au modele ABA (Fig. 19).

Acces libre a la roue d’activité pour ABA / Pas de roue d’activité pour LFA

—
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Figure 19 : Schéma du protocole d’activity-based anorexia.

A J16 une évaluation de la composition corporelle a été réalisée. A la fin du protocole le
contenu caecal ainsi que I’hypothalamus ont été prélevés. L’utilisation des techniques d’ARN

16s et de PCR quantitative ciblant différentes espéces bactériennes, ont permis une
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identification du microbiote caecal. De plus, une quantification de ’ARNm des deux principaux
neuropeptides hypothalamiques POMC et NPY impliqués dans la régulation de la prise
alimentaire a été effectuée. Ainsi, les résultats ont montré des modifications de la composition
du microbiote caecal des animaux ABA comparé aux animaux CTLR, tel qu’une augmentation
des différentes espéces bactériennes de Lactobacilles ainsi que de Clostridium cocleatum et
une diminution de Burkholderiales. De plus, il a été souligné de nombreuses corrélations entre
différents groupes bactériens et la prise alimentaire, la composition corporelle ainsi que les
neuropeptides hypothalamiques. Cette étude a donc permis de caractériser la dysbiose
retrouvée au sein du modéle murin d’activity-based anorexia, validant I’emploi de ce modele

dans le <cadre de [I'étude de I'axe microbiote-intestin-cerveau dans I’AN.
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Background & aims: Anorexia Nervosa is a severe disease depending on both biological, psychological
and environmental factors. The gut microbiota has recently been proposed as one of the biological factors
potentially involved in the onset or maintenance of Anorexia Nervosa. To unravel the potential role of the
gut microbiota in this disease, we characterized the dysbiosis occurring in a mouse model of Anorexia
and correlated bacteria level changes with different physiological parameters such as body weight, food
intake or levels of hypothalamic neuropeptides.
Methods: We used the Activity-Based Anorexia (ABA) mouse model, which combines food restriction
and physical activity, and which mimics core features of Anorexia Nervosa. We characterized the gut
microbiota alteration in ABA mice by combining 16S rRNA gene sequencing and quantitative PCR ana-
lyses of targeted genera or species.
Results: We identified 68 amplicon sequence variants (ASVs) with decreased levels and 8 ASVs with
increased levels in the cecal content of ABA mice compared to control mice. We observed in particular in
ABA mice increases in the abundance of Clostridium cocleatum and several Lactobacillus species and a
decrease in the abundance of Burkholderiales compared to control mice. Interestingly, we show that most
of the observed gut microbiota alterations are due to food restriction and are not affected by physical
activity. In addition, we identified several bacterial groups that correlate with mice body weight, food
intake, lean and fat masses as well as with hypothalamic mRNA levels of NPY (Neuropeptide Y) and
POMC (Pro-opiomelanocortin).
Conclusions: Our study provides a comprehensive characterization of the gut microbiota dysbiosis
occurring in the Activity-Based Anorexia mouse model. These data constitute a valuable resource to
further decipher the role of the gut microbiota in the different facets of anorexia pathophysiology, such
as functional gastrointestinal disorders, appetite regulation and mood disorders.

© 2020 Elsevier Ltd and European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. All rights reserved.
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1. Introduction (DSM-V criteria) [1]. The prevalence of AN is increasing in most

countries and is estimated to be 1.4% for women and 0.2% for men

Anorexia Nervosa (AN) is a highly morbid eating disorder
characterized by underweight (Body Mass Index (BMI) < 18.5 kg/
m?), achieved by addictive food restriction and increased physical
activity, a fear of gaining weight, and a disturbed self-body image

* Corresponding author. INSERM UMR1073, UFR Santé, Université de Rouen, 22
Boulevard Gambetta, 76183 ROUEN CEDEX, France.
E-mail address: david.ribet@inserm.fr (D. Ribet).

https://doi.org/10.1016/j.cinu.2020.05.002

[2]. AN is usually considered as the psychiatric illness with the
highest mortality rate (standardized mortality ratio>5) [3] and thus
constitutes a serious public health issue. The etiology and patho-
physiology of AN remains poorly understood and treatments tar-
geting the causal factors of AN are still lacking [4]. As a
consequence, current treatments, that mainly focus on both psy-
chological and nutritional approaches, have only limited efficacy
with a relapse rate of ~40% within 18 months [5,6].

0261-5614/© 2020 Elsevier Ltd and European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. All rights reserved.
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AN is a multifactorial disease depending on biological, psycho-
logical and environmental factors. The gut microbiota has recently
been proposed as one of the biological factors potentially involved
in the onset and/or maintenance of Anorexia Nervosa [7—14].
Indeed, several studies have now established that anorectic pa-
tients have an intestinal dysbiosis (i.e. an alteration of the compo-
sition and/or activity of the gut microbiota in comparison to healthy
individuals) [15—23]. However, the consequences of gut microbiota
alterations in AN still remain hypothetical. As the gut microbiota
has been involved in weight regulation, energy harvest from diet,
eating behavior, as well as anxiety and depression (which are
frequent comorbidities of AN), its potential role in AN may be
highly versatile [24—27].

Animal models constitute key experimental approaches to
decipher the potential role of the gut microbiota in human diseases.
Among the various animal models of Anorexia Nervosa described in
the literature, the Activity-Based Anorexia (ABA) model is one of
the most studied ones [28,29]. In this model, rodents are isolated in
cages equipped with an activity wheel and have a progressive time
restricted food access, combined to a voluntary physical activity.
This model leads to body-weight loss (between 10 and 25%
depending of animal species, strains or sex) and was shown to
mimic core features of AN. It has been instrumental to document
brain alterations, gastrointestinal functional disorders and hor-
monal changes characteristic of AN [28—35]. The ABA model thus
constitutes an interesting animal model to study the role of the gut
microbiota in AN pathophysiology. Here, by combining 16S rRNA
gene sequencing and quantitative PCR analysis of targeted genera
or species, we provide a comprehensive characterization of the gut
microbiota dysbiosis occurring in murine model of Anorexia and
demonstrate that most of the identified gut microbiota alterations
are due to food restriction. We identified in addition several bac-
terial groups which levels correlate with body weight, food intake,
lean and fat masses as well as with hypothalamic levels of NPY
(Neuropeptide Y) and POMC (Pro-opiomelanocortin)
neuropeptides.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Animal care and experimentation were approved by a regional
Animal Experimentation Ethics Committee (authorization N/05-11-
12/28/11-15) and complied with the guidelines of the European
Commission for the handling of laboratory animals (Directive 2010/
63/EU). All efforts were made to minimize suffering of animals. All
animals were fed with a standard diet (3430PMS10; Serlab, France).
The ABA protocol was performed as previously described [30].
Eight-weeks-old C57BI/6JRj male mice (Janvier Labs, Le-Genest-
Saint-Isle, France) were housed individually at 23 °C with a
reversed 12-h light-dark cycle (dark phase from 10:00 am to 10:00
pm) and split in three groups: a control group, with food ad libitum
(CTRL), a group with restricted access to food (Limited Food Access;
LFA) and a group with restricted access to food combined with a
free access to a running wheel (Activity-Based Anorexia group;
ABA). Food access was progressively limited for LFA and ABA mice
from 6h at day 6 to 3h at day 9, and until the end of the experiment
at day 17. Food was given at the beginning of the dark phase. All
mice had free access to water. For each independent experiment, 6-
8 animals were used per group. CTRL and LFA mice were housed in
standard cages whereas ABA mice were housed in cages equipped
with an activity wheel connected to the Running Wheel® software
(Intellibio, Seichamps, France), that recorded ABA mice physical
activity during the whole protocol. Body weight and food intake
were monitored each day at the end of the light phase. In

accordance with ethical procedures, mice showing excessive
weight loss (>20%) over 3 consecutive days were euthanized.
Whole body composition was assessed on vigil animals at day 16
using fast nuclear magnetic resonance (Minispec LF110, Brucker,
Wissembourg, France). At the end of the protocol (day 17), all an-
imals were euthanized. Cecal contents and hypothalamus were
removed, frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C.

2.2. Gut microbiota analyses

DNA from mouse cecal contents were extracted using the
QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN), including a bead-beating
step (0.1 mm zirconia silica beads, BioSpec products, Bartlesville,
USA) [36].

For Illumina sequencing, DNA samples from 2 independent
animal experiments were PCR-enriched for the V5—V6 region of
the 16S rRNA gene and then underwent a library tailing PCR as
previously described [37]. The amplicons were purified, quantified
and sequenced using an Illumina MiSeq to produce 2 x 300 bp
sequencing products. Initial quality-filtering of the reads was con-
ducted with the Illumina Software, yielding an average of 121 594
pass-filter reads per sample. Quality scores were visualized and
reads were trimmed to 220 bp (R1) and 200 bp (R2). The reads were
merged with the merge-Illumina-pairs application [38]. For all
samples but two, a subset of 48 000 reads was randomly selected
using Mothur 1.32.1 [39]. The UPARSE pipeline implemented in
USEARCH was used to further process the sequences. Amplicon
sequence variants (ASVs) were identified using UNOISE3 [59].
Taxonomic prediction was performed using the nbc_tax function
[60], an implementation of the RDP Naive Bayesian Classifier al-
gorithm [40]. The phylotypes were computed as percent pro-
portions based on the total number of sequences in each sample.
Indexes of alpha diversity were computed using QIIME [41]. Raw
data generated during the analysis of the gut microbiota compo-
sition can be accessed on SRA (SRA accession: PRINA565878).

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) was
performed on DNA samples from 3 independent animal experi-
ments (including the 2 experiments used for Illumina sequencing).
qPCR signals were detected on a Mastercycler ep Realplex system
(Eppendorf, Hamburg, Germany) using Itaq Universal SYBR Green
Supermix (BioRad). Primer sequences are detailed in Table S3.
Primers specificity was checked using Ribosomal Database Project
tools [42]. All samples were run in duplicate in 96-well reaction
plates. Final concentrations were as follow: DNA 0.1 ng/uL (excep-
ted for Akkermansia muciniphila 1 ng/uL), primers 0.5 pM, and SYBR
Green Supermix 1X. Thermocycling conditions were as follow:
initiation step at 95 °C 5 min; cycling stage at 95 °C5 s, 60 °C 30 s
(unless a different annealing temperature is indicated in Table S3),
40 cycles; melt curve stage at 95 °C 15 s, 65 °C 15 s, increment of
1 °C every 10 s until reaching 95 °C. The purity of the amplified
product was verified by analyzing the melt curve performed at the
end of amplification. At least 80% of the duplicates show a variation
lower than 0.5 Cq units. Serial dilution of DNA from cecal content
was included on each plate to generate a relative curve and to
integrate primer efficiency in the calculations. Analyses were
considered as acceptable when amplification efficiencies reached
values between 70% and 110%. For detection of total Eubacteria, Cq
of each sample were compared with a standard curve made by
diluting genomic DNA extracted from a pure culture of Escherichia
coli, for which cell counts were determined prior to DNA isolation.
Non-template controls were included on each plate. A qPCR is
considered valid if the Cq of the non-template control is at least 3
units higher than the Cq of the templates or, for targets with low
expression levels, if the melt curve of the non-template control was
different from the templates.

10.1016/j.cInu.2020.05.002
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2.3. Quantification of neuropeptide expression

Extraction of total RNAs from CTRL, LFA and ABA mice hypo-
thalamus and quantification of NPY and POMC mRNA levels were
performed as described in [31]. Rps18 gene was used as an internal
reference for normalization. Primer sequences are detailed in
Table S3.

2.4. Statistical analyses

Comparison of body weight at day 17 and lean and fat masses at
day 16 were performed using one-way ANOVA with Holm-Sidak's
multiple comparison test. Comparison of body weight, food intake
and physical activity during the protocol were performed using
two-way ANOVA with Bonferroni's multiple comparison test.
Comparison of bacterial taxa levels quantified by qPCR were per-
formed using one-way ANOVA with Holm-Sidak's multiple com-
parison test. Statistical analyses were performed with GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, USA) except for the
sequencing results. Significant ASVs and taxa were selected using a
Kruskal-Wallis test, with Benjamini-Hochberg correction for mul-
tiple testing (qg-value) [43], followed by Dunn's post-tests. The
significance threshold was placed at a g-value<0.05. Comparison of
alpha diversity indexes were performed using Kruskal-Wallis test
followed by Dunn's post-test. Correlations were computed using
Spearman correlations with Benjamini-Hochberg correction for
multiple testing. Correlograms were performed with RStudio
1.1.383.

3. Results

We compared in this study three groups of mice: a control group
with food ad libitum (CTRL), a group with restricted access to food
(Limited Food Access; LFA) and a group with restricted access to
food combined with a free access to a running wheel (Activity-
Based Anorexia group; ABA). Body composition was determined at
day 17 for CTRL, LFA and ABA mice. As previously reported in this
animal model, we observed a significant decrease in body weight
for LFA and ABA mice compared to CTRL mice, which correlates
with a decrease in food intake [30] (Fig. 1A and B). At the end of the
protocol (day 17), body weight loss was more important in ABA
mice than LFA mice (Fig. 1C). The lean mass of both LFA and ABA
mice was significantly decreased compared to CTRL mice (Fig. 1D).
Physical activity pattern of ABA mice was significantly modified
during the restriction period (day 6 to day 17) compared to the
acclimatization period (day 1 to day 5), with a progressive increase
in wheel activity during light phase and a decrease in wheel activity
during dark phase (Fig. 1F).

In order to characterize the potential gut microbiota alteration
occurring in the ABA mouse model, we extracted DNA from the
cecal content of CTRL, LFA and ABA mice at day 17. Using 16S rDNA-
targeting qPCR analysis, we monitored changes in the levels of
Eubacteria, Archaea, Firmicutes and Bacteroidetes in these samples
to detect potential broad alterations in the ABA mice gut ecosystem.
We did not observe any significant differences in the abundance of
Eubacteria, Archaea, Firmicutes and Bacteroidetes between CTRL,
LFA and ABA mice (Fig. 2 and Table S1). As no difference in bacterial
taxa at high taxonomic levels were observed between mice groups,
we performed Illumina sequencing of 16S rDNA on mice cecal
contents to obtain an accurate characterization of the gut micro-
biota composition from CTRL, LFA and ABA mice.

We did not observe any significant differences in alpha diversity
indexes of richness (observed species) or richness and evenness
(Shannon index) between CTRL, LFA and ABA mice (Fig. 2E and F).
Using non-taxonomy based analysis of our sequencing data, we
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Fig. 1. Body weight loss and changes in physical activity in ABA mice. A, Changes in
body weight during the protocol (values are means + SEMs, n = 8; *, Different from
control, P < 0.05). B, Food intake (values are means + SEMs, n — 8; *, Different from
control, P < 0.05). C, Body weight at day 17 (individual values corresponding to per-
centage of body weight at day 5 are represented with means + SEMs, n = 8; Labeled
means without a common letter differ, P < 0.05). D-E, Lean and fat masses at day 16
(individual values are represented with means + SEMs, n = 6—8; Labeled means
without a common letter differ, P < 0.05). F, Physical activity of ABA mice (values are
means of run distance + SEMs; n — 8; *, Different from physical activity during light
phase, P < 0.05).

identified 85 Amplicon Sequence Variants (ASVs) with significant
altered levels between mice groups (among the 1466 ASVs identi-
fied in this analysis; Tables S2 and S4). Eight ASVs show increased
levels in ABA versus CTRL mice (including two ASVs attributed to
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Fig. 2. Bacteria levels and alpha diversity indexes in CTRL, LFA and ABA mice gut
microbiota. A-D, Relative quantification of total Eubacteria, Archaea, Bacteroidetes and
Firmicutes in cecal contents from CTRL, LFA and ABA mice, as determined by qPCR
analysis (values are represented as whisker plots with minimum and maximum values,
n = 20-23; Labeled plots without a common letter differ, P < 0.05). E-F, Alpha-
diversity indexes in CTRL, LFA and ABA mice (values are means + SEMs; n = 13-15;
Labeled means without a common letter differ, P < 0.05).

Lactobacillus spp. and one attributed to Clostridium cluster XVIII)
whereas 68 ASV show decreased levels in ABA versus CTRL mice
(mainly belonging to the Lachnospiraceae and family and the Bac-
teroidales order). Interestingly, among the 76 ASVs with altered
levels in ABA versus CTRL mice, 75 (99%) show similar levels be-
tween the two groups of food deprived mice (ie. LFA and ABA
mice). These data suggest that the main alterations that we
observed in ABA mice cecal microbiota compared to CTRL mice are
due to food restriction and are neither restored nor further
impaired by physical activity. Only one ASV, corresponding to a yet
unclassified bacterium, shows significant increased levels in ABA
mice compared to both CTRL and LFA mice (ASV1396; CTRL:
0.0013 + 0.0009%; LFA: 0.0027 + 0.0012%; ABA: 0.0112 + 0.0039%;
Tables S2 and S4).

In line with these analyses, using taxonomy-based analysis of
our sequencing data, we identified 3 taxa with significant altered
levels between CTRL, LFA and ABA mice (with significant differ-
ences also observed in parent taxa): the Burkholderiales order, the
Clostridium cluster XVIII genus and the Lacobacillus genus (Fig. 3
and Fig. 4). Again, the abundance of these taxa differs between
CTRL mice and food deprived mice (LFA and ABA), with no signif-
icant differences observed between LFA and ABA mice.

To confirm these results and to narrow down the species from
Clostridium cluster XVIII showing increased levels in ABA mice, we
focused on the only identified ASV belonging to Clostridium cluster
XVIIlin our dataset (ASV153; Table S4). This ASV is highly homolog
to the 16S rRNA gene of Clostridium cocleatum (one of the four
bacterial species constituting Clostridium cluster XVIII) [44]. We

thus used a couple of primers specific for C. cocleatum 16S rRNA
gene [45] to monitor its abundance by qPCR in the cecal bacterial
community from CTRL, LFA and ABA mice. We observed that
C. cocleatum is significantly increased in the cecum of both LFA and
ABA mice compared to control mice (Fig. 4D) (14.5 fold-change
increase for LFA vs CTRL and 11.9 fold-change increase for ABA vs
CTRL). This result confirms our 16S rRNA sequencing data and
suggests that food restriction increases the level of C. cocleatum in
mice gut microbiota.

In addition to C. cocleatum, our sequencing data indicate that
Lactobacillus species are significantly increased in both LFA and ABA
mice (Fig. 4B). To confirm this result, we monitor by qPCR changes
in Lactobacillus spp. levels. We observed that Lactobacillus spp.
levels are significantly increased in both LFA and ABA mice
compared to control mice (5.1 fold-change increase for LFA vs CTRL
and 5.7 fold-change increase for ABA vs CTRL) (Fig. 4E). To better
characterize the changes in the Lactobacillus genus in ABA mice, we
quantified the levels of the most abundant Lactobacillus species in
C57BI/6 mice gut microbiota (i.e. Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
murinus/animalis and Lactobacillus johnsonii/gasseri) using specific
primers [46,47]. We observed a significant increase in the abun-
dance of all tested Lactobacillus species in ABA mice compared to
CTRL mice (Fig. 4). This result confirms again our 16S rRNA
sequencing data and suggests that the dominant Lactobacillus
species are all increased in ABA mice as a result of food restriction.

To complete our characterization of the gut microbiota in ABA
mice, we quantified by qPCR the levels of specific bacterial species
that were not detected by 16S rRNA Illumina sequencing but which
represent interesting candidates to understand the putative link
between anorexia-associated functional gastrointestinal disorders
and gut microbiota dysbiosis. These species include (i) Methano-
brevibacter smithii, the predominant human gut methanogen
archaeon, which was found overrepresented in the microbiota of
anorectic patients from two independent cohorts [15,20], (ii)
Roseburia spp, which are butyrate producers shown as decreased in
the microbiota of anorectic patients from three independent co-
horts [19,20,23], (iii) Faecalibacterium prausnitzii, a Firmicutes
exhibiting anti-inflammatory effects and shown in several studies
as decreased in patients with Inflammatory Bowel Diseases [48],
and (iv) A. muciniphila, a mucin-utilizing specialist showing
decreased abundance in several pathological conditions such as
obesity or type 2 diabetes [49]. We did not observe any significant
differences in the levels of M. smithii, Roseburia spp and F. prausnitzii
between CTRL, LFA and ABA mice (Table S1). We observed a sig-
nificant 2.1-fold decrease in the level of A. muciniphila in LFA mice
compared to CTRL mice (Fig. 41). A similar pattern was observed in
ABA mice for A. muciniphila, but difference did not reach signifi-
cance. This result suggests that food restriction leads to a decrease
in the cecal abundance of A. muciniphila in C57Bl/6 mice.

By correlating the levels of the different identified bacterial taxa
together, we identified several clusters of bacteria with positively
correlated levels (corresponding to bacteria frequently observed
together in a given mice) and, in contrast, bacterial taxa with
negatively correlated levels (corresponding to mutually exclusive
bacteria) (Fig. 5A). For example, we could observe that the genera
Clostridium cluster XIVa, Clostridium cluster XI, Escherichia/Shigella
and Enterococcus form a cluster of positively correlated bacteria,
and that this cluster is negatively correlated with bacteria
belonging to the Prevotella and Acetatifactor genera (Fig. 5A).

Finally, in order to highlight potential links between the gut
microbiota dysbiosis observed in ABA mice and animal physiology,
we correlated the levels of the identified bacterial taxa and ASVs
with biological parameters such as body weight, food intake, lean
and fat masses or the mRNA levels of two neuropeptides, NPY and
POMC, that we quantified in the hypothalamus of CTRL, LFA and
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ABA mice. These two neuropeptides play opposite roles in appetite
regulation: NPY is a potent orexigenic neuropeptide whereas POMC
is the precursor of the z-melanocyte-stimulating hormone (zMSH),
a potent inducer of satiety pathways [27]. We identified several

bacterial taxa and ASVs that correlate positively or negatively with
body weight, food intake, lean mass and fat mass (Fig. 5B). In
agreement with our previous results, we observed for example that
Burkholderiales are positively correlated with body weight, food
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intake and lean mass (i.e. increased in mice with high body weight,
high food intake and high lean mass) in contrast to Lactobacillales
which are negatively correlated with these three parameters.
Interestingly, we also identified 11 bacterial units that are positively
correlated with POMC hypothalamic levels and 3 bacterial units
that are negatively correlated with NPY hypothalamic levels (all of
them being positively correlated with body weight and food intake,
as expected) (Fig. 5B).

