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Résumé

Introduction: L'obésité peut provoquer un statut pro-inflammatoire dans plusieurs
régions du cerveau, incluant le noyau accumbens (NAc), impliquées dans le controle
des comportements anxio-dépressifs. Les acides gras polyinsaturés omeéga-3 (n-3)
diminuent les symptébmes de dépression majeure et peuvent inhiber l'inflammation
métabolique. GPR120 est un récepteur couplé a la protéine G qui est activé par les n-
3. En périphérie, GPR120 est impliqué dans la résolution de l'inflammation au sein des
macrophages.

Hypothése: Une supplémentation en n-3 améliore les comportements anxio-
dépressifs de méme que des paramétres métaboliques et inflammatoires altérés par
une obésité induite par la diete, et ce, entre autres, via I'implication de GPR120.
Objectifs principaux: Mesurer les effets d’'une supplémentation chronique en n-3 en
contexte d’obésité sur des paramétres métaboliques, comportementaux et
inflammatoires de méme que de décrire les effets anti-inflammatoires de I'activation
microgliale de GPR120.

Méthodes: Dans la premiéere étude, des souris C57BI/6 ont été nourries avec une diéte
riche en gras saturés ou une diéte contréle pour ensuite étre gavées quotidiennement
avec des huiles de poisson ou de mais. Des mesures comportementales, métaboliques
et inflammatoires ainsi qu’une quantification des neurolipides ont été effectuées. Dans
la deuxieme étude, l'expression de GPR120 a été évaluée dans plusieurs types
cellulaires cérébraux. Des marqueurs inflammatoires ont été mesurés dans des
cultures microgliales primaires de souris exposées a un agent pro-inflammatoire, le
lipopolysaccharide (LPS), et a un agoniste spécifique de GPR120 (cpdA). Des
traitements semblables ont été administrés in vivo afin d’étudier leurs effets sur les
comportements de type anxieux.

Résultats: La supplémentation en n-3 a amélioré les comportements de type anxieux,
le déficit exploratoire, l'intolérance au glucose et les modulations de la lipidomique
cérébrale induits par la diéte riche en gras. Nous avons rapporté I'expression de

GPR120 principalement dans la microglie et le cpdA a diminué I'expression et la



sécrétion de marqueurs pro-inflammatoires induites par le LPS dans la microglie. Le
traitement avec le cpdA in vivo a également amélioré les comportements de maladie
démontrés par une résolution de la diminution locomotrice engendrée par le LPS. Ces
résultats démontrent les effets bénéfiques comportementaux et anti-inflammatoires
des n-3 en contexte d'obésité et suggerent que I'activation microgliale de GPR120

médie ces effets.

Mots-clés: Acides gras n-3, neuroinflammation, obésité, GPR120, comportements

anxio-dépressifs.
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Abstract

Introduction: Obesity can elicit cerebral inflammation, including in the nucleus
accumbens (NAc), a brain region involved in the control of anxio-depressive behaviors.
Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3) reduce symptoms of major depression and
may inhibit metabolic inflammation. GPR120 is a G-protein coupled receptor activated
by n-3. Peripherally, GPR120 is involved in the resolution of inflammation within
macrophages.

Hypothesis: N-3 supplementation improves anxio-depressive behaviors as well as
metabolic and inflammatory parameters altered by diet-induced obesity through the
involvement of GPR120.

Objectives: To measure the effects of a chronic n-3 supplementation in a context of
obesity on metabolic, behavioral and inflammatory parameters as well as to describe
the anti-inflammatory effects of GPR120 microglial activation.

Methods: In the first study, C57BI/6 mice were submitted to a high-fat or control diet
and then gavaged daily with fish oil or corn oil. Behavioral, metabolic, inflammatory
markers, as well as neurolipids measurements were performed. In the second study,
GPR120 expression was assessed in several brain cell types. Inflammatory markers
expression was measured in mouse primary microglia cultures exposed to a pro-
inflammatory agent, the lipopolysaccharide (LPS) and a GPR120 specific agonist
(cpdA). Similar treatments were administered in vivo to study their impact on anxiety-
like behaviors.

Results: Chronic n-3 supplementation improved anxiety-like behavior, exploratory
deficit, glucose intolerance, and cerebral lipidomic modulations induced by a high-fat
diet. We reported that the expression of GPR120 primarily in microglia and cpdA
decreased the expression and secretion of pro-inflammatory markers induced by LPS
in microglia. Treatment with cpdA in vivo also improved sickness behaviors
demonstrated by the resolution of locomotor deficit caused by LPS. These results
demonstrate the behavioral and anti-inflammatory benefits of n-3 in the context of

obesity and suggest that GPR120 microglial activation mediates these effects.
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Chapitre 1: Introduction

1.1. Obésité et les troubles anxieux et dépressifs

1.1.1. Définition de I'obésité
L’obésité se caractérise par une accumulation anormale ou excessive de tissu adipeux
pouvant avoir des conséquences néfastes sur la santé des individus. L’indice de masse
corporel (IMC) constitue l'outil standard pour dépister 'embonpoint et 'obésité. La
formule de 'IMC se détaille comme suit :

Masse corporelle (en kg)
Taille (en m)?

Une personne dont I'IMC est en deca de 18,5 est considérée en insuffisance pondérale.

Entre 18,5 et 24,5, 'IMC se catégorise comme « normal ». Au-dessus de 24,5, la
personne est considérée en surpoids, et au-dessus de 30, en obésite[1].

Le phénoméne de I'obésité a I'échelle planétaire s’est aggravé au courant des
dernieres décennies. En 1975, 'IMC moyen des hommes et des femmes était de 21,7
et 22,1 kg/m? respectivement. En 2014, il était de 24,2 et 24,4 kg/m? chez les hommes
et les femmes respectivement. Ces chiffres sont alarmants considérant que si la
situation reste inchangée, la prévalence de I'obésité a I'échelle populationnelle pourrait
atteindre 18% chez les hommes et 21% chez les femmes en 2025[2]. La situation
canadienne n’est guére mieux avec un taux de 62% d’embonpoint et environ 25%
d’obésité au sein de la population en 2012[3].

L’IMC posséde tout de méme ses limites en matiére d’outil de dépistage de
'obésité. En effet, ce ratio ne prend pas en considération la composition corporelle de
l'individu, un facteur qui s’avére déterminant afin de déterminer le risque de maladies
cardiométaboliques. Plus précisément, cet outil ne distingue pas la masse grasse
viscérale de la graisse sous-cutanée, ainsi que la masse musculaire de la masse
adipeuse, ce qui souléve un questionnement face a son efficacité a détecter I'obésité

et les complications associées[4,5].



L’étiologie de l'obésité est trés complexe, dynamique et multifactorielle. Ce
phénomeéne découle d’'une combinaison de plusieurs déterminants en interaction.
Selon Egger et Dixon, les maladies chroniques, telle 'obésité, peuvent étre expliquées
en partie par une prédisposition génétique, mais également par ce que les auteurs
appellent des « anthropogénes ». Par définition, il s’agit d’« environnements créés par
I'Homme, leurs sous-produits et/ou modes de vie encouragés par ceux-ci, dont certains
peuvent nuire a la santé humaine » (Traduction libre). Ces « anthropogénes » suivent
'acronyme NASTIE ODOURS qui correspond a :

1. La nutrition
L’activité (ou inactivité) physique
Le stress/anxiété/dépression
La pathologie induite par la technologie (Technology-induced-pathology)
Le sommeil inadéquat (/Inadequate sleep)
L’environnement
L’occupation

La drogue/cigarette/alcool

© 0o N a bk b

La surexposition ou la sous-exposition au soleil (Over- and
underexposure)
10.Les relations

11.Les facteurs sociaux (Social factors) [6]

Pour en revenir a 'aspect génétique, il est important de mentionner qu’une personne
peut, en raison de ses genes, étre prédisposée a I'obésité. En 2015, Locke et coll. ont
découvert que la majorité des loci associés a I'lMC se trouve dans le systéme nerveux
central (SNS)[7]. Il n’en reste pas moins que cette prédisposition génétique ne sera
exprimée que si cette personne est exposée a un environnement obésogene, dénotant
ainsi 'importance de I'environnement dans le développement de I'obésité.

Aussi, il est difficile d’établir I'orientation de la relation entre I'obésité et les différents
facteurs de risque « anthropogénes »; sont-ils les causes ou les conséquences de

l'obésité? Somme toute, Il'obésité est corrélée aux risques de maladies



cardiovasculaires, cancers, diabéte, mortalité, diverses limitations physiques de méme

que des troubles psychologiques|8].

1.1.2. Définition de troubles anxieux et dépressifs

La 5e édition du Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders discrimine les
troubles dépressifs et les troubles anxieux en deux classifications distinctes.

Les troubles anxieux se définissent comme une sensation de peur excessive ou une
anticipation exagérée d'un danger futur, le tout s’accompagnant de perturbations
comportementales importantes. Les personnes qui en souffrent surestiment
généralement le danger associé a une situation qui les effraye. Les troubles anxieux
différent du stress ou de la peur transitoire normaux par leur style cognitif persistant
qui alimente I'anxiété. Les troubles dépressifs, pour leur part, constituent un ensemble
de conditions psychologiques qui affectent ’humeur. Les symptémes sont multiples et
varient d’'une personne a l'autre. lls incluent entre autres une tristesse marquée, une
perte d’intérét général, des changements cognitifs et somatiques, de méme qu’un
sentiment de vide intérieur[9]. Autant dans le cas des troubles anxieux que dépressifs,
les émotions intenses et désagréables perdurent dans le temps en plus de nuire au
bien-étre, a la santé physique et au fonctionnement global[10]. Ces pathologies sont
malheureusement trés communes de nos jours dans les sociétés occidentales. En
2012, 12,6% de la population canadienne, soit 3,5 millions de personnes, répondaient
a un moment durant leur vie aux criteres diagnostiques de troubles de 'humeur. Pour
'anxiété généralisée, ce pourcentage s’éleve a 8,7% ou 2,4 millions de Canadiens.
Cette prévalence élevée est alarmante non seulement puisqu’elle démontre I'impact
négatif de ces maladies sur la santé de la population, mais aussi les répercussions
économiques qu’elles représentent. En effet, on peut penser a la perte de productivité
et 'absentéisme au travail de méme que les soins de santé et chémage réclamé[11].
En revanche, ces deux conditions psychologiques coexistent fréquemment. Il a été
démontré que 85% des patients dépressifs souffrent également de troubles anxieux.
Inversement, 90% des patients anxieux sont atteints d’'un trouble dépressif[12]. Non

seulement ces deux pathologies sont comorbides, mais elles pourraient prédisposer



également les personnes qui en souffrent a des maladies cardiovasculaires et au

syndrome meétabolique, incluant I'obésité[12,13].