4. Discussion

The Activity-Based Anorexia model mimics core features of AN
in humans [28,29]. This animal model has been instrumental to
decipher pathophysiological mechanisms occurring during AN. In
order to unravel the potential role of the gut microbiota during AN,
we performed a detailed characterization of the gut dysbiosis
occurring in ABA mice after 12 days of food restriction. We iden-
tified 8 bacterial units showing increased levels and 68 bacterial
units showing decreased levels in ABA mice compared to CTRL
mice.

Almost all bacteria showing increased or decreased levels in
ABA mice compared to CTRL mice are similarly altered in ABA and
LFA mice, which suggests that the main driver for the gut micro-
biota dysbiosis observed at the end of our protocol is food restric-
tion and that the effect of physical activity is only marginal. Of note,
we analyzed gut microbiota composition in ABA mice at day 17,
where mice exhibit decreased physical activity compared to the day
1-day 10 period (Fig. 1F). We thus cannot exclude that physical
activity has a more pronounced effect on gut microbiota compo-
sition at the beginning of the food restriction period in ABA mice.

Alteration of gut microbiota in a rat ABA model has been
partially described in a previous study using PCR-denaturing
gradient gel electrophoresis and qPCR approaches [50]. In agree-
ment with our observations, most of the detected alterations in
bacteria levels in ABA rats were similarly observed in food
restricted rats that had not access to a running wheel. This again
suggests a major impact of food restriction on gut microbiota
alteration in a context of anorexia. In contrast to our findings, ABA
rats showed decreased levels in Firmicutes, Bacteroidetes and
Lactobacillus and increased levels in M. smithii in comparison to rats
fed ad libitum [50). These differences in gut microbiota alterations
between mouse and rat ABA models might be due either to rodent-
specific differences, to differences in the type of samples used for
16S rRNA gene sequencing (feces for rats versus caecal contents for
mice) or to divergences in the ABA protocol, such as the daily
duration for food access (1h for rats versus 3h for mice) or the total
length of the restriction period (6 days for rats versus 12 days for
mice) [50].

It was recently shown that major metabolic perturbations are
induced in the Activity-Based Anorexia model, which was proposed
to reflect both host and microbiome metabolic pathways adapta-
tion to food restriction [51]. It was shown in particular that un-
dernutrition was the major driver for urinary and blood metabolite
variations in ABA mice whereas physical activity had no significant
impact [51]. This nicely echoes our own observation of a major role
of food restriction on gut microbiota alteration. As gut bacteria are
important providers of metabolites for the host, we can thus pro-
pose that, in this animal model of Anorexia, food restriction alters
gut microbiota composition and metabolic capacities, which in turn
has an impact on host circulating and urinary excreted metabolites.

We identified in this study several bacterial groups correlating
with biological parameters such as body weight, food intake and

lean/fat masses. Interestingly, we identified bacterial units posi-
tively correlating with POMC hypothalamic levels or negatively
correlating with NPY hypothalamic levels. These bacteria consti-
tute interesting candidates potentially involved in gut-brain axis
communication. One interesting hypothesis is that the dysbiosis
observed in ABA mice alters the communication along the gut-
brain axis and has an impact on animal behavior and, in partic-
ular, on appetite regulation [27]. Determining whether the gut
microbiota changes observed in anorectic patients facilitates or
perpetuates eating behaviors dysregulations is an essential
objective that may have repercussions on the clinical manage-
ment of AN [14].

Our data reveal that the abundance of C. cocleatum, which be-
longs to Clostridium cluster XVIII, is strongly increased in response
to food restriction (>10-fold increase) in ABA mice. C. cocleatum is a
mucin degrader that possesses numerous glucosidase activities
involved in the degradation of mucin oligosaccharide chains in the
digestive tract [52]. Interestingly, a decrease in enteral nutrition
was reported to stimulate the growth of mucin degrading bacteria,
probably because these micro-organisms present a competitive
advantage in the context of food nutrient deprivation [53].
C. cocleatum may thus possess a competitive advantage in the
digestive tract of ABA mice, which may explain its observed high
levels in these animals. Of note, the Clostridium cluster XVIII taxon
was observed as being increased in a cohort of anorectic patients
compared to healthy individuals [19]. A refined characterization of
the species belonging to Clostridium cluster XVIII increased in
anorectic patients gut microbiota and their potential consequences
on both animal and human physiology would deserve further
investigations.

In addition to C. cocleatum, we observed an increase in the
abundance of Lactobacillus in response to food restriction in C57BI/
6 mice. Our data are consistent with several studies that linked
increases in Lactobacillus levels with calorie-restricted diets. It was
shown for example that a 14 days-long calorie restriction diet in
C57BL/6 mice (leading to ~20% of weight loss) shifts the gut
microbiota and create a Lactobacillus-predominated gut ecosystem,
which was associated with decreased markers of systemic inflam-
mation [54,55]. In humans, a calorie-restricted diet associated with
increased physical activity over 10 weeks increased the abundance
of gut Lactobacillus [56]. We observed that all major Lactobacillus
species were increased in ABA mice. This suggests that the relative
proportions of Lactobacillus species in ABA mice remain probably
unchanged, in contrast for example to cancer-induced anorexia
mouse models, where L. murinus/animalis outcompete L. reuteri and
L. johnsonii/gasseri [47].

Finally, we identified a significant decrease in the level of Bur-
kholderiales in food-restricted mice and observed that this bacterial
order is positively correlated with mice body weight. These results
are consistent with other reports showing a positive correlation
between Burkholderiales and body weight in a model of mice fed
with a Western-style diet [57], or with reports showing a potential
role of Burkholderiales in BMI gain in risperidone-treated psychi-
atric patients [58].

Although several studies have described the gut dysbiosis
associated with Anorexia Nervosa in humans, no clear consensus
have emerged yet [14]. Only very few bacterial species were
repeatedly described as being increased or decreased in indepen-
dent human studies [14,15,19,20,23]. This heterogeneity in the
observed dysbiosis associated with human AN may be due to
methodological differences (sample collection, bacterial DNA
extraction, data analysis), to variations in the design of the clinical
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study (timepoint for sample collection, criteria for the selection of
reference individuals) or to anorectic patients' heterogeneity (var-
iations in BM], in levels of calorie intake by patients or in patients’
medical history). Not surprisingly, we observed differences in the
dysbiosis of ABA mice compared to the reported dysbiosis in
humans. Indeed, several studies observed no significant differences
in the abundance of Lactobacillus species between patients and
healthy controls, and we did not detect significant differences in
M. smithii or Roseburia abundances in ABA mice [15—17,19]. These
discrepancies may reflect human versus rodent-specific differ-
ences, and in particular differences between the laboratory feeds
given to mice and human diets. They may also reveal the involve-
ment of additional factors in the human disease that, for example,
limit the expansion of Lactobacillus despite food restriction or
promotes alterations in M. smithii and Roseburia levels indepen-
dently of changes in food intake. In contrast to human Anorexia
Nervosa, which is a multifactorial disease, the ABA animal model
constitutes a simplified system in which genetic and environmental
variables are controlled. This model thus constitutes an interesting
tool to disentangle microbiota changes induced by food restriction
and physical activity from changes induced by the other factors
involved in this complex disease in humans. In addition, this model
can be used to study the interactions between bacterial species in
the gut ecosystem in response to an environmental disruption
(food restriction in our case; Fig. 5A).

In conclusion, the potential role of the gut microbiota in AN has
recently emerged as a promising field of research. We anticipate
that our results will pave the way for future studies aiming at
manipulating mouse gut microbiota in order to determine the role
of this ecosystem in the different facets of anorexia pathophysi-
ology, such as functional gastrointestinal disorders, appetite regu-
lation or mood disorders.
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Article 2

Résumé : Accepté dans BMC Microbiology

Ayant montré une dysbiose dans le modeéle ABA suggérant ainsi son implication dans la
physiopathologie de I’AN, nous avons souhaité étudier le role du microbiote intestinal. Ces
derniéres années, dans le cadre de I'étude des interactions entre microorganismes et
pathologie de I'h6te, I'utilisation d’animaux dont le microbiote a été déplété a connu un
intérét croissant. Cependant, les animaux axéniques présentent un défaut de maturation de
leur systéeme immunitaire. Par ailleurs, I'usage de ces animaux se révele couteux et nécessite
des installations spécifiques, c’est pourquoi I'emploi d’animaux dont le microbiote a été
déplété par antibiothérapie a gagné en intérét. Le but de cette étude a été de comparer
différents modes d’administration d’une combinaison d’antibiotiques rapportée comme la
plus fréquemment utilisée dans la littérature (Amphotéricine-B, Ampicilline, Néomycine,
Métronidazole et Vancomycine). Aprés randomisation par poids, des souris C57BL/6 males
ont été répartis en 4 groupes : un groupe contréle (no ATB) ne recevant pas d’antibiotiques ;
un groupe dont le traitement a été administré dans I'’eau de boisson (DW-ATB) ; un groupe
recevant le traitement 1 fois par jour par administration orale (1xG-ATB) ; un groupe gavé 2

fois par jour avec le mix d’antibiotique (2xG-ATB) (Fig. 20).
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antifongique antifongique + antibiotique

J-2 J1 J4 J7 J12 J19 J26
Feces Feces Feces Feces
+ +
Composition Composition
corporelle corporelle

Figure 20 : Protocole expérimental visant a comparer I'efficacité de différents modes de délivrance

d’antibiotiques.

Le poids corporel a été suivi tout au long du protocole. De plus, une évaluation de la
composition corporelle a été effectuée a J7 et J26. Afin d’évaluer |'efficacité du traitement,
une analyse de la densité bactérienne fécale a été réalisée par cytométrie en fluxa J7,J12,J19
et J26. Par ailleurs, la technique de PCR quantitative a permis d’identifier des modulations de
différentes espéces bactériennes. Enfin le taux d’hydratation fécale a été observé a 17, J12,
J19 et J26. Ainsi, il a été observé que quel que soit son mode d’administration, le traitement
n’impacte pas la composition corporelle a J7, mais provoque une augmentation globale du
taux d’hydratation fécal, restauré apres recolonisation. Bien qu’induisant une diminution du
nombre de bactéries, les résultats obtenus ont montré une efficacité variable concernant la
composition du microbiote. En effet, il est a noter une diminution de I'ensemble des taxons
étudiés chez les groupes DW-ATB et 2xG-ATB, tandis que chez le groupe 1xG-ATB, une
prolifération des Gammaprotéobactéries est observée. Cette étude permet d’avoir une vision

globale quant a I'efficacité de |'utilisation d’antibiothérapie dans le cadre de la déplétion du
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microbiote intestinal et montre donc que les protocoles DW-ATB et 2xG-ATB apparaissent étre

les procédures les plus adaptées pour dépléter le microbiote intestinal.
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ABSTRACT

Background: The use of animal models with depleted intestinal microbiota has recently increased
thanks to the huge interest in the potential role of these micro-organisms in human health. In particular,
depletion of gut bacteria using antibiotics has recently become popular as it represents a low cost and
easy alternative to germ-free animals. Various regimens of antibiotics are used in the literature, which
differ in composition, dose, length of treatment and mode of administration. In order to help
investigators in choosing the most appropriate protocol for their studies, we compared here three modes
of antibiotic delivery to deplete gut bacteria in C57BI/6 mice. We delivered one of the most frequently
used combination of antibiotics (a mix of ampicillin, neomycin, metronidazole and vancomycin) either

ad libitum in drinking water or by oral gavage once or twice per day.

Results: We quantified the global bacterial density, as well as the abundance of specific bacterial and
fungal taxa, in mouse feces in response to antibiotics exposure. We observed that oral gavage once a
day with antibiotics is not a reliable method as it occasionally triggers hyperproliferation of bacteria
belonging to the Escherichia/Shigella taxon and, as a consequence, only a moderate decrease in fecal
bacterial density. Antibiotics delivery by oral gavage twice a day or in drinking water induces in contrast
a robust and consistent depletion of mouse fecal bacteria, as soon as four days of treatment, and is
associated with an increase in fecal moisture content. Extending exposure to antibiotics beyond seven
days does not improve total bacteria depletion efficiency and promotes fungal overgrowth. We show in
addition that all tested protocols impact neither gut microbiota recolonization efficiency, one or two

weeks after the stop of antibiotics, nor mice body composition after one week of treatment.

Conclusions: Our study provides key experimental data and highlights important parameters to consider
before selecting an appropriate protocol for antibiotic-mediated depletion of gut bacteria, in order to

optimize the accuracy and the reproducibility of results and to facilitate comparison between studies.

KEYWORDS: Gut microbiota; Gut microbiome; Intestinal microbiota; Intestinal microbiome;

Antibiotics; Mouse model; Dysbiosis; Fecal bacteria
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BACKGROUND

The intestinal tract of mammals harbors trillions of micro-organisms which, altogether, constitute a
complex and dynamic ecosystem. This ecosystem includes bacteria, archaea, fungi, protozoans and
viruses that play key roles in the host physiology. Bacteria constitute an essential part of the gut
microbiota. In humans, the intestine was estimated to contain about ~4.0x10*® bacteria per individual
[1]. The dominant intestinal bacterial phyla present in humans are Firmicutes (~60-65%), Bacteroidetes
(~20-25%), Proteobacteria (~5-10%) and Actinobacteria (~3%) [2]. The role of the intestinal microbiota
in human physiology has gained a huge interest during the last 10 years. Alteration in the composition
or metabolic activities of the gut microbiota has been linked to diseases such as chronic inflammatory
diseases, obesity, cardiovascular diseases, cancers, or even behavioral disorders [3-6]. However, most
studies published so far are only observational and show associations between gut microbiota and
diseases, without proving causation [3]. Manipulation of gut microbiota in animal models constitutes a
key experimental approach to demonstrate causality between gut microbiota dysbiosis and the
occurrence of symptoms distinctive of a given disease. In particular, mouse models with depleted gut
microbiota have been increasingly used over the last years to get further insights into the role of these

micro-organisms in the occurrence or chronicity of human diseases.

Two main methods are generally used to obtain mice depleted for intestinal bacteria: germ-free mice
and antibiotic-treated mice. Germ-free mice are considered as the gold standard to study the effect of
the complete absence of microbes, to establish mice with precisely defined microbiota composition
(gnotobiotic mice) or to perform intestinal microbiota transfer experiments [7-9]. However, this model
remains inaccessible to many investigators as it requires specialized facilities (these animals being bred
in isolators to keep them free of detectable bacteria, eukaryotes and viruses) and are very costly. As a
consequence, treatment of animals with broad-spectrum antibiotics has quickly emerged as a low cost
and easy alternative method to deplete mice gut bacteria. Various regimens of antibiotics have been used
in the literature, which differ in composition, dose, length of treatment and mode of administration [8].
In order to help investigators to select the most appropriate protocol for their research project, we

compared here three modes of administration (ad libitum in drinking water or via oral gavage once or
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twice per day) of one of the most frequently used combination of antibiotics (a mix of ampicillin,
neomycin, metronidazole and vancomycin broadly targeting gram-positive, gram-negative and
anaerobic bacteria) [8,10-19]. We quantified the efficiency of bacteria depletion in mouse feces induced
by these different modes of administration, the impact of these antibiotics on the abundance of several
bacterial and fungal taxa and the speed of gut bacteria recolonization after the stop of antibiotics. We
also monitored the impact of antibiotics on fecal moisture content and on mouse body composition (lean

and fat mass).

RESULTS

In order to compare how different modes of antibiotics delivery may affect mouse gut microbiota and
body composition, we compared 4 groups of animals: one group received antibiotics by oral gavage
twice a day (2xG-ATB group), one group received antibiotics by oral gavage once a day (1XG-ATB
group), one group had antibiotics added in drinking water (DW-ATB group) and the last group did not
receive antibiotics (no ATB group). Animals receiving antibiotics were treated during 12 days and were

then kept for another 14 days, without antibiotics.

To evaluate the efficiency of antibiotic-mediated gut bacteria depletion, we monitored the density of
fecal bacteria by both flow cytometry (using a fluorescent dye staining nucleic acids; Fig. 1A) and by
gPCR on DNA extracted from feces (using 16S rRNA specific primers; Table S1). To validate our flow
cytometry-based quantifications, we compared the fecal bacterial loads estimated by either flow
cytometry or gPCR, using eubacteria-specific primers, in a set of 54 fecal samples coming from both
untreated and antibiotic-treated mice. Although these two methods present independent biases which
hampers direct comparison [20,21], we observed that the fecal densities determined by our two

approaches were strongly correlated (Spearman’s r=0.85, two-tailed P<0.0001) (Fig. S1).

We used our flow cytometry-based approach to monitor fecal bacterial density during the 12 days of
antibiotic treatment (Fig. 1B) and during the 14 days of recovery, after the stop of antibiotics (Fig. 1C).

We observed that all modes of antibiotic administration induce a strong decrease in the density of fecal
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bacteria in comparison to untreated mice (Fig. 1B). This decrease is detected after only 4 days of
treatment. For mice receiving antibiotics by oral gavage twice per day or in drinking water, the decrease
in fecal bacterial density was strong (>20-fold decrease) and not significantly different between Day 4
and 12 (P>0.1; Mixed-effects analysis with Tukey’s correction). This suggests that maintaining
antibiotics administration more than 4 days does not further decrease fecal bacterial loads. In addition,
we did not observe significant differences in the bacterial depletion efficiencies between these two
modes of antibiotic delivery at Day 4, 7 and 12, indicating that these two protocols have similar impact
on the global fecal bacterial loads. For mice receiving antibiotics by oral gavage once per day, we noticed
strong variations in bacterial depletion efficiency between experiments. Among 4 independent
experiments, we observed a strong decrease in fecal bacterial densities at Day 7 only in two experiments.
For the other two experiments, we observed a limited decrease in fecal bacterial densities, which

correlated with the hyperproliferation of specific Gammaproteobacteria (see below; Fig. S2).

We then evaluated the efficiency of gut microbiota recolonization one or two weeks after the stop of
antibiotic treatment. After 1 week of recovery (Day 19), we observed an increase in the density of fecal
bacteria which illustrates partial gut recolonization (Fig. 1C). After 2 weeks (Day 26), all mice recovered
at least 50% of their initial gut bacteria and we did not observe significant differences in fecal bacterial
densities between the different groups of antibiotic-treated mice (Fig. 1C). These results suggest that the
gut is quickly recolonized after the stop of antibiotics and that there is no major effect of the mode of

antibiotic delivery on the gut recolonization efficiency in the tested conditions.

In parallel to the quantification of fecal bacterial density, we evaluated the moisture content in mice
feces during the protocol. All mice treated with antibiotics exhibit a significant increase in fecal moisture
content at Day 4, Day 7 and Day 12 (Fig. 1D). After one week of recovery, mice receiving antibiotics
via drinking water or oral gavage twice a day still exhibit increased moisture content in feces, whereas
no significant differences between control and antibiotic-treated mice were observed after two weeks
(Fig. 1E). This progressive return to normal of fecal moisture content is consistent with the previously

observed gut recolonization of mice by bacteria two weeks after the stop of antibiotics (Fig. 1C).
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In order to better characterize the impact of antibiotics on the composition of the gut microbiota, we
monitored by qPCR the abundance of several bacterial taxa, including major phyla of mouse intestinal
microbiota: Eubacteria, Archaea, Bacteroidetes, Firmicutes, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Escherichia/Shigella and Verrucomicrobia. We quantified the relative abundance of these taxa in mouse
feces after 4, 7 and 12 days of antibiotic treatment (Fig. 2) and compared the deduced microbiota
structures using principal components analyses (Fig. 3). These analyses were first performed on one of
the two experiments described above showing a weak decrease in bacterial density after antibiotic
delivery by one daily oral gavage. As expected, untreated mice clearly cluster separately from antibiotic-
treated mice from Day 4 to Day 12. In agreement with our quantification of fecal bacterial densities, we
observed that mice receiving antibiotics by oral gavage twice a day or in drinking water cluster together,
whereas mice receiving antibiotics by oral gavage once per day constitute a separate group (Fig. 3 and
Fig. S2). The detailed analysis of the relative abundance of bacterial taxa in mice receiving antibiotics
by twice daily oral gavages or in drinking water revealed a strong and persistent decrease for all tested
taxa from Day 4 to Day 12 (Fig. 2). In contrast, we observed for mice treated once daily by oral gavage
a weaker decrease in the abundance of several independent taxa and a strong hyperproliferation of the
Escherichia/Shigella taxon (Fig. 2 and S2). A similar analysis was then performed on the second
experiment showing a weak decrease in bacterial density after antibiotics delivery by oral gavage once
per day. It also revealed an hyperproliferation of the Escherichia/Shigella taxon in this group of mice
(Fig. S2), thereby confirming that this mode of delivery occasionally increases the abundance of specific

Gammaproteobacteria.

We took advantage of these gPCR quantifications to evaluate the efficiency of Amphotericin-B, which
was co-administrated to mice in our experimental setup to prevent fungal overgrowth, as a consequence
of bacterial depletion. We quantified the abundance of fungi in mice feces using 18s rRNA specific
primers and probes (Fig. 2). We did not observe significant increases in fungi levels after 4, 7 and 12
days of treatment for mice receiving antibiotics in drinking water or by oral gavage once a day (an
increase was observed for both treatments at Day 12, which did not reach significance; Fig 2). For mice

receiving antibiotics twice a day by oral gavage, a significant increase in fungal abundance was observed
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after 7 and 12 days of treatment (x2.7+0.7 and x29.9+15.2, respectively, compared to untreated mice).
This increase is indicative of a fungal overgrowth in these particular conditions, despite the

administration of Amphotericin-B (Fig. 2).