1.1.3. Mécanismes expliquant I’association entre I’obésité et les troubles
dépressifs

Le surplus pondéral augmente le risque de souffrir de pathologies du systéme nerveux
central (SNC)[14]. Plus précisément, la croissance de I'obésité dans nos populations
est concomitante avec l'augmentation de lincidence de démence, d’accident
vasculaire cérébral, d’Alzheimer et de dépression[15]. D’ailleurs, I'obésité augmente
le risque de dépression de 55%, et inversement un individu dépressif aura 58% plus
de chances de devenir obése au courant de sa vie[16]. La communauté scientifique
s’entend pour dire que la pierre angulaire de ces deux pathologies est la conséquence
de I'exposition chronique au stress. Evidemment, la vulnérabilité au stress est trés
variable d’un individu a l'autre et est influencée par plusieurs facteurs cognitifs,
émotionnels et contextuels[17]. L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA; de
'anglais hypothalamic—pituitary—adrenal) est un systéme dynamique qui a pour role
fondamental de protéger I'organisme lorsqu’'un danger ou une menace imminente
survient. Le noyau paraventriculaire de I'hypothalamus produit et sécrete alors de la
corticolibérine (CRF; de [Ianglais corticotropin-releasing factor) qui atteindra
I’hypophyse. La liaison du CRF a son récepteur favorisera la synthése et le relargage
de I'adrénocorticotrophine qui a son tour, atteindra les glandes corticosurrénales. Ceci
provoquera la libération de glucocorticoides ou cortisol chez I'Humain[18]. Cette
activation engendrera la production et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.
L’augmentation du tissu adipeux blanc (WAT; de I'anglais white adipose tissue) induite
par I'obésité favorise aussi 'augmentation de la libération de ces cytokines[17]. L’axe
HPA interagit également avec le systéme nerveux autonome, responsable du maintien
de 'homéostasie de 'organisme. En effet, la libération du CRF par I'axe HPA favorisera
la libération de monoamine incluant la norépinéphrine qui, a son tour, promeut la

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. En outre, linflammation systémique



chronique induite par l'obésité perturbe également la neurogenése et la plasticité

neuronale qui, elles, augmentent le risque de dépression (Figure 1)[17].

STRESS

TISSU SYSTEME
ADIPEUX NERVEUX

ENTRAL
BLANC ACTIVATION IMMUNITAIRE ¢
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INFLAMMATION SYSTEMIQUE

NEUROINFLAMMATION
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NEUROGENESE
PLASTICITE SYNAPTIQUE

Figure 1. Mécanismes neurobiologiques communs a I'obésité et la
dépression (adapté de Ouakinin et coll. 2018[17]).

Quoique l'obésité et la dépression possedent des étiologies et pathophysiologies
différentes, il est bien accepté aujourd’hui qu’ils partagent un point commun: un état

pro-inflammatoire chronique, et ce, particulierement au niveau du SNC[19].

1.2. Neuroinflammation

1.2.1. Généralités
La neuroinflammation se définit comme I'ensemble des réponses immunitaires dans le
SNCJ20]. Cet ensemble de réactions a pour objectif de rétablir 'homéostasie en
favorisant la régénération des cellules suite a une agression, un traumatisme ou une
lésion[21]. Le SNC a longtemps été considéré du point de vue de I'immunité comme
privilégié, et ce, pour plusieurs raisons. D’abord, structuralement parlant, le SNC est

protégé par la barriere hématoencéphalique (BBB; de I'anglais blood—brain barrier), un



bouclier cellulaire entre la circulation sanguine et le parenchyme cérébral, ainsi que par
'absence de drainage lymphatique conventionnel[21]. Ces derniers permettent de
limiter la diffusion de molécules et donc de limiter les attaques par des agents
pathogenes. C’est d’ailleurs pourquoi certains experts considérent Ia
neuroinflammation comme de la « pseudo-inflammation » puisque le cerveau n’utilise
pas les mémes processus inflammatoires qu’en périphérie. En effet, le modele
classique d’inflammation implique un mécanisme de recrutement des cellules
immunitaires périphériques, ce qui n’est pas le cas du cerveau[22]. Pour pallier ceci, le
SNC posséde son propre arsenal de cellules participant aux réponses immunitaires,
incluant les cellules endothéliales, les astrocytes, les oligodendrocytes ainsi que la
microglie[23]. La microglie, étant la cellule immunitaire résidente du cerveau, est au
centre des processus de neuroinflammation. A I'état basal, la microglie participe
activement a la surveillance de I'équilibre immunitaire du cerveau. Lorsqu’une
agression survient, la microglie produira des cytokines, chimokines, des dérivés

réactifs de 'oxygéne, ainsi que d’autres médiateurs inflammatoires[20].

1.2.2. Conséquences comportementales de la neuroinflammation induite

par I'obésité

L’obésité induit la libération en circulation de multiples facteurs pro-inflammatoires, et
ce de maniére chronique, participant ainsi au phénomene appelé low-grade
inflammation[24]. Les cytokines atteignent le cerveau ou elles causent des
perturbations des fonctions cérébrales. Plusieurs évidences démontrent d’ailleurs des
altérations comportementales secondaires a la neuroinflammation. Jusqu’a
maintenant, la majorité de la recherche a ce sujet est effectuée chez le rongeur. Ces
études mesurent généralement ces paramétres sur deux fronts, soit 'apprentissage et

la mémoire spatiale ainsi que I'anxiété et la dépression.