We finally monitored the impact of antibiotic treatments on mice body weight and composition. No
significant differences in body weight was observed between control mice and mice receiving antibiotics
(either in drinking water or via oral gavage once per day) between Day 4 and Day 12. Mice receiving
antibiotics by oral gavage twice per day showed a slight and transient decrease of body weight at Day 7
(<5% decrease compared to untreated mice). In parallel, we evaluated mice body composition after 7
days of antibiotic treatment or at the end of the recovery period (Day 26). We did not observe any
significant differences in the percentage of fat or lean mass between untreated and antibiotic-treated
mice (Fig. 4). Antibiotics have thus no effect on mouse body composition after one week of antibiotic

treatment or two weeks after the stop of antibiotics in the tested conditions.

DISCUSSION

Antibiotic-mediated depletion of gut bacteria in animals constitutes an interesting alternative to germ-
free animals to study microbiota-dependent phenotypes. Indeed, experimentation on germ-free mice is
associated with several technical difficulties including the breeding in isolators, the regular monitoring
for contamination or the necessity to rederive each individual mouse strain to be studied under germ-
free conditions. In addition, germ-free animals present several developmental defects and are impaired
in the early education of the immune system [22]. Antibiotic-mediated depletion of gut bacteria is, in
contrast, inexpensive, does not require specialized equipment, can be applicable to any genotype, and
does not present developmental defects. However, this approach has also limitations including the
incomplete depletion of gut bacteria compared to germ-free animals, a possible effect of antibiotics on
eukaryotic cells and the diversity of antibiotic regimens used so far between published studies that

challenges comparison of the observed phenotypes [8].
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In order to help investigators selecting the most appropriate protocol for their studies, we provide here
experimental data on the differential impact of three modes of antibiotic administration. Of note, in our
experimental setup, mice were co-housed in a treatment-dependent manner. This co-exposure of mice
to each other during antibiotics treatment and after recovery may affect the composition of their gut
microbiota and results may differ if mice were singly-housed. Our data show that delivering antibiotics
by oral gavage only once per day results in variable fecal bacteria depletion efficiencies. Indeed, this
mode of delivery may occasionally lead to the hyperproliferation of Gammaproteobacteria, which
partially compensates the decrease in the abundance of other taxa and leads to a completely dysbiotic
microbiota. This mode of antibiotic delivery thus seems inappropriate. In contrast to this first mode of
administration, antibiotic delivery in drinking water or via oral gavage twice per day induces a strong
and consistent depletion of fecal bacteria (>20-fold decrease after 4 days of treatment). The observed
efficiencies of bacteria depletion with these two protocols are of the same order of magnitude than the
ones reported in other studies using similar protocols [8,11-13, 15,17,19]. Interestingly, no significant
difference in fecal bacteria depletion was observed between these protocols. Although the amount of
ingested antibiotics is less controlled for mice receiving antibiotics via drinking water (as it depends on
the daily water intake, which varies between animals), our result shows that it does not significantly
change gut bacteria depletion efficiency compared to two daily oral gavages. Interestingly, we did not
observe significant improvement in fecal bacteria depletion between Day 4 and Day 12 for these
protocols. In contrast, we observed an increase in fungi abundance between Day 7 and 12. This suggests
that extending antibiotic treatment beyond 7 days may not be justified as it increases the amount of
antibiotics used, the total duration of animal experimentations and the risk of fungal overgrowth. We
further show in this study that all tested modes of antibiotic administration do not impact mice body
composition after 7 days of treatment, nor gut microbiota recolonization efficiency after the removal of
antibiotics. We also observed that all protocols induce an increase in fecal moisture content between
Day 4 and Day 12, that is restored two weeks after the stop of antibiotics. This increase in fecal moisture
content is consistent with previous reports [23,24]. As intestinal transit time was shown to be increased

by antibiotic treatment in several studies [23-25], the observed increase in fecal moisture content is

91



probably linked to alterations in intestinal fluid secretions as a consequence of antibiotic-mediated

bacteria depletion [26-28].

Our results suggest that antibiotics provided in drinking water or via oral gavage twice per day constitute
equivalent protocols (for treatment periods shorter than 7 days). Other parameters should thus be
considered by investigators before selecting one of these two protocols. It has been reported that
administration of broad-spectrum antibiotics in drinking water may increase baseline morbidity and
mortality [12, 13]. In particular, the taste of some antibiotics may refrain mice from drinking the
antibiotic-containing solution, leading to dehydration and significant loss in body weight (>20% loss
after 3-6 days of treatment) [12,13]. In our protocol, we did not observe any significant changes in body
weight for mice drinking antibiotic-containing water, even after 12 days of treatment. This divergence
of results is probably due to either differences in the strains/genotypes of the animals used or to
differences in the housing environment. Thus, a preliminary study assessing the potential dislike of a
given mouse model to antibiotics in drinking water should be performed by investigators before going
on with larger studies using this protocol. The addition of sweeteners in drinking water might be an

option to mask any potential antibiotic-associated bitterness [18,29,30].

The choice of the mode of antibiotic administration should also take into account the type of
physiological parameters and phenotypes that will be evaluated during animal experiments. Animal
behavior monitoring or measuring of parameters strongly affected by animal stress, such as intestinal
permeability for example, might be difficult to assess if antibiotics are provided by daily gavages.
Indeed, this procedure may strongly modify the basal level of animal stress (by either increasing it due
to the repeated handling of animals or, in contrast, decreasing it via a “nursing” effect) and thus
confounds the interpretation of results. Administration of antibiotics via drinking water for these
particular parameters/phenotypes would then constitute the best alternative to limit interventions on

animals.
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CONCLUSIONS

Considering the current huge interest for elucidating the role of the gut microbiota in human health and
disease, the use of microbiota-depleted animal models will become more and more frequent. Selecting
the most appropriate depletion protocol will be critical for these future studies to ensure the accuracy,

reproducibility and the translation of the obtained results to humans.

ABBREVIATIONS

ATB: antibiotics

DW: drinking water

1xG/2xG:1 gavage per day/2 gavages per day

BW: body weight

PBS: Phosphate Buffered Saline

PFA: Paraformaldehyde

LB broth: Luria-Bertani broth

METHODS

Animals

Eight-weeks-old C57BI/6JRj male mice (Janvier Labs, Le-Genest-Saint-Isle, France) were housed at 23
°C (5 animals/cage) with a 12-h light-dark cycle (light phase from 7:00 am to 7:00 pm) in regular open
cages. All animals were fed with a non-sterilized standard rodent diet (3430.PM.S10, Serlab, France).
Drinking water was not sterilized. After one week of acclimatization to the animal facility, animals were
split in four groups (5 animals/group): one group had no antibiotic treatment and were gavaged twice a
day with drinking water (no ATB group), one group received antibiotics by oral gavage twice a day at
10:00 am and 5:00 pm (2xG-ATB group), one group received antibiotics by oral gavage once a day at
10:00 am (1xG-ATB group) and one group received antibiotics directly added in drinking water (DW-

ATB group). For antibiotics added directly in drinking water, the final concentrations used were: 0.01
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mg/mL Amphotericin-B (Sigma-aldrich), 1 mg/mL Ampicillin (Sigma-aldrich), 1 mg/mL Neomycin
trisulfate salt hydrate (Sigma-aldrich), 1 mg/mL Metronidazole and 0.5 mg/mL Vancomycin
hydrochloride (Sigma-aldrich) (these concentrations were based on the estimation of a daily drunk
volume of 5 mL per animal) [10]. Antibiotic-containing drinking water was renewed every day. For oral
gavages, mice received a volume of 10 pL/g body weight (BW) of drinking water supplemented with
0.1 mg/mL Amphotericin-B, 10 mg/mL Ampicillin, 10 mg/mL Neomycin trisulfate salt hydrate, 10
mg/mL Metronidazole and 5 mg/mL Vancomycin hydrochloride [13]. This solution was delivered with
a stainless steel tube without prior sedation of the mice. To prevent fungal overgrowth in the antibiotic-
treated animals, mice were pre-treated with Amphotericin-B for three days before the beginning of the
protocol [13]. As for antibiotic treatment, Amphotericin-B was either directly added in drinking water
(final concentration of 0.01 mg/mL) for the DW-ATB group, or delivered by oral gavage for 1xG-ATB
and 2xG-ATB groups (10 pL/g body weight (BW) of drinking water supplemented with 0.1 mg/mL
Amphotericin-B) [13]. Four independent animal series were performed. At the end of the study, all
animals were euthanized by an intraperitoneal injection of an overdose of ketamine (200 mg/kg BW)
and xylazine (20 mg/kg BW). Cessation of heartbeats and non-responsiveness to noxious stimulus (hind

paw pinch) were used as criteria to verify death.
Quantification of fecal bacterial density by flow cytometry

Fecal samples were weighted, resuspended in 1X PBS (in order to obtain 2% weight/volume fecal
suspensions) and mechanically homogenized by a bead-beating step (5 min of beating after addition of
2 glass beads per sample). Debris from fecal suspensions were removed by centrifugation (20 seconds
at 300xg at room temperature). Clarified fecal suspensions were further diluted 200 times in 1X PBS,
stained for 15 min with Syto™ BC (1:2,000 dilution; Molecular Probes) and fixed overnight in 1X PBS-
0.5% paraformaldehyde (PFA). In parallel, an overnight culture of E. coli grown in LB broth was
prepared. Bacteria were centrifuged at 18,000xg for 5 min at room temperature and resuspended in 1X
PBS. Several dilutions of E. coli were prepared (5.10° to 2.10* bacteria/mL) and stained for 15 min with
Syto™ BC (1:2,000 dilution). E. coli were then fixed overnight in 1X PBS-0.5% PFA. Bacterial density

of the initial E. coli culture was determined in parallel by plating and quantifying colony-forming units.
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These suspensions of stained E. coli were used in each experiment to validate the efficiency of bacterial
detection and the linearity of bacterial numeration. Calibrating beads were added to fecal and E. coli
samples to allow for absolute quantification by flow cytometry (polystyrene microspheres; Bacteria

Counting Kit, Molecular Probes).

Microbial cells numeration was performed using a LSRFortessa™ flow cytometer (Becton Dickinson),
according to previously published methods [21,31]. Excitations were performed at 488 and 561 nm,
while fluorescence intensities were collected at 530 £ 30 nm and 670 + 30 nm respectively. The FlowJo
software (TreeStar Inc.) was used to gate and separate the microbial fluorescence events from the fecal
sample background. Non-stained fecal samples and 1x PBS solution were used to define the gates.

Instrument settings and gating strategy were kept identical for all samples.

Quantification of fecal microorganisms by quantitative PCR

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) was performed on DNA samples extracted
from mice feces to monitor the level of several bacterial and fungal taxa, as described previously [32,33].
In brief, DNA from mice feces were extracted using the QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN),
including a bead-beating step (0.1 mm zirconia silica beads, BioSpec products, Bartlesville, USA) [34].
To quantify bacterial taxa, qPCR were performed using Itaq Universal SYBR Green Supermix (BioRad)
with 16S rRNA specific primers. To quantify fungi, gPCR were performed using Itag Universal Probes
Supermix (BioRad) with 18S rRNA specific primers and a FAM-labeled probe. Primer and probe
sequences are detailed in Table S1. Serial dilutions of fecal DNA were included on each plate to generate
a relative curve and to integrate primer efficiency in the calculations. For the detection of total
Eubacteria, the Cq of each sample were compared with a standard curve made by diluting genomic DNA

extracted from a pure culture of E. coli, for which cell counts were determined prior to DNA isolation.
Quantification of fecal moisture content

Fecal moisture content was determined as the percentage of fecal mass loss after lyophilization (48 hours

at 37°C).

Whole body composition
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Whole body composition was assessed on vigil animals at Day 7 and Day 26 using nuclear magnetic

resonance (EchoMRI EMR-185, Houston, Texas, USA).

Statistical analysis

Comparison of fecal bacterial density between groups at different time points during the protocol and
lean and fat masses between groups at Day 7 and 26 were performed using Kruskal-Wallis test with
Dunn’s correction. Comparison of bacterial and fungal taxa levels quantified by gPCR were performed
using one-way ANOVA with Tukey’s correction. Comparison of fecal moisture content between groups
at different time points during the protocol were performed using one-way ANOVA with Holm-Sidak’s
correction. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego,
USA). Principal components analyses were computed with MATLAB (version R2018a, The

Mathworks, Inc.; Natick, USA).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Effect of antibiotics on fecal bacterial density and fecal moisture content in mice.
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A, Flow cytometry gating strategy for quantification of bacterial densities. Acquisition plots for fecal
samples from untreated mice (no ATB; top) and mice treated with antibiotics by oral gavage twice a day
during one week (2xG-ATB; bottom) are represented. A first gate was defined based on green
fluorescence/SSC-A channels to exclude debris or background events (gate 1). A secondary gating was
performed on events from gate 1 to count bacteria and to exclude events with low green fluorescence
and high red auto-fluorescence intensities. The volume analyzed by the flow cytometer for each sample
was determined by quantifying the number of calibrating beads detected in gate 2. B, Flow cytometry-
based quantification of bacterial density in mice feces during antibiotic treatment (means + SEMs, n=12-
15; Kruskal-Wallis test with Dunn’s correction). C, Flow cytometry-based quantification of bacterial
density in mice feces during recovery from antibiotic treatment (means £ SEMs, n=9-10; Kruskal-Wallis
test with Dunn’s correction). D, Moisture content in mice feces during antibiotic treatment (values are
expressed as fold-change compared to untreated mice; means £ SEMs, n=12-15; one-way ANOVA with
Holm-Sidak’s correction). E, Moisture content in mice feces during recovery from antibiotic treatment
(values are expressed as fold-change compared to untreated mice; means £ SEMs, n=8-10; one-way
ANOVA with Holm-Sidak’s correction). Labeled plots without a common letter differ; P<0.05; *,

P<0.05 versus “no ATB” group; **, P<0.01; *** P<0.001; NS, not significant.

Figure 2: Fecal abundance of different bacterial and fungal taxa.

Relative quantification of different bacterial and fungal taxa in mouse feces after 4, 7 or 12 days of
treatment, as determined by gPCR analysis (values are expressed as fold-change of the mean abundance
in untreated mice and represented as whisker plots with minimum and maximum values, n=4-5 per
group; Labeled plots without a common letter differ; P<0.05, one-way ANOVA with Tukey’s

correction).

Figure 3: Effect of antibiotics on mouse gut microbiota composition.

Principal components analyses of mice treated or not with antibiotics during 4, 7 or 12 days, based on

the quantification of nine bacterial and fungal taxa by gPCR.

Figure 4: Effect of antibiotics on body composition in mice.
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Fat and lean masses at Day 7 and Day 26 (values are expressed as percentage of body weight; means +
SEMs, n=9-10; Labeled means without a common letter differ, P<0.05; Kruskal-Wallis test with Dunn’s

correction).

Figure S1: Comparison between flow cytometry and gPCR-based quantifications of fecal bacterial

densities.

Analysis by both flow cytometry and qPCR-based methods of 54 fecal samples collected from mice
treated or not with antibiotics during 4, 7 or 12 days. The bacterial densities measured by these two

methods are strongly correlated (Spearman’s correlation coefficient r=0.85; two-tailed P<0.0001).

Figure S2: Hyperproliferation of the Escherichia/Shigella taxon in mice receiving antibiotics by

oral gavage once per day.

A. Principal components analyses at Day 7 of mice treated or not with antibiotics, based on the
guantification of nine bacterial and fungal taxa by gPCR. Two independent experiments are represented,
which both exhibited a weak decrease in fecal bacterial density at Day 7 for mice receiving antibiotics
by oral gavage once per day. B, Relative quantification by gPCR of the Eubacteria and
Escherichia/Shigella taxa in mouse feces at Day 7 of the experiments shown in (A) (values are expressed
as fold-change of the mean abundance in untreated mice and represented as whisker plots with minimum
and maximum values, n=4-5 per group; Labeled plots without a common letter differ; P<0.05, one-way
ANOVA with Tukey’s correction). In both experiments, the weak decrease in fecal bacterial density for
mice receiving antibiotics by oral gavage once per day is correlated with an hyperproliferation of the

Escherichia/Shigella taxon.

Table S1: Primer and probe sequences.
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Supplemental Table 1 : Primer and probe sequences

T Supplemental

Taxon Forward Reverse an®  reference
Archaea GYGCASCAGKCGMGAAW TTACCGCGGCKGCTG 48,5 (1]
Eubacteria ACTCCTACGGGAGGCAGCAG ATTACCGCGGCTGCTGG 60 2]
Firmicutes ATGTGGTTTAATTCGAAGCA AGCTGACGACAACCATGCAC 51 [3]
Bacteroidetes CATGTGGTTTAATTCGATGAT AGCTGACGACAACCATGCAG 51 [3]
Betaproteobacteria GGGGAATTTTGGACAATGGG ACGCATTTCACTGCTACACG 58 [4]
Deltaproteobacteria =~ GGTGTAGGAGTGAARTCCGT TACGTGTGTAGCCCTRGRC 62 [5]
Escherichia/Shigella CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAG CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 62 [6]
Verrucomicrobia GAATTCTCGGTGTAGCA GGCATTGTAGTACGTGTGCA 59 [5]
GGRAAACTCACCAGGTCCAG GSWCTATCCCCAKCACGA
Fungi 56 [71

+ probe: TGGTGCATGGCCGTT

@ Temperature of annealing

Supplemental references
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16S ribosomal RNA gene PCR primers for classical and next-generation sequencing-based
diversity studies. Nucleic Acids Res. 2013;41(1):el; doi: 10.1093/nar/gks808.

Fierer N, Jackson JA, Vilgalys R, Jackson RB. Assessment of soil microbial community
structure by use of taxon-specific quantitative PCR assays. Appl Environ Microbiol.
2005;71(7):4117-20; doi: 10.1128/AEM.71.7.4117-4120.2005.

Queipo-Ortuno MI, Seoane LM, Murri M, Pardo M, Gomez-Zumaquero JM, Cardona F, et al.
Gut microbiota composition in male rat models under different nutritional status and physical
activity and its association with serum leptin and ghrelin levels. PLoS One. 2013;8(5):¢65465;
doi: 10.1371/journal.pone.0065465.
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PCR and effects of antibiotic treatment on the fecal microbiota. Appl Environ Microbiol.
2004;70(6):3575-81; doi: 10.1128/AEM.70.6.3575-3581.2004.
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Figure 3

PC2 (88%)

Click here to access/download;Figure;RIBET-Fig3 revised.pdf =

@® noATB © 1xG-ATB
@ DW-ATB @ 2xG-ATB

PC2 (89%)

PC2 (90%)

% Day 4
®
® [ ®
2 o 2 4 s s
PC1 (73%)
% Day 7
o °
° [ ]
[ ]
2 0 2 4 ' s
PC1 (75%)
Day 12

2 4 6
PC1 (76%)

Figure 3

108



Figure 4 Click here to access/download;Figure;RIBET-Fig4 revised.pdf &

M no ATB EDW-ATB  E1xG-ATB H2xG-ATB

154 aaaa 15

aaaa 1007 aa aa 100

aaaa

g @ 80 80
10 I’
2 ‘:7 60 60
» "]
H . g 40
£ g 2
©
5 3
0 0 0 0
Day 7 Day 26 Day7 Day 26
Figure 4

109



Article 3

Résumé : Soumis a Brain, Behavior, and Immunity

Ces derniéres années, I'étude de I'axe microbiote-intestin-cerveau a gagné en intérét dans le
cadre de I'étude des troubles du comportement alimentaire. |l a été montré une dysbiose du
microbiote intestinal chez les patients atteints d’anorexie mentale, ainsi que dans le modeéle
ABA. Le but de cette étude a été de caractériser la réponse au modele ABA a la suite d’une
déplétion du microbiote intestinal induite par antibiothérapie. Pour cela des souris C57BL/6
males et femelles agés de 7 semaines, aprés randomisation par poids et traitement
antibiotique (ATB), ont était séparés en 4 groupes : Deux groupes controle sans (CT) et avec
traitement antibiotique (CT+ATB) sans acces a la roue d’activité, nourriture ad libitum : Deux
groupes ABA sans administration d’antibiotique (ABA) et traité aux antibiotiques (ABA+ATB)
avec un acces a un roue d’activité et une restriction progressive a l'accés a la nourriture. Le
poids corporel, la prise alimentaire, ainsi que I'activité physique spontanée ont été suivi
guotidiennement. De plus, a d13 et 27 un test d’open Field ainsi qu’une évaluation de la

composition corporelle ont été réalisés (Fig. 21).

Beginning
ABA
Open Field / Open Field /
Body Body
composition composition
Antifungal Antifungal & Antibiotics
di d3 d10 di13 d15d16d17d18d19d20d21d22d23 d24d25d26d27 d28

3h* 3h* 3h* 3h* 3h* 3h* 3h* 3h* 3h*

N JLybyvvddidy

5h*
6h*

Euthanasia

Free running wheel access for ABA and ABA+ATB
+ Daily food time access for ABA and ABA+ATB

Figure 21 : Protocole expérimental de la réponse au modéle ABA a la suite d’'une déplétion du

microbiote intestinal.
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Aprés mise a mort des animaux, la perméabilité intestinale, des taux sériques de leptine,
adiponectine et corticostérone, ainsi que la réponse des neuropeptides centraux impliqués
dans la régulation de la prise alimentaire ont été réalisés. Ainsi, il a été montré chez les
animaux ATB, une augmentation de la masse grasse, paralléelement a une diminution de la
masse maigre chez les males et les femelles. De plus, le groupe ABA+ATB présentait suite au
modeéle ABA une diminution moindre du poids corporel, ce phénomeéne semblait d’autant plus
marqué chez les males. Uniquement chez les femelles, il a été observé une augmentation de
la perméabilité intestinale liée au traitement ainsi qu’au modele ABA. Parallélement, un
comportement anxieux a été observé exclusivement chez les males ABA+ATB conjointement
a une modification de I'expression de 'ARNm du CRH au niveau hypothalamique et des
récepteurs hippocampiques dopaminergiques de type 1 (DRD1) et 2 (DRD2). La présente
étude a permis de montrer que le traitement aux antibiotiques entrainant une déplétion du

microbiote intestinal, altére la réponse au modele ABA de maniére sexe dépendante.
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Abstract:

In the last decade, the role of the microbiota-gut-brain axis in eating behavior and anxiety-depressive
disorders has gained increasing attention. Although a gut microbiota dysbiosis has been reported in
anorectic patients, its pathophysiological role remains poorly understood. Thus, we aimed to
characterize the potential role of gut microbiota by evaluating the effects of its depletion in the
Activity-Based Anorexia (ABA) mouse model both in male and female mice. Male and female C57BI/6
mice were submitted (ABA group) or not (CT group) to the ABA protocol, which combines access to a
running wheel with a progressive limited food access. Gut microbiota was previously depleted or not
by a cocktail of antibiotics (ATB) delivered by oral gavages. We monitored body composition, anxiety-
like behavior, leptin and adiponectin plasma levels, hypothalamic and hippocampal neuropeptides
mMRNA levels, as well as dopamine (DRD) and serotonin (5HT1 and 4) receptors mRNA expression. In
response to the ABA model, the body weight loss was less pronounced in ATB-treated ABA compared
to untreated ABA, while food intake remained unaffected by ATB treatment. ATB-treated ABA
exhibited increased fat mass and decreased lean mass compared to untreated ABA both in male and
female mice, whereas but plasma adipokine concentrations were affected in a sex-dependent manner.
Only male ABA mice showed a reduced anticipatory physical activity in response to ATB treatment.
Similarly, anxiety-like behavior was mainly affected in ATB-treated ABA male mice compared to ATB-
treated ABA female mice, which was associated with male-specific alterations of hypothalamic CRH
mRNA and hippocampal DRD and 5-HT1A mRNA levels. In conclusion, ATB-induced gut microbiota
depletion triggers alterations of nutritional and behavioral responses to the activity-based anorexia

model in a sex-dependent manner.
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1. Introduction:

Anorexia Nervosa (AN) is an eating disorder described by the Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders fifth edition (DSM-V)(Mitchell, Cook-Myers, et Wonderlich 2005) and is the mental
illness with the highest mortality rate(Gravina et al. 2018), which makes it a major public health
problem. AN is a multifactorial disease with female predominance, the lifespan prevalence being 1.4%
for women and 0.2% for men(Galmiche et al. 2019). AN is characterized by an undernutrition (body
mass index (BMI) < 18.5 kg/m?), an intense fear of gaining weight and disturbance in body shape
perception. Psychiatric comorbidities such as anxiety and depression are frequently observed(Junne
et al. 2016). AN is a multifactorial disease with biological, psychological, environmental and social
influences(Arcelus, Witcomb, et Mitchell 2014).

Over the last decade, the role of the gut-brain axis in the regulation of eating behavior(van de Wouw
et al. 2017) and anxiety-depressive disorders(Clarke et al. 2013) has emerged. Indeed, the role of the
gut microbiota on host satiety has been highlighted(Breton, Tennoune, et al. 2016) and gut microbiota
dysbiosis (abundance and diversity) has been reported in anorectic patients(Morita et al. 2015)
(Breton, Déchelotte, et Ribet 2019). Furthermore, it has been suggested that modifications of gut
microbiota in anorectic patients are associated with BMI(Million et al. 2013) and body
composition(Morkl et al. 2017), and are not completely restored after refeeding(Mack et al. 2018).
Interestingly, preliminary studies and case reports evaluating fecal microbiota transplantation
underlined putative role of gut microbiota in the regulation of energy homeostasis during AN(de Clercq
et al. 2019)(Prochazkova et al. 2019)(Hata et al. 2019). Finally, the gut microbiota also affects mood
disorders, particularly anxiety-depressive disorders. Indeed, patients with anxiety-depressive
disorders exhibited gut microbiota dysbiosis(Winter et al. 2018) and fecal microbiota transplantation
from depressive patients to germ-free animals was associate with the occurrence of altered
behaviors(Kelly et al. 2016). In addition, Neufeld et al reported reduced anxiety-like behavior and

altered neurochemical pathways in amygdala and hippocampus in germ-free mice(Neufeld et al. 2011).
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Among animal models used to decipher the pathophysiology of eating disorders and particularly to
mimic AN, the activity-based anorexia (ABA) model is one of the most commonly used(Schalla et
Stengel 2019a). It combines a free access to a running wheel and a progressive food access limitation.
It leads to a severe body weight loss, an early physical hyperactivity, and alterations in brain structures
involved in eating behavior(Nobis et al. 2018)(Scharner et al. 2017) and anxiety disorders(Scharner et
al. 2018)-(Kinzig et Hargrave 2010). In addition, ABA mice exhibited inflammation(Belmonte et al. 2016)
and an intestinal hyperpermeability(Jésus et al. 2014). Recently, we characterized the gut microbiota
alteration occurring in ABA mice and observed similarities with the dysbiosis observed in AN
patients(Breton, Tirelle, et al. 2020). The physiological consequences of these gut microbiota
alterations during ABA remain however unknown.

Thus, we aimed to characterize the effects of gut microbiota depletion during the ABA model. As
differential responses were observed in the ABA model according to the sex(Achamrah, Nobis, et al.
2017), we included both male and female mice in our study. As gut microbiota contributes to the
intestinal immune system maturation(Hapfelmeier et al. 2010), gut microbiota depletion was achieved
by antibiotics treatments(Tirelle, Breton, Riou, et al., s. d.). We then monitored body weight, food
intake, physical activity and evaluated body composition, anxiety-like behavior, central neuropeptide

response and intestinal parameters such as intestinal permeability.

2. Material and Methods:

2.1.Animals
Animal experiment was approved by the regional ethical committed CENOMEXA (authorization N/05-
11-12/28/11-15). Experiments were carried out in accordance with current French and European
regulations. Seven weeks old male and female C57BL/6Jrj mice (Janvier Labs, Le-Genest-Saint-Isle,
France) were acclimated and housed at 23°C+2°C on reverse cycle (dark phase from 10:00 am to 10:00
pm), with water and food free-access (n=4 / cage). Animals were assigned randomly to various

experimental groups.
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2.2.Antifungal-antibiotics treatment

To deplete gut microbiota, mice received a cocktail of antifungal and antibiotics (ATB) until the end of
the experiment by oral gavages (10uL/g of body weight) twice a day (d) as previously described(Tirelle,
Breton, Riou, et al., s. d.). Briefly, from d1 to d3, only antifungal treatments were performed by
supplying 0.1mg/mL amphotericin-B (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Then, an antibiotic mixture
(Vancomycin 5 mg/mL, Neomycin 10 mg/mL, Metronidazole 10 mg/mL, Ampicillin 10 mg/mL)

completed the treatment until the end of the protocol. Untreated mice received water by gavages.

2.3.Activity-based anorexia (ABA) model

At the beginning of the ABA procedure (d10), mice were placed individually in standard cage (CT and
CT+ATB groups) or cages with an activity wheel (ABA and ABA+ATB groups). The ABA model has been
performed as previously described(Jésus et al. 2014). ABA model combines a free running wheel access
and a progressively limited food access from 6h/day to 3h/day (Supplemental Fig. S1). Food was given
at the beginning of dark phase (10:00 am). Animals had free access to water. Running wheel activity
has been continuously recorded with Activity Wheel software (Intellibio, Seichamps, France).
Moreover, food intake and body weight were daily measured. If body weight loss was higher than 20%

on 3 consecutively days, animals were euthanized in accordance with the ethical procedure.

2.4.Body composition

At d13 (before the limitation of food access) and d27 (end of the protocol), body composition was
assessed on vigil animals using Minispec LF110 (Brucker, Wissembourg, France), a fast-nuclear

magnetic resonance method (n= 8/6 for male and female).

2.5.0pen field test
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In order to assess anxiety-like behavior, Open Field tests were performed at d13 and d27 after the
feeding period (at 01:00 pm) (n= 8/6 for male and female). Data were collected with Fusion Software

(Omni-Tech Electronics, Eckington, UK).

2.6.Quantification of faecal bacterial density flow cytometry

The efficiency of gut microbiota depletion was assessed by quantifying the decrease of bacterial
density in mouse faeces using flow cytometry, as previously described(Tirelle, Breton, Riou, et al., s. d.).
Briefly, faecal suspensions were stained with Syto™ BC (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) and fixed
in 1X PBS-0.5% paraformaldehyde before being analysed by flow cytometry(Tirelle, Breton, Riou, et

al., s. d.).

2.7.Euthanasia and sample collection

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of Ketamine/Xylazine solution (40 and 1 mg/kg of
body weight, respectively). Blood was sampled by puncture in the portal vein and plasma samples were
then collected after centrifugation (3000 g; 20 min; 4°c). Brain was removed in order to isolate
hypothalamus and hippocampus. Colon was collected and immediately washed with ice-cold PBS, 1
cm-long sections were then performed and frozen in liquid nitrogen. All samples were stored at -80°C

until analysis.

2.8.Intestinal permeability assessment

Global intestinal permeability was assessed by administration of a solution of fluorescein
isothiocyanate-Dextran (FITC-Dextran 4 kDa) at 40 mg/mL by oral gavage (10 uL/g of body weight), 3
hours before euthanasia, as previously described (Ghouzali et al. 2017). Then, FITC-Dextran level was
then measured on plasma samples using a spectrofluorometer (Chameleon Lablogic, Sheffield, UK;

excitation = 485 nm; emission = 535 nm; Mikro Win 2000 Software).
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2.9.Evaluation of plasma leptin, adiponectin and corticosterone

Plasma leptin and adiponectin levels were assessed using MILLIPLEX assay (Merckmillipore, Fontenay
sous Bois, France) or enzyme-like immunosorbent assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), both
according to the manufacturer’s instructions. Plasma corticosterone levels were measured by a

Corticosterone ELISA kit (Abnova, Ann Arbor, MI, USA) according to the manufacturer’s instructions.

2.10. RNA extraction and RT-gPCR

Total hypothalamus, hippocampus and colonic RNAs were extracted by Trizol method (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) following manufacturer’s guidelines. After DNAse treatment (Promega,
Charbonniéeres-les-Bains, France), RNAs were reverse transcribed as previously reporteds. Then, gPCR
was performed using SYBRGreen technology on a Bio-Rad CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad
Laboratories, Marnes la Coquette, France). RPS18 gene was used as a housekeeping gene. Specific
primer sequences of targeted mouse genes are displayed in Table 1. The values were obtained by the

conversion of cycle threshold on concentration value by using a standard curve.

2.11. Statistical analysis

All data were analysed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Data were expressed as mean * standard error to mean. Shapiro test was used to assess
distribution parameters. Data were analysed by repeated two-way ANOVA (time x group) or two-way
ANOVA (ABA x ATB) followed by Bonferroni posthoc tests, as appropriate. Results were considered

significant when p-value was lower than 0.05.

3. Results:

3.1.Impact of gut microbiota depletion during activity-based anorexia in male mice.

In order to control the efficiency of the ATB-mediated gut microbiota depletion, we compared

bacteria abundance in faeces obtained before and after 15 days of ATB treatment. We observed a
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strong decrease in faecal bacterial density at day 15 (98% of depletion, Fig. 1), indicating that the gut

microbiota is efficiently depleted before starting the ABA procedure.

Before the limitation of food access (from d1 to d13), gut microbiota depletion was not
associated with modification of body weight, whatever mice had access or not to a running wheel
(Supplemental Fig. S2A). Mice with access to an activity wheel exhibited a decreased fat mass
(Supplemental Fig. S1B). Furthermore, ATB treatment induced an increase of fat mass (Supplemental
Fig. S2B) and a decrease of lean mass (Supplemental Fig. S2C). We also evaluated mice behavior and
did not observe major effects of ATB treatment (Supplemental Fig. S2D-I), which was only associated

with a reduction of the distance travelled at the centre of open-field system (Supplemental Fig. S2E).

Then, we started to decrease food access and followed-up mice until day 28. In CT mice, ATB
treatment affected neither food intake nor body weight until day 28. As previously reported (Jésus et
al. 2014), ABA mice exhibited a decrease of food intake (data not shown), which is associated to a
marked decrease of body weight at day 28 (15.2% compared to day 16, Fig. 2A, B). Interestingly, the
body weight loss was less pronounced in ATB-treated ABA mice (10% compared to day 16) compared
to untreated ABA mice (Fig. 2A, B), while food intake remained unchanged (data not shown). In
response to ABA model, mice exhibited a modification of body composition with a reduction of both
fat (-27%) and lean masses (-20%, Fig. 2C, D). Accordingly, plasma leptin markedly decreased in ABA
mice (Fig. 3A), while adiponectin remained unaffected (Fig. 3B). In ATB-treated mice, we observed
higher fat mass and lower lean mass, as already observed before the limitation of food access, both in
CT and ABA. Indeed, ATB-treated CT mice showed an increase of fat mass of approximately 60% and a
decrease of lean mass of 15% compared to untreated CT mice, whereas ATB-treated ABA mice
exhibited an increase of 79% in fat mass and a decrease of 16% in lean mass compared to untreated
ABA mice (Fig. 2C, D). ATB did not affect plasma leptin neither in CT nor in ABA mice (Fig. 3A), but
increased plasma adiponectin level (ANOVA p (ATB) < 0.05, Fig 3B). In accordance with the absence of

modification in food intake in ATB-treated ABA mice, hypothalamic NPY and POMC mRNA levels were
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not modified by ATB treatment in ABA mice (Fig. 4 A, B). Nevertheless, the increase of anticipatory
physical activity was less pronounced in ATB-treated ABA mice compared to untreated ABA mice (Fig.

2E).

As we and others previously reported that intestinal permeability is affected either during ABA
model(Jésus et al. 2014) or in response to ATB treatment(Feng et al. 2019), we measured intestinal
permeability in our model. We observed that intestinal permeability was not significantly modified in

male mice in our tested conditions (Fig. 3C).

We then focused on anxious behavior that was assessed at day 27. ABA mice exhibited altered
behavior compared to CT mice: the distances travelled by mice at the center and at the periphery of
the open field area were decreased while the time spent in these two areas remained unchanged.
Consequently, the ratio distance / time decreased both at the center and at the periphery (Fig. 5 A-E).
In addition, immobility time was increased in ABA mice compared to CT mice (Fig. 5G). ATB-induced
gut microbiota depletion was associated with a more pronounced decrease of the travelled distance
and of the ratio distance / time at the periphery in ABA mice compared to untreated ABA mice (Fig.
5E, F). A similar trend was observed at the center but difference did not reach significance (Fig. 5B).
Interestingly, this effect was not observed in ATB-treated CT mice. In addition, ATB-treated ABA mice
exhibited a reduced vertical activity compared to other groups (Fig. 5H). Plasma corticosterone
remained unchanged (data not shown), while the increase of hypothalamic CRH mRNA observed in
untreated ABA mice was totally blunted by ATB treatment (Fig. 51). Hypothalamic TNFo and TLR4
MRNA levels were not modified (data not shown). In the hippocampus, we evaluated dopaminergic
and serotoninergic systems by assessing dopamine and serotonin receptors. For DRD1, DRD2 and 5-
HT1A (Htrla gene), the ANOVA p-value for interaction was significant while there was no difference
for 5-HT4 (Htr4 gene, Fig. 6A-D). Our data suggest that ATB treatment blunted the increase of DRD1
and DRD2 mRNA in ABA mice compared to CT (Fig. 6A, B). A similar pattern was also observed for TNFa

MRNA (Fig. 6E) By contrast, 5-HT1A mRNA level was only decreased in ATB-treated ABA mice compared
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to ATB-treated CT mice but not in untreated ABA mice (Fig. 6C). Finally, BDNF mRNA levels remained

unchanged (Fig. 6F).

3.2.Impact of gut microbiota depletion during activity-based anorexia in female mice.

AS the prevalence of anorexia nervosa is higher in females than in males (Steinhausen et Jensen 2015)
and as mice exhibit sex-dependent differential responses to the ABA model (Achamrah, Nobis, et al.

2017), we thus decided to perform similar experiments in female mice.

As observed in males, ATB treatment led to a marked depletion of bacteria in mouse faeces
(95% of depletion, Supplemental Fig. S3) with no impact on body weight but an increase of fat mass
and a reduction of lean mass (Supplemental Fig. S4A-C). ATB treatment did not markedly affect female
behavior, as we only observed a decrease of the time spent at the center of the open field area without

any difference for the other measured parameters (Supplemental Fig. S4D-l).

After the beginning of the food access limitation, ABA female mice exhibited a body weight
loss until day 22 (-21.7% vs day 16), but then partially recovered at day 28 (-11.1% vs day 16, Fig. 7A),
as previously reported (Nobis et al. 2018). ATB-treated ABA mice exhibited a limitation of the body
weight loss until day 22 compared to untreated ABA mice (-12.1% vs day 16, p<0.05, Fig. 7A). However,
at day 28, body weight change was not different between ATB-treated and untreated ABA female mice
(Fig. 7B). As observed in male mice, ATB affected body composition with an increase of fat mass and a
decrease of lean mass in female mice submitted to the ABA model (Fig. 7C, D). However, plasma leptin
and adiponectin concentrations were lower in ATB-treated ABA mice compared to untreated ABA mice
(Fig. 8A, B). Food intake was reduced in ABA mice compared to CT mice, but was not affected by ATB
treatment (data not shown) that was in agreement with the observed hypothalamic mRNA levels for
NPY and POMC (Supplemental Fig. S5). In contrast to male mice, ATB-treated ABA female mice
developed a similar anticipatory physical activity compared to untreated ABA mice (Fig. 7E). We did
not observe any major effects of ATB treatment on female behavior at the end of the ABA protocol.

Indeed, although ABA protocol induced a decrease of the distance travelled at the periphery of the
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open field area, an increase of immobility time and a decrease of vertical activity, ATB-treated ABA
female mice did not exhibit exacerbated or blunted behavior compared to untreated ABA mice (Fig. 9
A-G). Accordingly, ATB treatment affected neither plasma corticosterone (data not shown) nor
hypothalamic CRH mRNA expression (Fig. 91) nor hippocampal dopaminergic and serotoninergic
receptors mRNA levels (Supplemental Fig. S6). Finally, ATB-treated ABA female showed a marked
increase of intestinal permeability compared to untreated ABA mice and ATB-treated CT mice (Fig. 8C)

that was not observed in male mice.

4. Discussion:

Recent data suggest that the gut microbiota contributes to the pathophysiology of eating disorders
and particularly of AN(Breton, Déchelotte, et Ribet 2019). Gut dysbiosis has been described in AN
patients before and after refeeding(Ruusunen et al. 2019). These data have also been observed in ABA
model both in rats(Queipo-Ortufio et al. 2013) and mice(Breton, Tirelle, et al. 2020). Indeed, in a recent
study, we characterized the gut microbiota alterations occurring in ABA mice(Breton, Tirelle, et al.
2020) and observed similarities with the dysbiosis reported in AN patients, thereby reinforcing the
relevance of the ABA model to study AN pathophysiology and consequences. We thus aimed to
evaluate the contribution of gut microbiota in the ABA model, by monitoring the consequences of
antibiotics-induced depletion. We report that antibiotics-induced gut microbiota depletion induces a
similar modification of body composition in female and male mice, is associated with a limitation of
body weight loss in the activity-based anorexia model in both sexes, but triggers a sex-dependent

alteration of anxiety-like behavior.

Before the progressively time-limited food access, voluntary activity induced a sex-dependent

modification in body composition of untreated mice. In contrast, antibiotics-induced gut microbiota

122



depletion similarly induced an increase of adiposity and a reduction of lean mass in both sexes. Of
note, body weight remained unaffected by antibiotics in accordance with previous data showing that
different antibiotics cocktails, did not affect body weight both in female(Cho et al. 2012) and
male(Manickam et al. 2018)' (Ceylani et al. 2018) mice and Siberian hamsters(Sylvia et al. 2017).

By contrast, after the beginning of the food access limitation, mice with depleted microbiota
exhibit a less pronounced body weight loss compared to untreated mice. This effect was observed in
both female and male mice, even if it seems to be more pronounced in males. As observed before the
limited food access, antibiotics treatment was associated with an increase of fat mass and a decrease
of lean mass in response to the ABA mocel whatever the sex. To our knowledge, our study shows for
the first time that gut microbiota depletion induced by antibiotics limits body weight loss during ABA
model in both female and male mice. Contradictory data have been shown in germ-free mice that are
less able to survive to starvation(« Survival of Starvation by Germfree Mice » 1968). In the present
study, we did not observe modification of food intake between untreated and antibiotics-treated mice,
also during ABA model.

Concerning body composition, antibiotics treatment was associated with a reduction of muscle
mass in male mice(Manickam et al. 2018). Similar data have been observed in germ-free male
mice(Lahiri et al. 2019). However, in those studies, the authors did not report on the amount of fat
mass. By contrast, in female mice, antibiotics in early life did not affect lean mass but increased
adiposity(Cho et al. 2012). However, to our knowledge, the comparison of the effects of gut microbiota
depletion on body composition between female and male mice remain until now undocumented. In
Siberian hamsters, Sylvia et al studied the sex-specific modulation of microbiota in body weight, but
did not assess body composition(Sylvia et al. 2017). As previously reported(Achamrah, Nobis, et al.
2017), female and male mice exhibit different responses during ABA model. Indeed, in females, body
weight loss was maximal at day 22, and then mice recovered that contributes to hide the differences
between antibiotics-treated and untreated mice, and may explain the increased adiposity in female

ABA mice compared to controls. By contrast, in males, the body weight loss persists until the end of
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protocol. In the present study, we thus demonstrated that antibiotics treatment increased adiposity

and reduced lean mass in young adult mice in a sex-independent manner.