D’abord, I'évaluation des capacités cognitives reliées a la mémoire spatiale est
principalement effectuée dans les études a l'aide de /'Object Recognition Memory
(ORM) et de I'Object Location Memory (OLM) test. L’ORM consiste a exposer une

souris a deux objets identiques dans une boite fermée durant I'apprentissage du test.



Ensuite, lors de I'expérimentation, un des deux objets sera remplacé par un objet
sensiblement similaire sur le plan de la taille et de la forme sans étre exactement
identique. Plus I'animal explorera ce nouvel objet, plus cela signifie qu’il reconnait que
cet objet est différent, ce qui reflete ses capacités de mémorisation. L'OLM est un test
similaire. Par contre, dans ce cas-ci, ce n'est pas l'objet qui est modifié durant
I'expérimentation, mais bien la localisation de celui-ci[25]. L’avantage de combiner ces
deux tests est que le test de 'ORM est dit indépendant des processus de mémorisation
de [I'hippocampe, une structure-clé dans les mécanismes cognitifs impliquant
'apprentissage et la mémoire, alors que celui de 'OLM en est dépendant[26]. Il a été
démontré que 'exposition chronique a une diete riche en gras chez le rongeur induit
des déficits de mémorisation dans le test de 'ORM et de I'OLM[26,27]. Ainsi,
I'hippocampe est une région cérébrale sensible a 'obésité avec des niveaux de facteur
de nécrose tumorale (TNF-a; de I'anglais tumor necrosis factor alpha) et de ionized
calcium-binding adapter molecule 1 (lba1), un marqueur d’activation microgliale,

augmentés par rapport a ceux de souris soumises a une diéte basse en gras[28].

Ensuite, 'anxiété est évaluée chez le rongeur principalement a I'aide du labyrinthe en
croix surélevée (EPM; de l'anglais elevated-plus maze) et du test du champ ouvert
(OFT; de 'anglais open field test). Ces deux tests sont basés sur I'aversion instinctive
des souris pour les espaces ouverts, par mesure de protection contre les prédateurs.
L’EPM est constitué d’une croix surélevée du sol comportant deux bras fermés a l'aide
de murs ainsi que de deux bras ouverts exposés (Figure 2). Plus I'animal reste dans

les bras fermés durant le test, plus celui-ci est considéré comme anxieux.
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Figure 2. Représentation d’un labyrinthe en croix surélevé standard
(EPM; de I'anglais elevated-plus maze)(d’aprés Sweis et coll.[29])

L’OFT, pour sa part, consiste en une boite fermée ou I'animal y est déposé en début
de test. La préférence d’'un animal a longer les murs par opposition a la section centrale
de la boite est synonyme d’anxiété. Des résultats préalablement publiés par notre
laboratoire démontrent que I'obésité induite par une diéte riche en gras saturés suscite
des comportements anxieux, autant dans 'EPM que dans I'OFT. Cette méme
recherche a conclu que ces altérations comportementales étaient associées a une
augmentation de paramétres inflammatoires dans le noyau accumbens (NAc), une
région d’intérét impliguée dans la motivation et les comportements anxio-
dépressifs[30]. Pour ce qui est des comportements dépressifs chez la souris, il semble
étre plus complexe et nuancé a évaluer. En effet, le test classique utilisé chez les
rongeurs est le test de la nage forcée (FST; de I'anglais forced swim test) qui mesure
un type de comportement s'apparentant au désespoir (Figure 3). Ce test consiste a
placer I'animal dans un bécher rempli d’eau et de mesurer 'amplitude et la vigueur
avec lesquelles I'animal tente d’échapper a cette situation aversive. Un animal qui
exprime des comportements de type dépressif aura tendance a étre immobile dans

'eau.
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Figure 3. Représentation du test de la nage forcée (FST; de I'anglais
forced swim test)[31]

L’obésité exacerbe ce type de comportement chez la souris, entre autres en
augmentant les taux de cytokines pro-inflammatoires telle I'interleukine 1 béta (IL-1[)
dans I'amygdale[32]. Cette structure cérébrale, tout comme le NAc, fait partie du
systeme limbique, une interconnexion entre différentes structures cérébrales

impliquées dans la modulation des processus émotionnels.

1.3. Les acides gras oméga-3

1.3.1. Généralités
Les oméga-3 (n-3) font partie de la famille des acides gras polyinsaturés (PUFA; de
'anglais polyunsaturated fatty acid) a chaines longues qui par définition sont des
acides gras comportant un minimum de deux insaturations. Les n-3 se caractérisent
par leur premier double lien sur le carbone 3 a partir du groupement méthyle de la
chaine carbonée[33]. Il existe plusieurs types d’acides gras n-3, dont I'acide alpha
linolénique (ALA; de I'anglais alpha-linolenic acid), I'acide eicosapentaénoique (EPA;

de l'anglais eicosapentaenoic acid) et 'acide docosahexaénoique (DHA; de I'anglais



docosahexaenoic acid). L'EPA et le DHA sont considérés comme les acides gras n-3
les plus actifs biologiquement chez I'étre Humain[34].