Anxiety and depression are frequent comorbidities during anorexia nervosa(Lian et al. 2017)
(Swinbourne et Touyz 2007) and the role of microbiota-gut-brain axis in these comorbidities has been
suggested(Cryan et al. 2019). Interestingly, mice receiving the transplantation of gut microbiota from
patients with anxiety exhibit anxious behavior(De Palma et al. 2017), suggesting that the microbiota
can be involved in psychiatric comorbidities in anorectic patients. In our study, before the limitation of
food access, antibiotics treatment was not associated with major modification of behavior of female
and male mice placed in standard cages or in cages equipped with an activity wheel. We only observed
a decrease of the distance travelled at the center of the open field area in male mice. At the end of
ABA model, only male mice showed an altered behavior in response to antibiotics treatment. Indeed,
the distance travelled at the periphery of the open field area was reduced in antibiotics-treated male
mice. We observed a statistical antibiotics effect (2-way ANOVA) suggesting an increased immobility
time, which is in consistent with the observed decrease of vertical activity. Along the same line,
anticipatory physical activity was reduced in antibiotics-treated male mice compared to untreated
mice. Finally, antibiotics treatment completely blunted the increase of hypothalamic CRH mRNA
expression in response to ABA model. These alterations were not all present in female mice. Previous
data focusing on broad-spectrum antibiotics showed that long-term exposure to ceftriaxone reduced
both anxiety and aggressive behavior in male BALB/c mice(Z. Zhao et al. 2020). By contrast, ampicillin
administration increased anxiety and immobility in male BALB/c mice(Ceylani et al. 2018). In Siberian
hamsters, aggressive behavior was reduced by enrofloxacin in both females and males but only male
animals restored it to control level after stopping treatment(Sylvia et al. 2017). In humans, antibiotics
exposure led in contrast to an increased risk to develop anxiety-like behaviors(Lurie et al. 2015). These
behavioral changes were associated with gut microbiota alterations(Sylvia et al. 2017) (Z. Zhao et al.

2020) (Ceylani et al. 2018). Interestingly, anxiety-like behavior has also been studied in germ-free
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animals. The absence of microbiota was associated with an anxiolytic behavior both in female(Neufeld
et al. 2011) and male®® germ-free mice. To our knowledge, we showed here for the first time that gut
microbiota depletion induced by antibiotics alters the behavioral response to ABA model but only in
male mice. Previous data reported gut microbiota dysbiosis in response to ABA(Queipo-Ortuiio et al.
2013) (Breton, Tirelle, et al. 2020), but it is interesting to note that these data have only been obtained
in males. It may be interesting to further compare gut microbiota alterations between male and female
mice in response to ABA model. The underlying mechanisms or microbiota metabolites involved in the
microbiota-gut-brain axis remain to be studied during the ABA model. Faecal and plasma metabolome
has recently been described in response to the ABA model, but only in female mice(Breton et al. 2019).
We can speculate that several metabolites such as short-chain fatty acids, indole or ClpB could be
involved(Collins, Surette, et Bercik 2012). Indeed, it was recently reported that in response to a chronic
stress, indole increased emotional responses(Mir et al. 2020) and that the bacterial ClpB protein, a
mimetic of aMSH neuropeptide, contributed to the response to the ABA model(Dominique et al.
2019). To better understand the central regulation of behavior in our conditions, we studied
dopaminergic and serotoninergic systems in the hippocampus by evaluating mRNA levels of their
receptors, as well as TNFo. and BDNF. Again, we only observed a response to antibiotics treatment
during ABA model in male mice. Indeed, for DRD1, DRD2, 5HT1R and TNFa, a statistical interaction
between ABA and antibiotics (2-way ANOVA) was observed. ABA-induced increases of DRD1, DRD2
and TNFo were blunted by antibiotics. The role of these alterations in the behavioral changes during
ABA model remains to be further studied. In female mice, antibiotics did not affect these parameters
in response to ABA model. The role of sex hormones that were able to affect bacterial ClpB protein
levels or other bacterial metoabolites in response to host starvation(Breton, Jacquemot, et al. 2020)

should be deciphered.

In conclusion, we report here for the first time that antibiotics-induced gut microbiota depletion

limits body weight loss and modifies body composition in response to the ABA model, in a similar
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manner in female and male mice. By contrast, gut microbiota depletion affects behavioral responses

to the ABA model only in male mice. Further studies should be done to better understand the

underlying mechanisms.
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Table 1: Primer sequences for qPCR

Gene Forward primer Reverse primer
RPS18 TGCGAGTACTCAACACCAACA TTCCTCAACACCACATGAGC
NPY CTGCGACACTACATCAATCT CTTCAAGCCTTGTTCTGG
POMC CCTCCTGCTTCAGACCTCCA GGCTGTTCATCTCCGTTGC
CRH AGAAGAGAGCGCCCCTAAC ATCAGAACCGGCTGAGGTTG
DRD1 GTAGCCATTATGATCGTCAC GATCACAGACAGTGTCTTCAG
DRD2 CTGGAGAGGCAGAACTGGA TAGACGACCCAGGGCATAAC
HTR1a TACGTGAACAAGAGGACGCC AAAGCGCCGAAAGTGGAGTA
HTR4 GGGTTCTGCGCTAAAGGTGG GCTCCTGGGGTTCTGATCTC
TNFo TGTCTACTCCTCAGAGCCCC TGAGTCCTTGATGGTGGTGC
BDNF TGTGACAGTATTAGCGAGTGGG TACGATTGGGTAGTTCGGCATT
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Figure legends

Figure 1: Faecal bacteria depletion induced by antibiotics in male mice.
Qquantification of bacterial density in mouse faeces at day 0 (d0) and day 15 (d15) in ATB-treated
control (CT, open bars) and ATB-treated ABA (blue bars) male mice. Exact p-values are displayed in

Supplemental table 1. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: ***, p<0.001 vs day O.

Figure 2: Body weight changes, body composition and anticipatory activity in male mice.

Body weight changes from day 16 to day 28 (A.), in control (CT, closed circles), ATB-treated CT (open
circles), and in ABA (closed triangles) and ATB-treated ABA (open triangles) male mice. Body weight
changes at day 28 (B.), fat mass (C.), lean mass (D.) and anticipatory activity (E.). Column bar graphs
show CT and ATB-treated CT male mice (open bars) and ABA and ATB-treated ABA male mice (blue
bars). In each panel, the boxed text represents the results of the 2-way ANOVA (n=6-8/per group for
body composition and n=13-16/per group for anticipatory activity). The p-value of the underlined and
bold factor is lower than 0.05. Exact p-values are displayed in Supplemental table 1. Results of
Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT or ATB-treated CT, ¥, p<0.05 vs untreated (no ATB)

mice and *, p<0.05 vs day 5.

Figure 3: Plasma leptin, adiponectin and FITC-dextran concentrations in male mice. Plasma Leptin
(A.), adiponectin (B.) and FITC-dextran 4kDa (C.) levels measured at day 28 in control (CT) and ATB-
treated CT male mice (open bars) and in ABA and ATB-treated ABA male mice (blue bars). In each panel,
the boxed text represents the results of the 2-way ANOVA (n=13-16/per group for leptin and
adiponectin n=6-8/group for FITC-dextran). The p-value of the underlined and bold factor is lower than
0.05. Exact p values are displayed in Supplemental table 1. Results of Bonferroni posthoc tests are

shown: *, p<0.05 vs CT or ATB-treated CT mice.

Figure 4: Hypothalamic pro-opiomelanocortin (POMC) and neuropeptide Y (NPY) mRNA expression
in male mice.

NPY (A.) and POMC (B.) mRNA expression at day 28 in control (CT) and ATB-treated CT (open bars) and
in ABA and ATB-treated ABA (blue bars). In each panel, the boxed text represents the results of the 2-
way ANOVA (n=13-16/per group). The p-value of the underlined and bold factor is lower than 0.05.
Exact p-values are displayed in Supplemental table 1. Results of Bonferroni posthoc tests are shown:

* p<0.05 CT vs ABA, #, p<0.05 ATB-treated CT vs ATB-treated ABA mice.
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Figure 5: Results of Open field test and quantification of hypothalamic cortico-releasing hormone
(CRH) mRNA levels in male mice.

Time (A.) travelled distance (B.), and travelled distance over time ratio (C.) at the center of the open
field area measured at day 27 in control (CT) and ATB-treated CT (open bars) and in ABA and ATB-
treated ABA (blue bars) male mice. Time (D.) travelled distance (E.) and travelled distance over time
ratio (F.) at the periphery of the open field area measured at day 27. Immobility time (G.) and vertical
activity (H.) measured during the open filed test at day 27. Quantification of hypothalamic CRH (I.)
MRNA expression at day 28 in male mice. In each panel, the boxed text represents the results of the 2-
way ANOVA (n=6-8/per group for open field test and n=13-16/per group for CRH quantification). The
p-value of the underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact p values are displayed in
Supplemental table 1. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT or ATB-treated

CT, #, p<0.05 vs untreated (no ATB) mice.

Figure 6: Hippocampal dopaminergic receptor 1 (DRD1) and 2 (DRD2), serotoninergic receptor 1 (5-
HT1A) and 4 (5-HT4), tumor necrosis factors a (TNFa) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
mRNA expression in male mice.

DRD1 (A.) DRD2 (B.) 5-HT1A (C.) 5-HT4 (D.) TNFa (E.) and BDNF (F.) mRNA expression at day 28 in
control (CT) and ATB-treated CT (open bars) and in ABA and ATB-treated ABA (blue bars) male mice. In
each panel, the boxed text represents the results of the 2-way ANOVA (n=13-16/per group). The p-
value of the underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact p-values are displayed in Supplemental
table 1. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 CT vs ABA, #, p<0.05 ATB-treated CT
vs ATB-treated ABA mice.

Figure 7: Body weight changes, body composition and anticipatory activity in female mice.

Body weight changes from day 16 to day 28 (A.), in control (CT, closed circles), ATB-treated CT (open
circles), ABA (closed triangles) and in ATB-treated ABA (open triangles) female mice. Body weight
changes (B.) at day 27, fat mass (C.), lean mass (D.) and anticipatory activity (E.). Column bar graphs
show CT and ATB-treated CT female mice (open bars) and ABA and ATB-treated ABA female mice (red
bars). In each panel, the boxed text represents the results of the 2-way ANOVA (n=6-8/per group). The
p-value of the underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact p-values are displayed in
Supplemental table 1. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT or ATB-treated

CT, #, p<0.05 vs untreated (no ATB) mice and °, p<0.05 vs day 5.

Figure 8: Plasma leptin, adiponectin and FITC-dextran concentrations in female mice.
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Plasma Leptin (A.), adiponectin (B.) and FITC-dextran 4kDa (C.) levels measured at day 28 in control
(CT) and ATB-treated CT female mice (open bars) and in ABA and ATB-treated ABA female mice (red
bars). In each panel, the boxed text represents the results of the 2-way ANOVA (n=6-8/per group). The
p-value of the underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact p-values are displayed in
Supplemental table 1. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT or ATB-treated

CT, #, p<0.05 vs untreated (no ATB) mice.

Figure 9: Results of Open field test and hypothalamic cortico-releasing hormone (CRH) mRNA
expression in female mice.

Time (A.) travelled distance (B.), and travelled distance over time ratio (C.) at the center of the open
field area measured at day 27 in control (CT) and ATB-treated CT (open bars) and in ABA and ATB-
treated ABA (blue bars) female mice. Time (D.) travelled distance (E.) and travelled distance over time
ratio (F.) at the periphery of the open field area measured at day 27. Immobility time (G.) and vertical
activity (H.) measured during the open filed test at day 27. Quantification of hypothalamic CRH (I.)
MRNA expression at day 28 in female mice. In each panel, the boxed text represents the results of the
2-way ANOVA (n=6-8/per group for open field test and for CRH quantification). The p-value of the
underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact p-values are displayed in Supplemental table 1.

Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT or ATB-treated CT.
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Supplemental Figure S2: Body weight changes, body composition and results of open field test before
the limitation of food access in male mice.

Body weight changes (A.) at day 16 vs day 1, fat mass (B.) and lean mass (C.) measured at day 13, time
(D.), travelled distance (E.) and travelled distance over time ratio (F.) at the center of the open field
area measured at day 13 in control (CT) and ATB-treated CT (open bars) and in ABA and ATB-treated
ABA (blue bars) male mice. Time (G.), travelled distance (H.) and travelled distance over time ratio (l.)
at the periphery of the open filed area measured at day 13. In each panel, the boxed text represents
the results of the 2-way ANOVA (n=6-8/per group for body composition and n=13-16/per group for
body weight). The p-value of the underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact p-values are
displayed in Supplemental table 2. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT or
ATB-treated CT, ¥, p<0.05 vs untreated (no ATB) mice.
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Quantification of bacterial density in mouse faeces at day 10 in untreated (open circles) and ATB-
treated (closed circles) female mice. ***, p<0.001.
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Supplemental Figure S4: Body weight changes, body composition and results of open field test before
the limitation of food access in female mice.

Body weight changes (A.) at day 16 vs day 1, fat mass (B.) and lean mass (C.) at day 13. Time (D.),
travelled distance (E.) and travelled distance over time ratio (F.) at the centre of the open field area
measured at day 13 in control (CT) and ATB-treated CT (open bars) and in ABA and ATB-treated ABA
(red bars) female mice. Time (G.), travelled distance (H.) and travelled distance over time ratio (I.) at
the periphery of the open filed test area. In each panel, the boxed text represents the results of the 2-
way ANOVA (n=6-8/per group). The p-value of the underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact
p-values are displayed in Supplemental table 2. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *,
p<0.05 vs CT or ATB-treated CT
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Supplemental Figure S5: Hypothalamic pro-opiomelanocortin (POMC) and neuropeptide Y (NPY)
mRNA expression in female mice.

Quantification of NPY (A.) and POMC (B.) mRNA expression at day 28 in control (CT) and ATB-treated
CT (open bars) and in ABA and ATB-treated ABA (red bars) female mice. In each panel, the boxed text
represents the results of the 2-way ANOVA (n=13-16/per group). The p-value of the underlined and
bold factor is lower than 0.05. Exact p-values are displayed in Supplemental table 1. Results of
Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 CT vs ABA.
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Supplemental Figure S6: Hippocampal dopaminergic receptor 1 (DRD1) and 2 (DRD2), serotoninergic
receptor 1 (5-HT1A) and 4 (5-HT4) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) mRNA expression
in female mice.

DRD1 (A.) DRD2 (B.) 5-HT1A (C.) 5-HT4 (D.) and BDNF (E.) mRNA expression at day 28 in control (CT)
and ATB-treated CT (open bars) and in ABA and ATB-treated ABA (red bars) female mice. In each panel,
the boxed text represents the results of the 2-way ANOVA (n=6-8/per group). The p-value of the
underlined and bold factor is lower than 0.05. Exact p values are displayed in Supplemental table 1.
Results of Bonferroni posthoc tests are shown: #, p<0.05 ATB-treated CT vs ATB-treated ABA mice.
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Supplemental Table S1: Exact p values for two-way ANOVA

Figure Exact p-values for two-way ANOVA

For male mice

Feacel eubacteria quantification Fig. 1 p(Time)=0.0021 p(Group)=0.9729 p(Int)=0.9984
Body weight change (%) from d16 to d28  Fig. 2A  p(Time)<0.0001 p(Group)<0.0001 p(Int)<0.0001
Z;g’; :"jﬂht change (%) Fig.28  p(ATB)=0.0035  p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.3416
Fat mass (g) d26 Fig. 2C p(ATB)<0.0001 p(ABA)=0.0004 p(Int)=0.6104
Lean mass (g) d26 Fig. 2D p(ATB)<0.0001 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.7228
Anticipatory activity Fig. 2E p(Time)<0.0001 p(Group)=0.2800 p(Int)=0.0412
Plasma leptin level Fig. 3A p(ATB)=0.4361 p(ABA)=0.0016 p(Int)=0.4449
Plasma adiponectin level Fig. 3B p(ATB)=0.024 p(ABA)=0.1467 p(Int)=0.8098
Plasma FTIC level Fig. 3C p(ATB)=0.4119 p(ABA)=0.7122 p(Int)=0.2822
NPY mRNA expression Fig. 4A p(ATB)=0.5431 p(ABA)=0.1647 p(Int)=0.8777
POMC mRAN expression Fig. 4B p(ATB)=0.1473 p(ABA)=0.0115 p(Int)=0.2338
OF : Time at the center d27 Fig. 5A p(ATB)=0.1855 p(ABA)=0.9325 p(Int)=0.5840
OF : Distance at the center d27 Fig. 5B p(ATB)=0.0176 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.6070
OF : Distance /time at the center d27 Fig. 5C p(ATB)=0.3003 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.5385
OF : Time at the periphery d27 Fig. 5D p(ATB)=0.1855 p(ABA)=0.9325 p(Int)=0.5840
OF : Distance at the periphery d27 Fig. S5E p(ATB)=0.0176 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.6070
OF : Distance /time at the periphery d27 Fig. S5F p(ATB)=0.0144 p(ABA)=0.0003 p(Int)=0.1678
Immobility time Fig.5G  p(ATB)=0.0283 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.2785
Vertical activity Fig. 5H p(ATB)=0.1258 p(ABA)=0.0070 p(Int)=0.1429
CRH mRNA expression Fig. 51 p(ATB)=0.0500 p(ABA)=0.1157 p(Int)=0.1303
DRD1 mRNA expression Fig. 6A p(ATB)=0.8881 p(ABA)=0.3233 p(Int)=0.0333
DRD2 mRNA expression Fig. 6B p(ATB)=0.8929 p(ABA)=0.3655 p(Int)=0.0368
5-HT1A mRNA expression Fig. 6C p(ATB)=0.8404 p(ABA)=0.1662 p(Int)=0.0545
5-HT4 mRNA expression Fig. 6D p(ATB)=0.5554 p(ABA)=0.3749 p(Int)=0.1221
TNFa mRNA expression Fig. 6E p(ATB)=0.8848 p(ABA)=0.3259 p(Int)=0.0336
BDNF mRNA expression Fig. 6F p(ATB)=0.9132 p(ABA)=0.4532 p(Int)=0.1135
Body weight change (%) until d16 Fig S2A  p(ATB)=0.5257 p(ABA)=0.4238 p(Int)=0.3967
Fat mass (g) d13 FigS2B  p(ATB)<0.0001 p(ABA)=0.0968 p(int)=0.0154
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Supplemental Table S1 (continued)

Figure Exact p-values for two-way ANOVA
For male mice
OF : Time at the center d13 FigS2D  p(ATB)=0.4455 p(ABA)=0.0251 p(Int)=0.7721
OF : Distance at the center d13 Fig S2E p(ATB)=0.0225 p(ABA)=0.6952 p(Int)=0.4271
OF : Distance /time at the center d13 Fig S2F  p(ATB)=0.0679 p(ABA)=0.0255 p(Int)=0.5958
OF : Time at the periphery d13 FigS2G  p(ATB)=0.2583 p(ABA)=0.1052 p(Int)=0.3273
OF : Distance at the periphery d13 Fig S2H  p(ATB)=0.4367 p(ABA)=0.0135 p(Int)=0.3096
OF : Distance /time at the periphery d13 Fig S21 p(ATB)=0.2848 p(ABA)=0.0871 p(Int)=0.2373
For female mice
Body weight change (%) from d16 to d28  Fig. 7B p(ATB)=0.9052 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.2821
Fat mass (g) d26 Fig.7C  p(ATB)<0.0001 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.1206
Lean mass (g) d26 Fig. 7D p(ATB)<0.0001 p(ABA)<0.0001 p(Int)=0.1698
Anticipatory activity Fig. 7E p(Time)=0.0109 p(Group)<0.0001 p(Int)<0.0001
Plasma leptin level Fig. 8A p(ATB)=0.0187 p(ABA)=0.1536 p(Int)=0.049
Plasma adiponectin level Fig. 8B p(ATB)=0.6118 p(ABA)=0.124 p(Int)=0.045
Plasma FTIC level Fig. 8C p(ATB)=0.0509 p(ABA)=0.0239 p(Int)=0.0293
OF : Time at the center d27 Fig. 9A p(ATB)=0.1835 p(ABA)=0.725 p(Int)=0.3351
OF : Distance at the center d27 Fig. 9B p(ATB)=0.5196 p(ABA)=0.1592 p(Int)=0.2207
OF : Distance /time at the center d27 Fig. 9C p(ATB)=0.0067 p(ABA)=0.3268 p(Int)=0.9947
OF : Time at the periphery d27 Fig. 9D p(ATB)=0.1835 p(ABA)=0.7249 p(Int)=0.335
OF : Time at the periphery d27 Fig. 9E p(ATB)=0.3812 p(ABA)=0.0087 p(Int)=0.2505
OF : Distance /time at the periphery d27 Fig. 9F p(ATB)=0.4888 p(ABA)=0.0091 p(Int)=0.2290
Immobility time Fig. 9G p(ATB)=0.5548 p(ABA)=0.0004 p(Int)=0.8021
Vertical activity Fig. 9H p(ATB)=0.5008 p(ABA)=0.0048 p(Int)=0.6324
CRH mRNA expression Fig.9l p(ATB)=0.3886 p(ABA)=0.6749 p(Int)=0.4602
Body weight change (%) until d16 Fig S4A  p(ATB)=0.2646 p(ABA)=0.0921 p(Int)=0.5367
Fat mass (g) d13 Fig S4B  p(ATB)<0.0001 p(ABA)=0.0423 p(Int)=0.0131
Lean mass (g) d13 FigS4C  p(ATB)<0.0001 p(ABA)=0.1974 p(Int)=0.3758
OF : Time at the center d13 FigS4D  p(ATB)=0.0084 p(ABA)=0.3903 p(Int)=0.1388
OF : Distance at the center d13 Fig S4AE  p(ATB)=0.2308 p(ABA)=0.6649 p(Int)=0.1247
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Supplemental Table S1 (continued)

Figure Exact p-values for two-way ANOVA

For female mice

OF : Distance /time at the center d13 Fig S4F  p(ATB)=0.0755 p(ABA)=0.2562 p(Int)=0.7695
OF : Time at the periphery d13 FigS4G  p(ATB)=0.0084 p(ABA)=0.3903 p(Int)=0.1388
OF : Distance at the periphery d13 Fig S4H  p(ATB)=0.9550 p(ABA)=0.0345 p(Int)=0.5922
OF : Distance /time at the periphery d13 Fig S41 p(ATB)=0.7593 p(ABA)=0.0389 p(Int)=0.7227
NPY mRNA expression Fig SSA  p(ATB)=0.3374 p(ABA)=0.0062 p(Int)=0.7606
POMC mRAN expression Fig S5B  p(ATB)=0.6249 p(ABA)=0.1004 p(Int)=0.1349
DRD1 mRNA expression Fig S6A  p(ATB)=0.0165 p(ABA)=0.2761 p(Int)=0.1754
DRD2 mRNA expression Fig S6B  p(ATB)=0.0105 p(ABA)=0.3217 p(Int)=0.1403
5-HT1A mRNA expression FigS6C  p(ATB)=0.9406 p(ABA)=0.6714 p(Int)=0.2305
5-HT4 mRNA expression FigS6D  p(ATB)=0.2555 p(ABA)=0.2554 p(Int)=0.6633
BDNF mRNA expression Fig S6F  p(ATB)=0.1677 p(ABA)=0.4223 p(Int)=0.519
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Article 4

Résumé : En cours de finalisation

Le microbiote intestinal semble jouer un réle dans la réponse au modele ABA, comme souligné
dans notre étude précédente. Afin, d’explorer la voie impliquée dans cette réponse nous
avons choisi de cibler la voie du Toll like récepteur de type 4 (TLR4), récepteur endogene du
lipopolysaccharide (LPS). Le LPS est un composant de la membrane externe des bactéries a
Gram négatif. Son administration chez des souris contrdles provoque un comportement
anxieux (comorbidité fréquemment retrouvé dans I’AN), une diminution de la prise
alimentaire et du gain de poids. Dans cette perspective, une récente étude du laboratoire a
été menée afin de déterminer le r6le du TLR4 au cours du modele ABA. Ainsi, il a été montré
gue les animaux soumis au modele ABA présentaient une augmentation au niveau colique de
I’expression protéique et de 'ARNm du TLR4. De plus, les animaux ne possédant pas ce
récepteur, présentaient une trés forte mortalité au cours du modeéle ABA. L’'objectif de cette
étude a été de caractériser I'impact durant le modéle ABA de I'absence du TLR4, uniquement
au niveau des cellules épithéliales intestinales (IEC), réalisée par I'utilisation du systeme de
recombinaison cre-lox. Afin de réaliser cette étude, des souris C57BL/6 males et femelles dgées
de 7-8 semaines, possédant I'enzyme Cre recombinase couplée au promoteur de la villine
(exprimée spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales) et le gene TLR4LoxP de
maniére homozygote ont été utilisées. Par la suite, les animaux ont recu une injection
journaliere de tamoxiféne durant 5 jours consécutifs permettant d’invalider le TLR4 au niveau
des EIC (TLR4™S/), ou du solvant et donc non invalidés (TLR4'ES+/+). Aprés randomisation par
poids, les souris ont été réparties en 4 groupes : deux groupes contréles, un non invalidé (CT
TLR4'ES/*) et un invalidé (CT TLR4'ES7), sans roue d’activité et nourriture ad libitum ; deux

groupes soumis au modéle ABA invalidé (ABA TLR4'ES/") ou non (ABA TLR4'E/"), présentant un
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acces libre a une roue d’activité et une diminution progressive de I’acces a la nourriture. Le
poids corporel ainsi que I'activité dans la roue ont été suivis quotidiennement. A d3 et 17, un
test d’open field afin d’évaluer I'anxiété a été réalisé, ainsi qu’une analyse de la composition

corporelle (Fig. 22).