L’Humain peut synthétiser tous les types d’acides gras nécessaires au bon
fonctionnement des fonctions biologiques a I'exception des acides gras a chaines
longues n-3 et oméga-6 (n-6) [35]. En effet, 'ALA est considéré comme un acide gras
essentiel puisqu’il ne peut étre synthétisé a partir d’aucun autre acide gras, en raison
de I'absence de désaturase qui insére un double lien au carbone en position 15. Il est
donc essentiel de se procurer cet acide gras dans I'alimentation. L’ALA peut, par
contre, étre convertie en EPA et subséquemment en DHA[36]. Quoi qu'il en soit,
plusieurs critiquent cette allégation en dénotant le taux de conversion tres faible de
'ALA en EPA et puis en DHA[37]. Par ailleurs, il semble qu’il y ait un dimorphisme
sexuel important a ce niveau. Les femmes convertiraient ’ALA en EPA et en DHA a un
taux de 21% et 9.2% respectivement. Pour leur part, les hommes le convertiraient a un
taux de 8% et 4% pour 'EPA et le DHA respectivement[38]. C’est pourquoi il est
nécessaire de consommer régulierement des aliments riches en EPA et en DHA afin

d’atteindre un apport optimal [37].

1.3.2. Sources alimentaires
L’ALA est présente majoritairement dans les huiles végétales, les noix, la graine de lin
et les produits dérivant du soya[39], ce qui en fait I'acide gras n-3 prédominant dans
'alimentation des Nord-Américains[40]. L'EPA et le DHA se retrouvent principalement
dans les aliments d’origine marine. Plus précisément, I'huile dérivée du krill et des
algues sont les plus riches en EPA et DHA[41]. Les poissons pélagiques d’eau froide
tel le saumon, la sardine et le hareng sont également d’excellentes sources de ces n-
3. En revanche, il est maintenant connu que la teneur en acides gras de ces poissons
varie grandement selon la localisation géographique, la période de I'année ou ils sont
péchés, ainsi que I'alimentation des poissons eux-mémes. En effet, les poissons issus
de pisciculture, mangeant une diéte a contenu constant en n-3, auront une teneur en
n-3 beaucoup plus stable tout au long de I'année comparativement aux poissons

sauvages. D’'importantes variations dans le contenu en EPA et DHA des suppléments
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sous forme de capsule ont également été observées[34]. Cette variabilité complique
I'évaluation de I'apport exact en ces acides gras auprés de la population a l'aide de
meéthodes traditionnelles telles que le rappel de 24 heures ou le questionnaire de

fréquence alimentaire.

1.3.3. Apports recommandés
Santé Canada a déterminé un apport recommandé journalier pour 'ALA. Il s’agit d’un
apport suffisant (AS) fixé a 1,6 g/jour et a 1,1 g/jour pour les hommes et les femmes de
plus de 14 ans respectivement[42]. Cette recommandation est critiquée puisqu’il s’agit
d’'un AS, valeur établie lorsque les données scientifiques sont insuffisantes pour
déterminer un apport de nutritionnel recommandé. Pour étre plus précis, «L'AS est
I'apport quotidien moyen recommandé en s'appuyant sur des observations, des
expérimentations ou des estimations approximatives de I'apport nutritionnel chez un ou
plusieurs groupes de personnes apparemment en bonne santé qui semblent conserver
un statut nutritionnel adéquat»[43]. Donc, cette évaluation des besoins pourrait étre
inexacte dans certaines situations dues au manque de données probantes pour établir
une recommandation précise selon I'age, le sexe et I'état de santé par exemple. Au
niveau des apports journaliers en EPA et DHA, les grandes instances
gouvernementales incluant I'Organisation mondiale de la santé, [I'Association
américaine de diététique ainsi que les diététistes du Canada s’entendent pour
recommander une consommation de deux portions de poissons gras par semaine,

équivalant approximativement a 500 mg d’EPA et de DHA par jour[40,44].

1.3.4. Réles physiologiques
Les n-3 possédent de multiples rdles variés au sein de divers systemes. Entre autres,
les n-3 entrent dans la composition des phospholipides présents dans les membranes
cellulaires. Celle-ci varie grandement en fonction du type de cellules et de son
emplacement. Le DHA est davantage intégré dans les membranes cellulaires que
'EPA, et ce, majoritairement au sein des cellules cérébrales et de la rétine[41,45]. La

composition membranaire est également influencée par I'apport alimentaire. En effet,
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il a été démontré qu'une supplémentation en n-3, et plus spécifiqguement en DHA,
augmente la fluiditt membranaire[46,47]. D’ailleurs, la fluidité membranaire est
essentielle a 'expansion des membranes cellulaires, démontrant 'importance des n-3,
en particulier le DHA, lors du développement neuronal[48]. L’intégration des n-3 dans
cette structure influence aussi les mécanismes de signalisation intracellulaire,
I'activation et la formation des récepteurs transmembranaires, I'épaisseur de méme
que la perméabilité de la membrane[35,48]. Aussi, les n-3 jouent un rdle crucial dans
la réduction de linflammation. Entre autres, 'augmentation de l'apport en n-3
favoriserait la biosynthése de médiateurs anti-inflammatoires, au détriment de ceux
dérivés des n-6 pro-inflammatoires, puisque ces deux types d’acides gras partagent
les mémes enzymes de conversion[49]. De multiples évidences ont aussi démontré
I'effet des n-3 sur les niveaux circulants de molécules pro-inflammatoires telles les
interleukines 6 (IL-6), d'IL-1B, TNF-a ainsi que la protéine C réactive (CRP; de I'anglais
C-reactive protein) [50-52]. Dans le méme ordre d’idée, les n-3 bloquent la cascade
d’activation du facteur de transcription pro-inflammatoire nuclear factor-kappa B
(NFkB), qui lui-méme promeut I'expression de cytokines pro-inflammatoires[53]. Les n-
3 ont également démontré des effets bénéfiques au niveau du développement

foetale[54], de la fonction visuelle[55] et immunitaire[35,56].

1.3.5. Effets bénéfiques des n-3 sur le syndrome métabolique
Selon la Fédération internationale de diabéte, le syndrome métabolique est une
combinaison des facteurs de risques cardiaques les plus nocifs pour la santé[57] et la
synergie entre eux potentialise leurs effets délétéres. Les critéres diagnostiques de

cette condition sont détaillés a la figure 4.
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Définition du syndrome métabolique selon la Fédération international de diabéte (FID)

Selon la FID, pour gu’une personne soit définit comme ayant le syndrome métabolique, elle doit absolument

avoir:

Obésité abdominale (définit par la tour de taille, incluant des spécificités ethniques)

En plus d’au moins deux des facteurs suivants:

Triglycéridémie élevé >150 mg/dL (1,7 mmol/L)
Ou suivant un traitement pour cette anormalité lipidique

Cholestérol HDL < 40 mg/dL (1,08 mmol/L) pour les hommes
réduit < 50 mg/dL (1,29 mmol/L) pour les femmes
Ou suivant un traitement pour cette anormalité lipidique
Pression artérielle Pression systolique = 130 ou pression diastolique = 85 mm Hg
élevée Ou suivant un traitement pour une hypertension déja diagnostiquée

Glycémie a jeun élevé = 100 mg/dL (5,6 mmol/L)
Ou étant préalablement diagnostiqué avec le diabéte de type 2

Figure 4. Critéres diagnostiques du syndrome métabolique (adapté de la
FID, 2006[57])

Les effets bénéfiques des n-3 sur la santé cardiométabolique ont fait 'objet de
recherche extensive depuis 60 ans. Hugh Macdonald Sinclair, en 1953, a été I'un des
premiers a observer la basse prévalence de maladies cardiovasculaires chez les Inuits
du Grand Nord canadien malgré I'apport élevé en gras provenant des produits de la
mer[58]. Par la suite, en 1976, des chercheurs danois ont mis en évidence les hautes
concentrations en n-3 présentes dans leur sang d’Inuits du Groenland en plus de
discuter des effets bénéfiques des acides gras polyinsaturés sur la santé
cardiovasculaire[59]. Depuis, plusieurs essais contrélés randomisés ont confirmé I'effet
protecteur des n-3 entre autres sur la réduction des taux circulants de
triacylglycérol[60-62]. Pour leur part, les n-3 auraient un effet mitigé ou nul chez
I'Humain sur les taux sanguins de lipoprotéines a haute densité et sur la pression
artérielle[63]. Dans le cas de I'homéostasie glucidique, des études chez I'animal
démontrent clairement les effets positifs des n-3. Ces acides gras sont connus pour
étre des agonistes et des activateurs du récepteur gamma activé par les proliférateurs

de peroxysomes nucléaires (PPARYy; de I'anglais peroxisome proliferator-activated
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receptor gamma). Ce récepteur s'exprime principalement dans les adipocytes ou son
activation favorise I'expression de génes impliqués dans le métabolisme du glucose,
améliorant ainsi la tolérance au glucose[64,65]. Chez 'Humain, les bienfaits des n-3
sur la sensibilité au glucose restent incertains et nécessitent davantage de
recherche[63]. Il n’en reste pas moins que les effets anti-inflammatoires connus des n-
3 pourraient moduler la low-grade inflammation induite par l'obésité, et donc

indirectement contribuer a 'amélioration de certains paramétres métaboliques.

1.3.6. Effets bénéfiques des n-3 sur les comportements anxieux et
dépressifs

Une des premiéres études a adresser I'impact des n-3 sur les comportements anxieux
remonte a 1995. L’équipe de Frances et coll. a soumis des femelles gestantes de
méme que leurs progénitures males et femelles a une diéte déficiente ou adéquate en
ALA. lls n’ont dénoté, tout comme Belzung et coll., aucune différence significative des
comportements anxiogénes ni dans I'EPM ni dans le test du light/dark box
(LDB)[66,67]. Ce test mesure les comportements de type anxieux en utilisant I'aversion
naturelle des souris pour les espaces ouverts (Figure 5). Il consiste a exposer une
souris a une boite divisée en deux compartiments : 'un est éclairé et ouvert, 'autre est
fermé et sombre. Les deux compartiments communiquent entre eux par une petite
ouverture. Plus un animal est anxieux, plus il tentera d’éviter le compartiment clair pour

se réfugier dans le compartiment sombre[68].
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Figure 5. Représentation d’un light/dark box (LDB)[69]