Open Field test Open Field test
Body composition Body composition
Beginning
ABA
d-4 dl d3 d5 d6 d7 d8 d17 di8
Tamoxifen injections ' T il T IL— IL— i T i
Ad libitum 6h* 5h* 4h* 3h* l

* Daily food access time for ABA-TLR4'¢*/* and ABA-TLR4'EC-/- Killing

[
»

Free running wheel acess for ABA-TLR4'E¢/* and ABA-TLR4'EC-/-
Figure 22 : Protocole expérimental réponse au modeéle ABA suite a I'invalidation ou non du TLR4

au niveau des cellules épithéliales intestinales.

Par la suite, une évaluation des taux plasmatiques de corticostérone, leptine et adiponectine
ainsi que de I'expression des neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation de
la prise alimentaire a été effectuée. Ainsi il a été montré que l'invalidation du TLR4 n’induit
pas de perte de poids avant la restriction alimentaire au sein des deux sexes. Cependant
uniguement a d11 chez les males, nous notons une diminution moindre du poids corporel
chez le groupe ABA-TLR4'ES* par rapport aux ABA-TLR4'C/-. Concernant la composition
corporelle, aucune différence n’a été montré entre animaux invalidés ou non. Par ailleurs,
chez les femelles, la réduction des taux d’adiponectine induit par le modéle ABA n’était pas
retrouvé dans le groupe ABA-TLR4EC/-. De plus, les femelles ABA-TLR4EC/- présentent une

augmentation du temps a la périphérie et une diminution du temps au centre pendant le test
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de l'open field. Ainsi, cette étude a permis de montrer que I'absence du TLR4 au niveau des
IEC induit une modification de la réponse au modele ABA de maniére sexe dépendante. Par
ailleurs, elle ouvre la piste a I'étude d’autres récepteurs pouvant étre impliqués, dans la

régulation de I’axe microbiote-intestin-cerveau au cours d’'un modele murin d’AN.
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Abstract:

The role of microbiota in eating disorders has recently emerged. Previous data reported that
lipopolysaccharides induce anorexia and a decrease of body weight through the activation of Toll-like
receptor 4 (TLR4). In the activity-based anorexia (ABA) mouse model, an increase of TLR4 expression
in intestinal epithelial cells (IEC) has been described. We thus aimed to characterize the role of TLR4 in
IEC during the ABA model in male and female mice. For this purpose, Vill-CretR>-TLR4 LoxP, which are
depleted for TLR4 in IEC in response to tamoxifen, were submitted (ABA) or not (CT) to the ABA
procedure that combines a free access to a running wheel and progressive time-limited access to food.
We thus compared CT and ABA TLR4'5“/* mice to CT and ABA TLR45“/* mice. In response to ABA model,
TLR4®“* male and female mice exhibited a body weight loss associated to a decrease of lean mass. In
TLR4'(“* male mice, body weight loss was delayed and less pronounced compared to TLR4'¥/* male
mice. We did not observe difference of body weight loss in female mice. Body composition remained
unchanged between TLR4®“/- and TLR4'*“*/* mice in both sexes. ABA TLR4'“/* mice exhibited an
increase of anticipatory activity in both sexes. However, the increase of anticipatory activity was higher
in female ABA TLR4'*“/, In both males and females, TLR4'*“/ and TLR4"*%*/* mice similarly exhibited an
increase of immobility time during the open field test. However, female TLR4/* mice showed a
decrease of the time spent at the center and an increase of the time spent at the periphery of the open
field area, whereas we did not observe difference in male mice. In conclusion, the invalidation of TLR4
in IEC modifies the response to the ABA model in a sex-dependent manner. Further studies should

decipher the underlying mechanisms.
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1. Introduction
Anorexia nervosa (AN), an eating disorder mainly affecting young females(Steinhausen et Jensen 2015)
and leading to a high rate of mortality(Gravina et al. 2018), is an increasing public health
issue(Galmiche et al. 2019). According to the fifth edition of the Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders (DSM-V)(Mitchell, Cook-Myers, et Wonderlich 2005), AN is characterized by food
restriction leading to a severe body weight loss (body mass index (BMI) < 18.5 kg/m?), an intense fear
of gaining weight, and an alteration of body shape perception. Moreover, anxious and depressive
disorders are frequently observed in AN patients(Swinbourne et Touyz 2007). The pathophysiological
mechanisms of AN remain incompletely understood. It is now well established that AN is a
multifactorial disease involving environmental, psychological and biological factors(Gorwood et al.
2016). During the last decade, the role of microbiota-gut-brain axis emerged(van de Wouw et al. 2017).
Gut microbiota dysbiosis has been reported in anorectic patients(Breton, Déchelotte, et Ribet 2019).
Particularly, Million et al observed a negative correlation between E. coli abundance and BMI(Million
et al. 2013). Lipopolysaccharide (LPS), a component of outer membrane of Gram-negative bacteria
including E. coli, is able to induce a decrease of food intake and of body weight in lean and obese
mice(Faggioni et al. 1997). In addition, injection of LPS promotes an anxiety-like behavior with an
increase of immobility time during forced swimming and tail suspension tests(Sulakhiya et al. 2016).
Interestingly, Toll-like receptor 4 (TLR4), the endogenous receptors of LPS, are involved in host defence
against pathogens, regulate the abundance of commensal microorganisms and maintain tissue
integrity(Rakoff-Nahoum et al. 2004). In a previous study, we observed that TLR4 membrane
expression is increased during the commonly used activity-based anorexia (ABA) model(Schalla et
Stengel 2019b), in both intestinal epithelial cells and mucosal macrophages(Belmonte et al. 2016) that
was associated with increased intestinal, and hypothalamic inflammatory responses. However, in the
hypothalamus, TLR4 expression remained unaffected. Interestingly, TLR4 knockout female mice
exhibited a high mortality rate in response to ABA compared to wild-type mice(Belmonte et al. 2016).

These data suggest that TLR4 may have a dichotomic role during the ABA model, by promoting
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inflammatory response and anorexia but also by improving survival by mechanisms that need to be
deciphered. The aim of the present study was thus to characterize the role of TLR4 expressed by
intestinal epithelial cells (IEC) during the ABA model by studying specific TLR4 knockout in IEC. In
addition, because of the sex-dependent response to ABA model(Achamrah, Nobis, et al. 2017), we

study both male and female mice.

2. Material and Methods:
2.1. Animals
Animal experiment was approved by the regional ethical committed CENOMEXA (authorization N/05-
11-12/28/11-15). Experiments were carried out in accordance with current French and European
regulations. Mice were housed at 23°C+2°C on reverse light cycle (dark phase from 10:00 am to 10:00
pm), with free access to water and food (n=2-5 / cage). To achieve specific TLR4 invalidation in
intestinal epithelial cells (IEC), C57BL/6 mice carrying a transgene with tamoxifen inducible Cre
recombinase under the villin promoter (Vill-Cret®™, a kind gift from the Curie Institute, Dr Sylvie
Robine, Paris, France) were crossed with floxed TLR4 mice (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, US).

In 7-8 weeks old mice expressing Vill-CrefR™

and homozygous for TLR4 LoxP, intraperitoneal injections
of tamoxifen solution were daily performed from day (d)-4 to d1 to invalidate TLR4 gene expression in

IEC as previously described(el Marjou et al. 2004). Mice with intestinal epithelial depletion of TLR4

constituted the TLR4E“/- group compared to unmodified group, TLR4'E*/*,

2.2. Activity-based anorexia model

ABA procedure started at d1, mice were individually placed in either standard cage (CT-TLR4®“/* and
CT-TLR4'“/ groups) (n=6/5 for male and female) or cages equipped with an activity wheel (ABA-
TLR4'“*/*and ABA-TLR4"%/ groups) (ABA-TLR4"*%*/* n=6/5 for male and female) (ABA-TLR4"*/-n=7/6 for
male and female). The ABA model was performed as previously described(Jésus et al. 2014). Briefly,
ABA model combines a free running wheel access and a progressively limited food access from 6h/day

to 3h/day (Supplemental Fig. S1). Food was given at the beginning of dark phase (10:00 am). Animals
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have free access to drinking water. Running wheel activity was continuously recorded with Activity
Wheel software (IntelliBio, Seichamps, France). In addition, food intake and body weight were daily
measured. If body weight loss was higher than 20% on 3 consecutively days, animals were killed in

accordance with the ethical procedure.

2.3. Open filed test

In order to assess anxiety like behavior, open field tests were performed at d3 and d17, during the dark
phase and after feeding period (at 01:00 pm). Data have been collected with Fusion Software

(Omnitech Electronics Inc., Columbus, Ohio, US).

2.4. Body composition assessment
Following open filed test, body composition was measured on vigil animals at d3 and d17 using

Minispec LF110 (Brucker, Wissembourg, France), a fast-nuclear magnetic resonance method.

2.5. Euthanasia and sample collection
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of Ketamine/Xylazine solution (40 and 1 mg/kg of

body weight, respectively). Blood sample was collected by puncture in the portal vein and plasma
samples were then collected after centrifugation (3000g; 20min; 4°c). Hypothalamus has been
removed and immediately frozen in liquid nitrogen. Colon was collected, washed with ice-cold PBS and
1 cm sections were performed and immediately frozen in liquid nitrogen. All samples were then stored

at -80°C until analysis.

2.6. Intestinal permeability assessment
Global intestinal permeability was assessed in vivo by administration of a fluorescein isothiocyanate-

Dextran solution (FITC-Dextran 4 kDa, 40 mg/mL). Oral gavages (10 pL/g of body weight) were
performed 3 hours before euthanasia as previously described(Ghouzali et al. 2017). Then, FITC-Dextran
level was measured on plasma samples using a spectrofluorometer (Chameleon Lablogic, Sheffield,

UK; excitation = 485 nm; emission = 535 nm; Mikro Win 2000 Software).
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2.7. Evaluation of plasma leptin, adiponectin and corticosterone
Plasma leptin (R&D system, Minneapolis, Minn, US), adiponectin (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) and

corticosterone (Abnova, Ann Arbor, Ml, US) levels were assessed by enzyme-like immunosorbent assay

according to the manufacturer’s instructions.

2.8. RNA extraction and RT-qPCR
Total RNAs from hypothalamus and colonic mucosa were extracted by Trizol method (Invitrogen)

following manufacturer’s guidelines. After DNAse treatment (Promega, Charbonniéres-les-Bains,
France), RNAs were reverse transcribed as previously described(Jésus et al. 2014). Then, gPCR was
performed by using SYBRGreen technology on Bio-Rad CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad
Laboratories, Marnes la Coquette, France). RPS18 and GAPDH gene was used as housekeeping genes.
Specific primer sequences of genes of interest are displayed in Table 1. Relative concentration was

obtained by conversion of cycle threshold on concentration value by using a standard curve.

2.9. Statistical analysis
Data were analysed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)

and expressed as mean * standard error to mean. Values were compared by repeated two-way ANOVA
(time x group) or two-way ANOVA (ABA x TLR4'E) followed by Bonferroni posthoc tests, as appropriate.

Results were considered significant when p-value was lower than 0.05.

3. Results

3.1. Effects of intestinal epithelial TLR4 knockout on body weight and body composition in
response to ABA model
During the experiment, control (TLR4'5“*/*) and TLR4'"®“/- mice exhibited similar body weight (Figure 1)
and similar food intake (Data not shown). The limitation of food access time induced a body weight
loss in all ABA groups (Figure 1). However, the kinetics of body weight loss was different in male ABA

TLR4' ¢ mice compared to male ABA TLR4'**/* mice. Indeed, ABA TLR4E“* mice lost significantly
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weight from day 8 to day 17 compared to control TLR4¥%/* mice while ABA TLR4'*“/* mice lost body
weight from day 10 (Figure 1A). In addition, the body weight loss was significantly lower in ABA TLR4'E¢
- mice compared to ABA TLR4'®**/* mice at day 11. To provide evidence of different kinetics of body
weight loss, we analysed the area under the curve (AUC) showing that AUC of body weight loss was
lower in ABA TLR4"®/ mice compared to ABA TLR4 “/* mice (Figure 1B). Interestingly, we did not
observe a similar pattern in female mice. Indeed, female ABA mice showed the same body weight loss
kinetics whatever TLR4 genetic background (Figure 1C-D). Body composition was mainly affected by
ABA procedure with a decrease of lean mass in both male and female mice (Figure 2). TLR4 invalidation
in IEC did not affect body composition. Concerning adipokine plasma levels, adiponectin was not
modified in male mice. By contrast, adiponectin was reduced in female ABA TLR4'®“/* compared to
controls that was not present in female ABA TLR4/- (Figure 2F). We observed a reduction of leptin
level in ABA mice, even if difference did not reach significance in female mice, without any effect of

TLR4 invalidation (Figure 2G-H).

3.2. Effects of intestinal epithelial TLR4 knockout on behavioural response
During the ABA procedure, anticipatory activity increased in both male and female mice between day
5 and day 16 (Figure 3). However, in females, ABA TLR4'®“/ exhibited a marked increase of anticipatory
activity compared to ABA TLR4'5“*/* (Figure 3B). This difference was not observed in male mice (Figure
3A). In the same way, only female mice showed altered behavioural response during the open field
test according to the TLR4 genetic background. Indeed, although time spent at the center or at the
periphery remained unchanged in male mice (Figure 4A,C), female TLR4'*“/- mice exhibited lower time
spent at the center and more time spent at the periphery (Figure 4B,D) both in control and ABA mice.
The distance travelled at the center or at the periphery remained unaffected both in female and male
mice (data not shown). Immobility time during the open field test was increased in response to all ABA
mice (two-way ANOVA p(ABA) values). However, immobility time was significantly increased in ABA

TLR4'¢/* mice compared to controls but difference did not reach significance in ABA TLR4¥**/* mice
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(Figure 4E). A similar pattern was observed for plasma corticosterone in male mice (Figure 4G). In
female mice, ABA increased immobility time (two-way ANOVA p(ABA) = 0.0394). A trend for an
increased corticosterone level was observed but only in female ABA TLR4"®“/ mice compared to

controls (Figure 4H).

3.3. Effects of intestinal epithelial TLR4 knockout on the hypothalamic response to ABA
In the hypothalamus, male mice showed an adaptive response to food restriction with an increase of
neuropeptide Y (NPY) mRNA level and a reduction of pro-opiomelanocortin (POMC) and melanocortin
4 receptor (MC4R) mRNA levels in ABA mice compared to controls (Figure 5). However, TLR4
invalidation in IEC did not affect this response. In female mice, we did not observe significant
modifications of those parameters. In addition, we also evaluated hypothalamic TLR4, Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) and Interleukin (IL-6) mRNA levels that were unchanged both in male and

female mice (data not shown).

4. Discussion

Anorexia nervosa, an eating disorder with female predominance(Galmiche et al. 2019), is a
multifactorial disease involving environmental, psychologic and biologic factors with an aetiology
remaining poorly understood. During the last decade, the involvement of gut microbiota has emerged
in the regulation of feeding behavior and mood disorders(Breton, Déchelotte, et Ribet 2019). A gut
microbiota dysbiosis has been described in anorectic patients(Morita et al. 2015) and in mice
submitted to ABA model(Breton, Tirelle, et al. 2020). It is well established that endotoxins of the outer
membrane of gram-negative bacteria, LPS, induce a decrease of food intake and body weight(Kim, Jin,
et Lee 2013) through the activation of TLR4(Palsson-McDermott et O’Neill 2004, 4). TLR4 activation
can lead to two distinct signalling cascades: the MyD88-dependent pathway responsible for the
expression of pro-inflammatory cytokines, and the independent MyD88 pathway mediating the

expression of interferons(Y.-C. Lu, Yeh, et Ohashi 2008). Interestingly, Belmonte et al. reported an
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increase of TLR4 expression in intestinal epithelial cells during ABA model(Belmonte et al. 2016),
suggesting that intestinal expression of TLR4 may contribute to ABA response. In the present study,
we show for the first time that specific invalidation of TLR4 in intestinal epithelial cells affects the
response to ABA model in a sex-dependent manner.

As previously reported(Achamrah, Nobis, et al. 2017)(Tirelle, Breton, Kauffmann, et al,, s. d.), we
observed a more severe body weight loss in response to ABA model in males compared to females.
Interestingly, we also observed a sex-dependent response to ABA model according to the expression
of intestinal epithelial TLR4. Indeed, only in males, TLR4'¥“/- mice exhibited a lower body weight loss
than TLR4'*/* mice in response to ABA model. In female mice, we did not observe any difference.
Regarding body composition, we observed a decrease of lean mass in both male and female mice in
response to the ABA model as previously described(Tirelle, Breton, Riou, et al., s. d.). However, the
TLR4 depletion in IEC did not induce modification of body composition. Ogimoto et al. showed that
pooled male and female mice invalidated for the TLR4-MyD88 pathway at the whole body level
(Myd887- mice) exhibit a limitation of body weight loss in response to LPS administration, as well as a
restored food intake, compared to wild-type LPS-treated mice(Ogimoto, Harris, et Wisse 2006).
However, in our study, only IEC are knockout for TLR4, that may contribute to explain the absence of
modification in food intake between TLR4'®“/* and TLR4'®“/" mice. In the context of diet-induced
obesity, Everard et al. reported that the invalidation of MyD88 in IEC protects against diet-induced
obesity through an increase of energy expenditure without food intake alteration in male mice(Everard
et al. 2014). In the present study, ABA mice have an increase in the anticipatory activity as previously
described(Tirelle, Breton, Kauffmann, et al., s. d.) and ABA-TLR4'“/- mice exhibit a more pronounced
increase. However, we did not evaluate energy expenditure. Further studies should evaluate the
effects of TLR4 knockout in IEC on energy expenditure according with the dark / light phases in
response to the ABA model. To our knowledge, there is no previous study reporting a sex-dependent
body weight change in intestinal TLR4 knockout mice. Previous studies reported a gut dysbiosis in

anorectic patients(Morita et al. 2015)/(Breton, Déchelotte, et Ribet 2019). Similarly, in response to the
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ABA model, both rats(Queipo-Ortufio et al. 2013) and mice(Breton, Tirelle, et al. 2020) exhibit gut
microbiota alterations, however, these data have only been obtained in males. It should thus of
interest to evaluate the effects of TLR4 deficiency in IEC on gut microbiota composition during the ABA
model in both female and male mice.
Anxiety-like behavior is a frequent comorbidity during AN(Lian et al. 2017)(Swinbourne et
Touyz 2007) and the role of microbiota-gut-brain axis has been suggested(De Palma et al. 2017). Both
female and male ABA mice exhibit an increase of immobility time in response to the ABA model. In
male mice, we did not observe major modifications of behavior evaluated in the open field test
according with TLR4 expression. By contrast, in females, TLR4'€“/" mice show a decrease of time spent
at the center and an increase of the time spent at the periphery of the open field area in both CT and
ABA groups. It is well established that TLR4 may contribute to anxiety-like behavior(Liu, Buisman-
Pijlman, et Hutchinson 2014) through central and/or peripheral actions. Thereby, TLR4 knockout mice
show an increase of anxiety-like behavior and a decrease of social interaction compared to control
mice(Femenia et al. 2018). Moreover, in a murine model of Alzheimer disease, MyD88”" mice exhibit
an increase of anxiety-like behavior during the elevated plus maze test(Lim et al. 2012). Recently, the
role of microbiota-gut-brain axis in anxiety-like behavior has been suggested(Clarke et al. 2013). Fields
et al. showed that oral administration of LPS induces an anxiety-like behavior in both male and female
mice(Fields et al. 2018). Most interestingly, the authors also reported that treatment with naloxone,
which blocks the TLR4-TRIF pathway, has opposing behavioral effects in male and female LPS-treated
mice(Fields et al. 2018). The sex differences in behavior responses may be explained by sex differences
in cytokine responses to TLR4 activation(Santos-Galindo et al. 2011).
In conclusion, we report for the first time that TLR4 invalidation in IEC during the ABA model
induces a sex-dependent response: a delayed body weight loss in males and an increase of anxiety-like

behavior in females. Further studies should be done to better understand the underlying mechanisms.
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Table 1: Primer sequences

Gene Forward Primer Reverse Primer

RPS18 TGCGAGTACTCAACACCAACA TTCCTCAACACCACATGAGC
GAPDH ATCACTGCCACTCAGAAGA TCACTGCCACTCAGAAGA

NPY CTGCGACACTACATCAATCT CTTCAAGCCTTGTTCTGG
POMC CCTCCTGCTTCAGACCTCCA GGCTGTTCATCTCCGTTGC
MC4R TCTCTATGTCCACATGTTCCTG GGGGCCCAGCAGACAACAAAG
BDNF TGTGACAGTATTAGCGAGTGGG TACGATTGGGTAGTTCGGCATT
TLR4 AGATCTGAGCTTCAACCCCTTG AGAGGTGGTGTAAGCCATGC
IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
For genotyping :

Vill-Cre-ERT2 CAAGCCTGGCTCGACGGCC CGCGAACATCTTCAGGTTCT
TLR4LoxP TGACCACCATATTGCCTATAC TGATGGTGTGAGCAGGAGAG

170



Figure legends:

Figure 1: Body weight change in male and female mice.

Body weight change from d5 to d17 (A), in control (CT-TLR4'**/*, closed squares), CT-TLR4"®/* (open
squares), ABA-TLR4A'S“*/* (closed triangles) and ABA-TLR4/ (open triangles) male mice. Area under
cover (B) between at the left CT TLR4'5“*/* (open bars) and TLR4'®“"" (closed bars) and at the right ABA
TLR4'®/* (open bars), TLR4“" (closed bars) male mice. Body weight change from d5 to d17 (C), in
control (CT-TLR4'¥%**, closed squares), CT-TLR4'®¢/- (open squares), ABA-TLR4A'E“*/* (closed triangles) and
ABA-TLR4"®“/-(open triangles) female mice. Area under cover (D) between at the left CT TLR45“/* (open
bars) and TLR4'*“/- (closed bars) and at the right ABA TLR4/* (open bars), TLRA*“/ (closed bars)

female mice. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT; #, p<0.05 vs TLR4'E¢/*

Figure 2: Body composition, plasma leptin and adiponectin level in male and female mice.

Fat (A) and lean mass (C) in male mice between TLR4'***/* and TLR4'*“/"in CT (open bars) and ABA (blue
bars). Female fat (B) and lean mass (D) between TLR4'“*/* and TLR4"/"in CT (open bars) and ABA (reds
bars). Adiponectin (E) and leptin (G) plasma level in male mice between TLR4®%/* and TLR4'*“/in CT
(open bars) and ABA (blue bars). Adiponectin (F) and leptin (H) plasma level in female mice TLR4'E*/*
and TLR4™" in CT (open bars) and ABA (reds bars). Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *,

p<0.05 vs CT; #, p<0.05 vs TLRA'C/*

Figure 3: Anticipatory activity between d5 and d16 in ABA TLR4"“*/* and TLR4"*“/ in male and female
mice.

Anticipatory activity between d5 (open bars) and d16 (blue bars) in in ABA TLR4®“/* and TLR4'*“/- male
mice (A). Anticipatory activity between d5 (open bars) and d16 (red bars) in in ABA TLR4'®“*/* and
TLR4'¢/ female mice (B). Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT; #, p<0.05 vs

TLR4IEC+/+
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Figure 4: Open field test at d17 and corticosterone plasma level in male and female mice.

Time at the centre (A), the periphery (C) and immobility time (E) during open field test and
corticosterone plasma level (G) at d16 between TLR4E“/* and TLR4"®/"in CT groups (open bars) and
ABA groups (blue bars) male mice. Time at the centre (B), the periphery (D) and immobility time (F)
during open field test and corticosterone plasma level (H) at d16) between TLR4'*“*/* and TLR4"%/ in
CT groups (open bars) and ABA groups (reds bars) female mice. Results of Bonferroni posthoc tests are

shown: *, p<0.05 vs CT; #, p<0.05 vs TLR4'C*/*

Figure 5: Hypothalamic neuropeptide Y (NPY), pro-opiomelanocortin (POMC) and melanocortin 4
receptor (MC4R) mRNA expression in male and female.

NPY (A), POMC (C) and MC4R (E) hypothalamic mRNA expression between TLR4'®*/* and TLR4'*“/"in CT
groups (open bars) and ABA groups (blue bars) male mice. Female mice NPY (B), POMC (D) and MC4R
(F) hypothalamic mRNA expression between TLR4'¥*/* and TLR4'S“/"in CT groups (open bars) and ABA
groups (reds bars) female mice. Results of Bonferroni posthoc tests are shown: *, p<0.05 vs CT; #,

p<0.05 vs TLR4'EC+/+
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Supplemental Fig. S1

Open Field test

Open Field test

Body composition Body composition
Beginning
ABA
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Supplemental Figure S1: Timeline of experimental protocol
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DISCUSSION & PERSPECTIVES
L’AN un trouble du comportement alimentaire a prédominance féminine et dont I'étiologie
reste encore mal connue. En effet, c’est une pathologie multifactorielle faisant intervenir des
facteurs aussi bien environnementaux, psychologiques que biologiques. Ces derniéres années,
la notion d’axe microbiote-intestin-cerveau a émergé, ouvrant de nouvelles perspectives
guant a la compréhension de I’AN. L’utilisation du modéle murin ABA a permis d’améliorer la
compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans cette pathologie.
Cependant, bien que largement établi, peu de travaux se sont a I’heure actuelle intéressés a

I'implication du microbiote intestinal dans ce modeéle.

La premiere étude menée au cours de cette thése a permis de montrer une augmentation de
clostridium cocleatum appartenant au genre Clostridium et des Lactobacilles, chez les souris
soumises au modele ABA. Par ailleurs, nous avons observé de nombreuses corrélations entre
différents groupes bactériens et la prise alimentaire, le poids corporel ainsi que la composition
corporelle. Les Lactobacilles ont été montrés comme négativement corrélés tandis que les
Burkholderiales étaient positivement corrélés avec le poids corporel, la prise alimentaire ainsi
gue la masse maigre. Concernant les Lactobacilles, une étude réalisée chez les rats ayant un
acceés a une alimentation riche en graisse, a aussi souligné que leur abondance au niveau
intestinal était négativement corrélée a la masse grasse et au poids corporel (Lecomte et al.
2015). A propos des Burkholderiales, Volynets et al. ont également observé une corrélation
positive entre leur abondance et le poids corporel, chez des souris soumises a un régime
occidentale (Volynets et al. 2017). De plus, notre étude a montré qu’un variant de séquence
d’amplicon non connu des bases de données actuelles, était différemment exprimé chez les
animaux soumis au protocole ABA par rapport aux souris sans roue d’activité mais ayant un

accés limité a la nourriture et aux contréles. Ainsi, nous ne pouvons négliger I'impact de
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I'activité physique, en plus de la restriction alimentaire, sur la composition du microbiote
intestinal, comme I'a démontré Queipo-Ortuio et al., en étudiant I'altération du microbiote
fécal chez des rats soumis au modéle ABA. A la différence de notre étude, les animaux étaient
séparés en différents groupes : un groupe « ABA » avec un acces libre a la roue d’activité et
une restriction alimentaire ; un groupe « contréle ABA » soumis a la restriction alimentaire
mais sans acces a la roue d’activité ; un groupe « exercice » présentant un acceés a une roue
d’activité et nourriture ad libitum ; un groupe « contréle » sans roue d’activité et nourriture
ad libitum. A la suite des 6 jours de restriction, les féces ont été récupérées et leur composition
bactérienne analysée par électrophorése sur gel en gradient dénaturant PCR et PCR
guantitative en temps réel. Il est a noter que les différences d’altération du microbiote
intestinal étaient plus marquées chez les animaux ABA n’ayant pas d’accés a la roue d’activité,
montrant un réle majeur de la restriction alimentaire. Ainsi, il a été montré a I'image de notre
étude une augmentation des bactéries appartenant au genre Clostridium. Cependant,
contrairement aux résultats de notre étude, le groupe ABA présentait une diminution des
Lactobacilles, Firmicutes, Bacteroidetes ainsi que de methanobrevibacter smithii (Queipo-
Ortufio et al. 2013). Les divergences entre ces deux études peuvent étre partiellement
expliquées par la différence de protocole. En effet, dans le modele ABA appliqué aux rats, les
animaux restreints avaient un acces a la nourriture de seulement 1 heure par jours pendant 6
jours (Routtenberg et Kuznesof 1967). Tandis que durant le protocole réalisé dans notre
étude, la restriction alimentaire a été effectuée sur 12 jours et de maniére graduelle allant de
6 heures a 3 heures d’acces. De plus, il est important de rappeler que le microbiote intestinal
présente de légeres variations en termes de densité et diversité, tout au long du tube digestif.
Notre étude s’est basée sur le contenu caecal, alors que celle réalisée chez le rat sur le contenu

fécal, pouvant expliquer les différences de compositions bactériennes retrouvées.
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Concernant la dysbiose des souris ABA et celle retrouvée chez I’'Homme suite a une restriction
alimentaire, nous notons quelques similarités. Ainsi, chez les enfants en surpoids et obéses, il
a été montré une augmentation des Lactobacilles comparé a des enfants de poids normal,
montrant une corrélation entre les taux de Lactobacilles et I'IMC (Million et al. 2013). Par
ailleurs, Santacruz et al., ont observé aprés restriction alimentaire et introduction d’une
activité physique chez des adolescents obéses, une augmentation des Lactobacilles, a I'image
de celle retrouvée chez nos animaux ABA (Santacruz et al. 2009). Bien que de nombreuses
études se soient penchées sur la dysbiose du microbiote intestinal dans I’AN, a I'heure
actuelle, aucun consensus n’a été établi, potentiellement lié aux faibles effectifs ainsi qu’au
mode de sélection des patients (Breton, Déchelotte, et Ribet 2019). Toutefois, une étude
réalisée par Morita et al. a rapporté chez les patients AN des quantité totales de bactéries y
compris de Clostridium, plus faibles que les patients contréles. Néanmoins, I’AN étant une
pathologie a prédominance féminine cette étude a été menée chez la femme, contrairement

a notre étude exclusivement réalisée chez les males.

Bien que la composition du microbiote intestinal chez I'adulte s’établisse durant la petite
enfance, les hormones sexuelles peuvent également influencer sa composition. Une étude
japonaise a montré que les hommes présentaient un niveau plus élevé de Prevotella,
Megamonas, Fusobacterium, et Megasphaera tandis que chez les femmes il été observé une
augmentation Bifidobacterium, Akkermansia, ainsi que de Ruminococcus a I'image de celle
soulignée dans une autre étude (Takagi et al. 2019 ; Gao et al. 2018) . Chez la souris, des
variations sont également a noter entre les males et les femelles. En effet, les taxons
Actinobactéries et Tenericutes ont été retrouvés de maniére plus abondante chez les males
comparé aux femelles (Org et al. 2016). La composition du microbiote intestinal est donc

influencée par les hormones stéroidiennes sexuelles, sécrétées notamment durant
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I’adolescence. En effet chez 'Homme, il a été montré que I'abondance de nombreuses
espéces tels que Acinetobacter, Dorea, et Megamonas était positivement corrélée avec les
taux de testostérone, tandis que Slackia et Butyricimonas étaient corrélées positivement avec
les taux d’cestradiols (Jh et al. 2019). Ces variations de microbiote en fonction du sexe,
pourraient expliquer la plus grande susceptibilité pour les femmes d’étre atteinte d’AN. Par
ailleurs, a la vue de ces différences observées, il semble pertinent de réaliser des études de
dysbiose du microbiote suite au modele ABA chez les souris femelles, pouvant également

souligner leur plus grande résistance face a ce modeéle.

Le modeéle ABA est effectué sur un temps relativement court et de maniére non répétée.
Cependant, les bactéries intestinales fluctuent selon le rythme de la prise alimentaire. Chez
'Homme, Kaczmarek et al., ont noté une relation entre le microbiote intestinal et le
comportement alimentaire, y compris la fréquence des repas, ainsi que durant le jelne
nocturne, indiquant que la composition microbiote fluctue au cours de la journée (Kaczmarek,
Musaad, et Holscher 2017). De plus, dans un modéle murin il a été observé une fluctuation de
15% des taxons bactériens commensaux, ainsi qu’une augmentation de I'abondance
bactérienne suite a la prise alimentaire, mettant en lumiére la variation du microbiote en
fonction de la rythmicité de I’alimentation (Thaiss et al. 2014). La manipulation de la durée de
I'accés a I'alimentation et de I’heure a laquelle elle s’effectue, impacte donc directement la
composition du microbiote. Dans I'étude réalisée au cours de cette thése, le contenu caecal
servant a I'analyse du microbiote a été prélevé a la fin de la période diurne avant I'heure a
I'acces a la nourriture. Ainsi, il serait pertinent d’effectuer différents préléevements, aussi bien
apres l'accés a la nourriture c’est-a-dire aprés la prise alimentaire, qu’en fin de période
nocturne et milieu de phase diurne dans le but d’obtenir des informations complémentaires

guant a la dynamique de la modulation du microbiote durant ces périodes au court du modeéle
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murin d’ABA. Par ailleurs, il serait intéressant de réaliser ce modeéle sur un plus long terme afin

d’évaluer si cette dysbiose retrouvée perdure dans le temps.

A I'heure actuelle, seule deux études se sont penchées sur la composition du microbiote
intestinal apres renutrition chez les patients AN. En 2015, Kleiman et al. ont étudié le
microbiote fécal a partir de 'ARN16s de 10 patients anorexiques avant et apres
hospitalisation, et prise en charge nutritionnelle, et I'ont comparé a des sujets sains. lls ont
ainsi montré que les patients AN aussi bien avant qu’aprés renutrition, présentaient une
diminution de la diversité alpha comparé a des sujets sains. Cependant, entre avant et apres
intervention nutritionnelle, des changements du taxon Ruminococcaceae ont été montré,
notamment |'augmentation de Ruminococcus. Il a cependant été observé une plus grande
différence entre patients a I'admission et sujets sains, qu’entre patients apreés renutrition et
sujets sains. En effet, a 'admission, les patients présentaient un taux plus important de la
famille des Bacilles et du genre non spécifique des Coriobacteriales, ainsi gqu’une diminution
de Clostridia, Anaerostipes et Faecalibacterium, par rapport aux sujets controéles. A la sortie,
seule une augmentation des Coriobacteriales a été retrouvée comparativement aux sujets
sains (Kleiman et al. 2015). Cette étude a donc permis de montrer I'impact d’une réhabilitation
nutritionnelle chez des patients AN. Cependant, a la vue du faible effectif et de la non-mention
de la procédure de renutrition, il est compliqué d’identifier les mécanismes sous-jacents qui
sont a I'origine de ces variations. Un étude plus récente réalisée par Mack et al., a été réalisée
sur une plus grande cohorte composée de 55 patients avant (T1) et 44 aprés prise de poids
(T2), comparé a 55 participants controles (CT) avec un poids normal. Dans cette étude, les
patients controles présentaient une plus faible diminution de I'abondance des Bactéroidetes,
comparé au groupe T1. Par ailleurs, I'augmentation de Verrucomicrobia mesurée chez les

patients T1 a été trouvée diminuée apreés une prise de poids. A contrario, une augmentation
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des Firmicutes a été observée suite a la prise de poids chez les patients AN et comparé au
groupe CT. De plus, il a été observé une augmentation de la diversité bactérienne chez les
patients T2 comparé aux contréles. Cette étude montre que bien qu’une augmentation de la
richesse du microbiote intestinal soit retrouvée apreés la prise poids chez les patients AN, une
dysbiose perdure comparée a des sujets controles (Mack et al. 2016). Bien qu’une modulation
différente du microbiote soit retrouvée au sein de ces deux études, elles montrent que la
dysbiose perdure aprés renutrition et prise de poids chez les patients AN. Par conséquent, une
étude de microbiote intestinal chez les animaux ABA apres renutrition, ayant de nouveau un
acces libre a la nourriture permettrait de voir si la dysbiose observée s’estompe ou bien

perdure, provoquant ainsi des conséquences sur le long terme.

Il est de plus en plus accepté que le systeme immunitaire peut étre impliqué de maniere
directe dans la genése et/ou le maintien de nombreuses maladies, et notamment les troubles
de la santé mentale (Q. Wang et al. 2015). Ainsi, de nombreuses études ont montré une
augmentation des cytokines inflammatoires chez les patients AN (Solmi et al. 2015 ; Dalton,

Campbell, et al. 2018 ; Schattner et al. 1990) (Fig. 23).
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Immune reactions associated with AN

11 Release of Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and | | Interferon-
gamma (IFN-y) by mononuclear cells

1| Cell mediated cytotoxicity

|| Interferon-gamma (IFN-y) production by peripheral blood mononuclear

cells

11 Serum levels of Interleukin-6 (IL-2) and Transforming growth factor-beta

(TGF-B)

Connection of antecedent streptococcal infection inducing 11 peripheral B
lymphocytes expressing D8/17 (a rheumatic fever susceptibility trait

marker) with AN

Figure 23 : Modifications de la réponse immunitaire décrite au cours de I’AN (Roubalova et al. 2020).

Le microbiote intestinal commensal participe activement a la réponse immunitaire, aussi bien
dans le maintien d’une réponse immunitaire en symbiose avec I’héte, que vis-a-vis de son
adaptation face a des pathogénes (Maynard et al. 2012 ; Spasova et Surh 2014). Compte tenu
de la dysbiose observée chez les patients AN méme aprés renutrition, il semble donc que le
microbiote intestinal pourrait jouer un réle direct dans I'environnement pro-inflammatoire
retrouvé chez ces patients. Il serait donc pertinent de prendre en compte les parameétres
inflammatoires lors de I’étude de la dysbiose retrouvée au cours du modele murin d’AN, afin
de mettre en lumiére de potentielles corrélations entre I'inflammation et les modifications du

microbiote observées.

L'acquisition et le développement d’un microbiote sain durant la petite enfance, sont cruciaux
pour le maintien de I'homéostasie et de la santé de I’'h6te. Le microbiote intestinal du

nouveau-né provient en grande partie de celui de la mére. Il semble donc que ce dernier
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présente un caractére héréditaire entre mere et enfant. C'est ce qu’ont montré Ferretti et al.,
en étudiant le profil métagénomique du microbiote de 25 couples mere-enfant prélevé sur
différents sites (oral, cutané, vaginal et fécal) de la naissance a 4 mois post-partum. A la
naissance, I'enfant est colonisé de maniére rapide, suivi par une forte sélection bactérienne
durant les premiers mois de vie. Il est a noter que le microbiote vaginal et cutané de la mére
ne colonise que de maniére transitoire, étant moins présents a partir du troisieme mois, tandis
gue I'enfant continue d’acquérir des bactéries provenant d’autres sites maternels. Ainsi, bien
gue développant sa propre composition bactérienne, le microbiote fécal de I’enfant a 4 mois

provient pour plus de 50% du microbiote fécal maternel (Ferretti et al. 2018) (Fig. 24).

[ Mother microbiomes \

Oral Cavity
Swab

Stool
Sample

Vaginal

Swabj
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Figure 24 : Transmission mére-enfant du microbiote de la naissance jusqu’a 4 mois post-partum

(Ferretti et al. 2018).
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Ainsi nous pouvons penser qu’une dysbiose du microbiote intestinal maternel pourrait étre
transmise a I'enfant, a I'image de celle retrouvée dans I’AN. Dans cette perspective, il serait
pertinent de faire reproduire des souris femelles précédemment soumises au modele ABA,

afin de voir si une plus grande sensibilité au modele est retrouvée au sein de leur descendance.

Il s’avere difficile de comprendre si la dysbiose retrouvée au cours d’'un modeéle ABA intervient
dans le développement et/ou le maintien de la pathologie. Une des clés semble étre I'étude
des transferts fécaux. Cette technique bien que de plus en plus utilisée n’est pas nouvelle car
elle était déja pratiquée au IVe™e siécle en Chine afin de traiter des intoxications alimentaires.
Des études ont effectué des transplantations du microbiote fécal (TMF) dans le contexte de
I’étude des TCA. En effet, I'implication du microbiote intestinal dans les TCA a notamment été
montré par 'utilisation de souris axéniques, chez lesquelles étaient transplanté un microbiote
de souris obéses. Ce transfert a induit chez ces animaux une augmentation rapide de la masse
grasse ainsi qu’une augmentation de leur poids corporel (Turnbaugh et al. 2006). Par la suite,
des transferts fécaux ont été réalisés entre les espéces. C’'est notamment le cas de I'étude de
Ridaura et al., qui ont transféré le microbiote provenant de patients obéses et minces a des
souris axéniques. Suite a cela, les animaux ayant recu le microbiote obése présentaient une
augmentation de l'adiposité, tandis que chez celles ayant recu le microbiote sain aucune
modification de la composition corporelle n’était mesurée (Ridaura et al. 2013). Les transferts
fécaux chez ’'Homme demeurent cependant moins concluants dans le cadre de I'étude de
I'obésité. En effet, la FMT entre patients sains et obéses a la différence de chez la souris,
n’‘induit pas de diminution de I'IMC ni le rétablissement de nombreux parameétres
physiologiques, modifiées au cours de la maladie comme les marqueurs de cholestérol ou
encore la sensibilité hépatique a I'insuline (Z. Zhang et al. 2019). L’étude des TMF dans le cadre

de I’AN reste néanmoins peu étudiée. Ainsi, un case-report réalisé par De Clerqg et al. a montré
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gu’une TMF provenant de patients sains a une patiente AN provogque une augmentation de
prés de 13,8% du poids corporel ainsi que de pres de 55% de leur masse grasse (de Clercq et
al. 2019). L'étude des transferts fécaux parait étre une piste prometteuse, dans la
compréhension du réle du microbiote intestinal dans la physiopathologie de I’AN. Par
conséquent, afin de déterminer si la dysbiose retrouvée au cours du modele ABA peut-étre
une cause du développement et/ou du maintien de la pathologie, des transferts de microbiote
fécal pourront étre réalisé entre souris ayant subi le modéle ABA et souris axéniques ou dont

le microbiote intestinal a été préalablement déplété.