Plus tard, en 2000, Carrié et coll. ont soumis des femelles gestantes a une diéte
déficiente ou adéquate en ALA. Les souris de la deuxiéme génération ont été nourries
aprés sevrage avec la méme diéte que leur mére. A 'age de 7 semaines, les souris
nourries a la diete déficiente en ALA ont été soumises a une diéte enrichie en n-3
provenant de jaune d’ceuf ou de phospholipides de cerveaux de porc, ces deux
dernieres étant riches en DHA. Cette équipe a découvert un important effet anxiolytique
des diétes supplémentées en n-3 dans 'EPM et 'TOFT comparativement au groupe
nourri de la diéte déficiente en ALA[70]. Toutefois, il est important de dénoter
importante réduction de concentration cérébrale en n-3 observée chez les souris
déficientes, ce qui pourrait expliquer les effets comportementaux bénéfiques observeés.
Dans les années qui ont suivi, plusieurs autres équipes de recherche utilisant des
approches variées ont démontré les effets bénéfiques des n-3 sur I'anxiété chez le
rongeur[71,72].

Parallélement, d’autres chercheurs ont étudié I'impact des n-3 sur les comportements

de type dépressifs chez le rongeur. Comme mentionné précédemment, le test de la
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nage forcée (FST) est I'expérience la plus frequemment utilisée en recherche pour
étudier les comportements de type dépressif chez le rongeur. En 2008, Venna et coll.,
a I'aide de ce méme test, ont remarqué une réduction significative de 'immobilité des
animaux suivant une diéte enrichie en n-3 durant six semaines. Cette équipe a obtenu
un résultat semblable en administrant une dose journaliére trés élevée (2,5 g/kg) d'n-3
aux animaux pour six semaines[73]. Certains auteurs ont argumenté que cet effet serait
majoritairement dd a l'effet du DHA et non de 'EPA. Par ailleurs, Huang et coll. ont
démontré une diminution de 'immobilité dans le FST suite a une diéte fort différente en
termes d’acides gras n-3, soit 36,80% pour la diéte expérimentale contre 0,39% pour
la diéte contréle, durant six semaines. Par contre, ils ont également observé que cette
diminution corréle inversement avec une augmentation du DHA cérébral, mais pas de
'EPA[74]. Ces résultats sont appuyés par ceux rapportés précédemment par
Shaldubina et coll., en 2002, qui ont démontré l'inefficacité d’un traitement aigu d’EPA
injecté a diverses concentrations a diminuer le temps d'immobilité dans le FST.
Néanmoins, plusieurs autres études publiées subséquemment ont démontré non
seulement I'efficacité des n-3 a améliorer les comportements de type dépressif chez le
rongeur, mais aussi a potentialiser les effets des antidépresseurs classiques tels que
la fluoxétine[75,76]. Il est toutefois important de mentionner que, bien qu’il soit trés
présent dans la littérature, le FST reste trés critiqué par plusieurs auteurs[77,78]. Ceux-
ci argumentent que I'immobilité des animaux, classiqguement interprétée comme un
comportement de désespoir, serait en fait une stratégie adaptative a une situation
stressante.

La plupart des recherches cliniques interventionnelles sur les n-3 et les troubles de
I'numeur sont relativement nouvelles et portent principalement sur la dépression.
L'anxiété est souvent un résultat secondaire de ces recherches et a ce sujet, les études
démontrent des résultats controversés dépendamment des populations étudiées. En
effet, plusieurs recherches ont documenté linefficacité d’un traitement aux n-3 sur
'anxiété chez les personnes agées[79], les enfants et les adolescents souffrant de
troubles du comportement alimentaire[80] ainsi que chez les femmes
ménopausées[81]. Ces trois études ont d’ailleurs utilisé une dose d’EPA et de DHA se

rapprochant de la recommandation des diététistes du Canada, soit 500 mg d’EPA et
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DHA par jour[40], qui s’avére étre peu élevée comparativement a celles utilisées dans
plusieurs études animales. D'un autre cété, des équipes de recherche ont démontré
leur efficacité sur l'anxiété secondaire au syndrome prémenstruel[82], chez les
alcooliques abstinents[83], chez les personnes souffrant de toxicomanie[84], de méme
que chez les étudiants en médecine n’ayant pas d’antécédents d’anxiété[85]. Ces deux
dernieres études ont toutefois utilisé des doses tres élevées d’'EPA et de DHA, soit
environ cinq fois la recommandation canadienne journaliere.

Pour ce qui est de la dépression, une méta-analyse d’essais randomisés contrblés a
été publiée en 2014 analysant l'efficacité d’un traitement aux n-3 chez les personnes
souffrant de troubles dépressifs majeurs (MDD; de I'anglais major depressive disorder)
et souffrant de symptdmes dépressifs sans diagnostic de MDD[86]. Ils ont montré
gu’une supplémentation en n-3 est efficace pour réduire les symptébmes dépressifs
chez les personnes diagnostiquées MDD et chez celles souffrant de symptomes
dépressifs, mais non diagnostiqués. Elle est aussi efficace pour traiter les
comportements dépressifs chez les personnes souffrant de bipolarité. A I'inverse, une
supplémentation en n-3 est inefficace pour traiter les symptémes dépressifs chez les
femmes enceintes, les gens ayant des maladies cardiovasculaires, les gens souffrant
de schizophrénie, d’Alzheimer et autres troubles cognitifs de méme que chez les
femmes souffrant de dépression post-partum. Fait intéressant, ils ont démontré que la
supplémentation en n-3 est inefficace pour prévenir l'apparition de symptdmes
dépressifs chez les individus sains. Contrairement a ce qui a été observé chez les
animaux, cette équipe a découvert que l'efficacité des n-3 dans le traitement de la
dépression chez ’'Humain repose davantage sur 'EPA que sur le DHA.