Cependant la déplétion du microbiote intestinal par antibiothérapie n’est pas sans
conséquences. Ainsi dans notre étude, bien que les animaux ayant recu I'antibiothérapie
présentaient un poids similaire a ceux n’ayant pas recu d’antibiotiques, une modification de
leur composition corporelle a cependant été observée. Cette derniere se traduit par une
augmentation de I'adiposité et une diminution de la masse maigre. Cependant, il reste difficile
de déterminer si cette modification est liée a la trés faible présence de bactéries intestinales
ou aux antibiotiques utilisés. Pour appuyer le réle de la déplétion du microbiote intestinal,
Lahiri et al. ont observé que les souris exemptes de germes avaient une atrophie musculaire,
notamment due a la réduction de la transcription de génes associés a la croissance des
muscles squelettiques ainsi qu’a la fonction mitochondriale. Cependant, dans cette étude la
masse grasse n’a pas été évaluée (Lahiri et al. 2019). Par ailleurs, cette modification de la
composition corporelle pourrait étre également liée a l'effet direct des antibiotiques.
Effectivement, il a été montré que I'administration chez les femelles C57BL/6J d’un cocktail
d’antibiotiques composé de vancomycine (antibiotique utilisé dans notre étude) et de
pénicilline, augmentait I'adiposité par I'intermédiaire des SCFA qui altérent le métabolisme

lipidique (Cho et al. 2012). De plus, I'étude de Manickam et al. a révélé que le métronidazole
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(également utilisé dans notre étude) induisait une atrophie musculaire au niveau des
membres postérieurs (Manickam et al. 2018). Ces études n’ont cependant pas évalué les
mécanismes d’action impliqués dans ces altérations de composition corporelle. Par ailleurs,
aucune étude n’a évalué chez la souris I'effet d’'une déplétion du microbiote intestinal sur la
composition corporelle. Ainsi, des études complémentaires sur les taux plasmatiques de SCFA,
ainsi que sur l'expression de genes impliqués dans la régulation métabolique lipidique et
musculaire permettrait une meilleure compréhension de l'impact de notre traitement sur la

composition corporelle chez les males et femelles.

Comme précédemment observé, les souris femelles soumises au modéle ABA avaient une
perte de poids moins importante et une récupération partielle de cette perte en fin de
protocole comparé aux males (Achamrah, Nobis, et al. 2017). Bien que l'antibiothérapie
utilisée pour dépléter le microbiote n’engendre pas de perte de poids, il est a noter que les
animaux traités présentaient une perte de poids plus faible suite a la limitation de I'accés a la
nourriture. Cette différence entre animaux ABA traités et non traités était aussi bien retrouvée
chez les males et femelles. Il semble donc que le sexe ainsi que la déplétion du microbiote
induite par I'antibiothérapie module le métabolisme global. Afin d’étudier ce paramétre la
méthode de calorimétrie indirecte pourrait étre utilisée. Cette technique non invasive permet
d’évaluer les dépenses énergétiques, en mesurant la consommation d’oxygéne et la
production de dioxyde de carbone. Cette méthode est notamment utilisée en clinique afin
d’évaluer le métabolisme des patients AN (Schebendach et al. 1995). Ce dispositif
transposable a la souris permettrait d’obtenir des informations complémentaires pour évaluer
les modifications métaboliques chez les males et femelles suite a la déplétion engendrée par

I'antibiothérapie du protocole ABA. Les résultats obtenus pourraient ainsi déterminer si les
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variations de poids observées chez les animaux ABA déplétés, résulte d’une modification

globale des dépenses énergétiques ou d’une diminution de I'activité physique.

L’anxiété est une comorbidité fréquemment retrouvée chez les patients anorexiques (Kinzig
et Hargrave 2010). De plus, de récentes études ont établi un lien entre microbiote intestinal
et anxiété (Yang et al. 2019). Il a été montré que des souris transplantées avec un microbiote
provenant de patients anxiodépressifs, présentaient également une augmentation du
comportement anxieux (De Palma et al. 2017). Par ailleurs, Crumeyrolle-Arias et al. ont
observé chez des rats soumis a un stress aigu, que I'absence de microbiote intestinal exacerbe
les réponses neuroendocrines et comportementales, permettant a ces animaux d’améliorer
leur réponse face a un stress (Crumeyrolle-Arias et al. 2014). De plus, il a été souligné que
I'absence de microbiote chez les souris axéniques était associée a un comportement
anxiolytique, aussi bien chez les males que les femelles (Lurie et al. 2015) (Neufeld et al. 2011).
Dans cette perspective, nous avons étudié le comportement anxieux et plus particulierement
la réponse au test de I'open field chez des souris soumises au modele ABA, dont le microbiote
intestinal a été préalablement déplété par antibiothérapie. Avant le début de la restriction
alimentaire, le traitement aux antibiotiques n’était pas associé a une modification majeure du
comportement anxieux des souris males et femelles. Cependant, a la fin du protocole ABA
nous avons observé chez les souris males un comportement modifié en réponse aux
antibiotiques. En effet, ces derniers présentaient une diminution de la distance parcourue a
la périphérie, et de I'activité verticale ainsi qu’une augmentation du temps d’immobilité,
pouvant ainsi souligner un caractere anxieux. Par ailleurs, il a été observé que I'administration
d’ampicilline (antibiotique également utilisé dans notre étude) chez les souris males BALB/c
induisait une augmentation du comportement anxieux, notamment du temps d’immobilité

(Ceylani et al. 2018). Nous avons donc permis de souligner que la déplétion du microbiote
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intestinal induite par antibiothérapie, modifie la réponse comportementale suite au modele
ABA, uniquement chez les souris males. A la vue de la dyshiose retrouvée chez les souris suite
au modele ABA, il semble donc pertinent de réaliser une étude comparative des altérations

du microbiote intestinal entre les males et femelles en réponse a ce modele d’AN.

Au cours de la derniere étude réalisée durant cette thése, les résultats montrent que
I'invalidation du TLR4 au niveau des cellules épithéliales intestinales, modifie la réponse des
souris soumises au modele ABA de maniere sexe dépendante. Ainsi, chez les males, il a été
observé suite a la restriction alimentaire une diminution moins importante du poids corporel,
chez les animaux invalidés. Chez les femelles, I'invalidation n’affecte pas le poids corporel en
revanche, les souris femelles présentaient lors du test d’anxiété une modification du temps
passé au centre et a la périphérie. Cette invalidation pourrait conduire a une surexpression du
TLR4 dans les autres types cellulaires retrouvés au niveau intestinal a I'image des macrophages
(Q. Li et Cherayil 2003). Par ailleurs, il est a noter que le TLR4 est également retrouvé au niveau
du SNC. Ainsi, I'effet anorexigene du LPS au niveau central était notamment lié a une réponse
microglie/TLR4 dépendante (Reis et al. 2015). Le C-X-C Motif Chemokine Receptor 3 (CXCR3)
est un récepteur aux chimiokines comme la Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9), CXCL10
et le CXCL11. De récentes études ont montré que le CXCR3 et ses ligands étaient exprimés au
niveau central, notamment durant les maladies touchants le SNC pouvant ainsi moduler les
fonctions gliales comme la migration de la microglie (Campanella et al. 2008). Par ailleurs, sa
déficience chez la souris diminue I'accumulation et I'activation de la microglie et des
astrocytes (Krauthausen et al. 2014). Le CXCR3 est codé par le gene CXCR3 localisé sur le
chromosome X. Ainsi, nous pourrions réaliser un modele génétique d’invalidation du TLR4 au
niveau glial en remplagant le géne codant pour la villine par le CXCR3. Une autre piste

envisagée serait celle du TLR2. En effet, le TLR4 est sensible au LPS qui est sécrété de maniere
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exclusive par les bactéries a gram négatif. Cependant, les récentes études menées sur la
dysbiose et I’AN ont retrouvé une variation minime du nombre de bactéries a gram négatif
comparées aux bactéries a gram positif. A I'instar du TLR4, le TLR2 reconnait majoritairement
les bactéries a gram positif (Takeuchi et al. 1999). Par ailleurs, il a été observé chez les animaux
KO pour le TLR2 une diminution de la prise hydrique et alimentaire (DeKorver, Chaudoin, et
Bonasera 2017, 2). De ce fait, le role du TLR2 au cours du modeéle murin d’AN pourrait étre

une nouvelle piste a étudier.

En conclusion, les travaux menés au cours de cette thése ont donc permis de montrer une
dysbiose au cours du modéle murin ABA. Ces résultats renforcent la pertinence de I'utilisation
de ce modele murin dans le cadre de I'étude de I’AN. Parallélement, nous avons mis en place
un protocole de déplétion du microbiote par une antibiothérapie efficace. Ce protocole ouvre
ainsi de nouvelles opportunités pour étudier I'effet de I'absence de microbiote intestinal sans
avoir recours a l'utilisation d’animaux axéniques, couteux et nécessitant des dispositifs
spécifiques. Par la suite, I'étude de la réponse au modele ABA consécutive a I'absence de
microbiote induite par un traitement aux antibiotiques, a pu montrer une modification de la
réponse en fonction du sexe et/ou due a I'antibiothérapie. Enfin, il semblerait que I'absence
de TLR4 au niveau des cellules épithéliales intestinales, induit une modification de la réponse
au modele ABA, traduite chez les males par une plus faible diminution du poids corporel, et
chez les femelles par une modification de la réponse au test de I'open field. L’'ensemble de ces
travaux ouvrent la porte a de nombreuses études complémentaires afin d’approfondir les
résultats obtenus. Concernant la dysbiose au cours du modele ABA, le protocole pourra étre
de nouveau réalisé chez la femelle, afin de déterminer I'influence du sexe sur la dysbiose. Par
ailleurs, I’étude de I'impact de la déplétion du microbiote intestinal durant le protocole ABA

pourra étre complétée par l'utilisation de cage de calorimétrie indirecte. Ces structures
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permettront I’étude du métabolisme énergétique et I'analyse des SCFA au niveau systémique.
De plus, I'implication du TLR4 au cours de I’AN pourra étre approfondie par l'utilisation de
modeéles animaux invalidés pour le TLR4 au niveau des cellules gliales, ainsi que I'étude

d’autres TLR a I'image du TLR2.
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L'objectif de cette étude était de comparer la réponse métaboli

L'anorexie mentale (AM) fait partie des troubles du comportement alimentaire. Elle se caractérise par une diminution des apports énergétiques, entrainant une perte du poids corporel et
un indice de masse corporelle <18,5 (kg/m?). Sa prévalence est d’environ 1,5% en France. Cette pathologie est 3 prédominance féminine, pour des raisons qui restent encore peu connues.
De plus, I'axe microbiote-intestin-cerveau semble contribuer a la physiopathologie de IAM.

2 une déplétion du microbiote intestinal dans un modéle murin d'anorexie lié a une activité

et compor

physique (Activity-Based Anorexia ; ABA) chez des souris méles et femelles.

MATERIELS & METHODES

CT+ATB, ABA+ATB.

avaient un acces libre & la nourriture sans roue d'activité.

par analyse de 'ADN bactérien fécal.

corporelle ont été réalisées.

de la prise alimentaire au niveau central.

De J1 )17, les animaux ont été soumis au modeéle ABA combinant un accés libre 3 une roue d’activité
et une limitation progressive (de 6h a 3h/jour) de Faccés a I'alimentation. Les animaux contréles (CT)

Pour les groupes CT+ATB et ABA+ATB, le microbiote intestinal a été déplété vio 'administration par
gavage d'un mix composé d'un antifongique et d'antibiotiques de J-9 4 J17. La déplétion a été vérifiée

A J3 et J16, une évaluation de F'anxiété (Test de 'Open Field) ainsi qu'une mesure de la composition &

Des souris C57BI6 méles et femelles ont été divisées en 4 groupes : Un groupe contrdle (CT) un groupe
soumis au modéle ABA (ABA), et ces deux mémes groupes recevant un traitement aux antibiotiques
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En fin de protocole, les animaux ont été mis a mort, permettant I'analyse de la perméabilité
intestinale ainsi que des taux des ARNm codant pour les neuropeptides impliqués dans le régulation

RESULTATS

Fig. 1- Effet du ATB sur la iti porelle avant le modéle ABA

Le traitement aux antibictiques seul n'entraine pas de modification du poids corperel. En revanche il
est associé a une augmentation de 94% de la masse grasse chez les femelles (A) et de 22% chez les
males (B). A contrario il est assoclé & une diminution de la masse maigre (-14% et -11%
respectivement) chez les femelles (€) et les méles (D).
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Fig. 2- Poids corporel en réponse au modéle ABA
En réponse au modéle ABA, la perte de poids est mains marquée chez les males ABA+ATB vs ABA (B).
Cette différence nest pas significative chez les femelles (A).
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Fig. 4- Perméabilité intestinale
La perméabilité Intestinale est augmentée seulement chez les animaux femelles ABA+ATB (A) par
rapport aux autres groupes. Aucune modification n'a §té montrée chez les souris miles (8).

NCLUSIO

La déplétion du microbiote intestinal seule est associée a une
modifications de la composition corporelle avec un profil similaire
chez les souris maéles et femelles.

En revanche , au cours du modéle ABA, la déplétion du microbiote
intestinal induit une réponse sexe-dépendante, concernant le
poids, la perméabilité intestinale, I'anxiété et la réponse centrale,
dont les mécanismes restent a étudier.

Fig. 3- Evaluation de I'anxiété via le test de I'Open Field a la fin du modéle ABA
Aucune différence significative n'a été montrée durant le premier test effectué en début de protocole ABA.
Suite au modele ABA chez les femelles, il a été montré une diminution de la distance a la périphérie pour les
groupes ABA et ABA+ATB vs CT sans différence entre les groupes ABA et ABA+ATB (A). Chez les souris males
ABA+ATB ont montré une diminution de la distance & la périphérie (C) et au centre (D) par rapport aux CT.
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Fig. SFE;;Jr;ssian des ARNm au niveau (ABEF) et

Au niveau hypothalamique, aucune différence n'a été montrée quant a l'expression de 'ARNm de POMC
{anorexigéne) et en revanche une augmentation de NPY (orexigéne) liée au modéle ABA est 4 signaler chez les
femelles (A,B). Chez les miles, seule une diminution de POMC di au modéle ABA est & noter (E). Concernant
I'expression des récepteurs depaminergiques (DRD1, DRD2) au niveau hippacampique, aucune modification
n'est & noter chez les femelles (C,D). En revanche chez les males une interaction entre le modéle ABA et les ATB

est montrée (G,H,
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ABSTRACT

Anorexia nervosa (AN) is an eating disorder (ED) with female predominance, mainly characterised by
a decrease of food intake leading to a severe body weight loss. Furthermore, psychiatric comorbidities
are frequently observed in AN patients such as depression and anxiety. During the last decade, the role
of microbiota-gut-brain axis in ED and anxiety-like behavior has emerged. Several studies reported gut
microbiota dysbiosis in anorectic patients. Nevertheless, the pathophysiology of AN remains poorly
understood. The aim of the present PhD thesis was to better understand the contribution of the gut
microbiota in the regulation of gut-brain axis in the mouse model of anorexia "activity-based anorexia"
(ABA). The ABA model combines spontaneous physical activity with a free running wheel access and a
progressive limited food access.

In a first study, we characterised the gut microbiota of C57BIl/6 male mice submitted to ABA model.
We observed in ABA mice an increase of Lactobacillus and clostridium cocleatum belonging to genus
of Clostridium, as well as a decrease of Burkholderiales. Interestingly, correlations between bacteria
taxa and food intake, body weight and body composition have been observed.

Then, we aimed to evaluate the response to ABA model of mice with gut microbial depletion. We thus
compared in a second study different dosing and administration of large spectrum antibiotic
treatments, either by oral gavages (once or twice a day) or by addition in drinking water. Although
these three strategies led to a strong decrease of faecal bacteria, once day oral gavage induced
proliferation of Gammaproteobacteria. Thus, antibiotics administration by oral gavage twice a day or
in drinking water appear as the most appropriate modes to achieve gut microbiota depletion.

In a third study, we then evaluated the response to ABA model of both male and female C57BI/6 mice
with antibiotic-induced microbiota depletion. Firstly, we observed that antibiotic administration led to
an increase of fat mass and a decrease of lean mass. During the ABA model, gut microbiota-depleted
mice exhibited a lower decrease of body weight compared to untreated ABA mice. In males, we also
observed altered anxiety-like behavior in ABA mice with depleted gut microbiota. We thus showed
that gut microbiota-depleted mice exhibited an altered response to ABA model in a sex-dependent
manner.

Finally, in order to decipher the underlying mechanisms, we focused on toll-like receptor 4 (TLR4), an
endogenous receptor of lipopolysaccharides. Previous studies suggested TLR4 implication in the
regulation of feeding and anxiety-like behaviors. To determine the involvement of intestinal TLR4, we
submitted mice with intestinal epithelial TLR4 knockout to the ABA model. Again, we observed a sex-
dependent response: a delayed and limited body weight loss in males and an increase of anxiety-like
behavior in females.

In conclusion, studies performed during this PhD thesis highlight the alterations and the role of gut
microbiota in the activity-based anorexia model that appear to be sex-dependent.

Keywords: anorexia nervosa, gut microbiota, antibiotics, activity-based anorexia, toll like receptor 4
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RESUME

L'anorexie mentale (AN) est un trouble du comportement alimentaire (TCA) a prédominance féminine,
principalement caractérisée par une diminution de I'apport alimentaire entrainant une forte perte de poids. Par
ailleurs, de nombreuses comorbidités sont retrouvées a I'image de la dépression et de I'anxiété. Ces derniéres
années, I'étude du role de I'axe microbiote-intestin-cerveau dans les TCA ainsi que I'anxiété a gagné en intérét.
Ainsi, des études ont rapporté une dysbiose du microbiote intestinal chez les patients anorexiques. Cependant
la physiopathologie de I’AN demeure a I’heure actuelle encore mal comprise. Le but des travaux menés au cours
de cette thése, a été d’étudier le role du microbiote dans I'axe intestin-cerveau, au cours du modéle murin
d’anorexie, activity-based anorexia (ABA) combinant activité physique spontanée et diminution progressive du
temps d’accés a I'alimentation.

La premiere étude réalisée au cours de ce projet, a eu pour objectif de caractériser le microbiote intestinal de
souris C57BI/6 males soumises au modéle ABA. Une augmentation des Lactobacilles et de clostridium cocleatum
appartenant au genre Clostridium, ainsi qu’une diminution de Burkholderiales ont été observé chez les animaux
ABA. Par ailleurs, de nombreuses corrélations entre différents groupes bactériens et la prise alimentaire, le poids
corporel ainsi que la composition corporelle ont été soulignées.

Afin d’étudier le réle de la présence du microbiote intestinal au cours du modele ABA, nous avons, lors d’un
deuxieme travail, mis en place un protocole de déplétion par antibiothérapie. Pour cela nous avons comparé
différents modes d’administration d’une solution d’antibiotiques a large spectre, par gavage oral une ou deux
fois par jour ou par administration dans I'eau de boisson. Bien que ces trois modes provoque une tres forte
diminution des bactéries présentent au niveau fécal, I'administration une fois par jour induit une prolifération
des Gammaprotéobactéries. Par conséquent, I'administration par eau de boisson ou gavage oral deux fois par
jours apparaissent comme les procédures les mieux adaptées pour dépléter le microbiote intestinal.

Lors de la troisieme étude effectuée au cours de cette these, nous avons étudié la réponse au modele ABA chez
des souris C57Bl/6 males et femelles dont le microbiote intestinal a été déplété par antibiothérapie. Tout d’abord
il a été montré que I'administration d’antibiotiques, induisait une augmentation de la masse grasse et une
diminution de la masse maigre. Suite au modele ABA les animaux déplétés présentaient une plus faible
diminution de leur poids corporel. Ce phénomene était d’autant plus marqué chez les males, chez lesquels un
comportement anxieux a également été souligné. Cette étude a donc permis de montrer une réponse sexe-
dépendante a la déplétion du microbiote intestinal au cours du modele ABA.

Afin d’étudier la voie impliquée dans cette réponse, nous avons réalisé une quatrieme étude ciblant le Toll like
récepteur de type 4 (TLR4), récepteur endogene du lipoplysaccharide (LPS). Des études antérieures suggerent
son implication dans la régulation du comportement alimentaire. Le but de notre étude a été de montrer I'impact
de I'absence du TLR4 au niveau des cellules épithéliales intestinales (IEC) au cours du modele ABA. Ainsi, nous
avons observé que les males TLR4'ES/- présentaient une diminution moindre de la perte de poids en réponse au
modele ABA. Concernant les femelles invalidées, nous avons noté une augmentation du caractére anxieux. Cette
étude a donc permis d’observer que I'absence du TLR4 au niveau des IEC, induit une modification de la réponse
au modele ABA différente chez les males et les femelles.

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette these soulignent le réle primordial du microbiote intestinal
dans la réponse au modele ABA. La suite de ce travail visera a identifier les mécanismes impliqués dans la
régulation de I'axe microbiote-intestin-cerveau au cours de ce modele murin d’anorexie.

Mots clés : anorexie mentale, microbiote intestinal, antibiotiques, activity-based anorexia, Toll like récepteur de
type 4