Les résultats de toutes ces études antérieures démontrent que ce sujet est encore mal
compris et que davantage de recherches standardisées sont nécessaires. En effet, il
est difficile de comparer les résultats des études, autant chez l'animal que chez
’Humain, puisque ceux-ci peuvent étre grandement influencés par de multiples
variables confondantes. On pense, entre autres, au manque de rigueur dans les
meéthodes d’évaluation nutritionnelle[87], de I'hnétérogénéité des outils d’évaluation des
symptoémes anxio-dépressifs[88] ainsi que de la durée, dose et types d’acides gras

administrés[89]. Ces deux derniers points sont d’ailleurs des raisons qui ont motivé
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notre équipe a développer le protocole de recherche de I'article 1, en utilisant des doses
d’EPA et de DHA chez la souris qui sont proportionnelles a ce qui est utilisé chez

I’Humain.

1.3.7. Composition lipidique du cerveau
Le réle essentiel des PUFA au niveau du cerveau a été largement étudié dans les
derniéres décennies. L'étude de la composition lipidique du cerveau remonte aux
années 60[90]. Durant les années qui ont suivi, plusieurs équipes ont étudié I'effet
d’'une déficience en ALA et comment celle-ci altére drastiquement non seulement la
composition en acides gras, mais aussi les fonctions du cerveau[91,92]. Nous savons
aujourd’hui que le systéme nerveux posséde la plus grande concentration de lipides
aprés le tissu adipeux. D’ailleurs, dans le cerveau, un tiers des acides gras sont
polyinsaturés[93]. Plus spécifiquement, les membranes des cellules nerveuses sont
majoritairement formées de deux acides gras polyinsaturés: un n-6, l'acide
arachidonique et un n-3, le DHA[94]. Le DHA est I'acide gras le plus prédominant dans
le cerveau [48,95]. Les autres n-3 sont trés peu présents dans le cerveau. Par exemple,
'EPA y est présent a une concentration environ 275 fois inférieure au DHA[96]. Une
des hypothéses principales qui expliquerait cette faible concentration porterait sur la 3-
oxydation rapide de 'EPA comparativement au DHA, présent davantage dans les
membranes cellulaires[97]. La synthése endogéne d'EPA et de DHA au niveau du
cerveau serait relativement faible[97]. Leurs concentrations cérébrales sont
grandement influencées par la teneur de la diéte en ces mémes acides gras ainsi que
par la synthése endogéne provenant du foie a partir de 'ALA[98]. Toutefois, le taux de
DHA cérébral semble plus difficile a moduler par la diete qu'au sein d’autres organes
[90,93,99]. L'EPA, pour sa part, est plus sensible que le DHA aux fluctuations d’apports
alimentaires en acides gras[100]. L’hypothése derriere cette préservation des niveaux
de DHA est qu’il s’agit d’'un acide gras essentiel a la structure et aux fonctions
cérébrales, c’est pourquoi des mécanismes encore inconnus seraient mis en ceuvre
afin d’y maintenir une concentration stable[99]. La composition lipidique de certains

organes peut étre associée a certaines psychopathologies. C’est le cas entre autres
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de la dépression. Une relation inverse existe entre le risque de souffrir de dépression
et les niveaux d'n-3 présents dans les globules rouges[101,102]. Ces derniers
constituent un biomarqueur fréquemment utilisé dans les études cliniques pour
déterminer I'apport alimentaire a court terme en n-3[103]. Pour ce qui est de la
composition lipidique du cerveau reliée a la dépression, les études cliniques ont
démontré, jusqu'a présent, des résultats négatifs[104—-106]. Considérant les effets
bénéfiques des n-3 sur ce type de pathologie, plus de recherches sont donc

nécessaires pour mieux comprendre la mécanistique derriére cette observation.

1.4. GPR120

1.4.1. Classification et structure

Les G-protein coupled receptor (GPCR) sont des récepteurs transmembranaires qui
participent a des mécanismes de signalisation intracellulaires impliqués dans une
multitude de fonctions a travers I'organisme. D’ailleurs, ceux-ci font partie d’'une famille
importante de récepteurs comptant environ 850 différents GPCR dans le corps
humain[107] et constituent la cible de prés de 50% des meédicaments sur le
marché[108]. Par définition, ces récepteurs possédent un domaine N-terminal
extracellulaire, sept hélices alpha qui traversent la membrane[109], que I'on appelle
également domaine transmembranaire, ainsi qu'un domaine C-terminal
intracellulaire[110]. Les GPCR peuvent étre activés par de multiples ligands qui
incluent les acides gras a chaines courtes, moyennes et longues, les
neurotransmetteurs, les hormones de méme que les ondes lumineuses[107]. Les
GPCR sont généralement classifiés selon leur séquence d’acides aminés ainsi que par
leurs similarités fonctionnelles. La classe A inclut les récepteurs de type rhodopsine.
Elle est considérée comme la plus grande famille de GPCR, puisqu’elle regroupe les
récepteurs aux hormones, aux neurotransmetteurs et a la lumiere. Les autres classes

se détaillent comme suit :
e La classe B ou famille de récepteurs de la sécrétine

e La classe C ou famille de récepteurs métabotropiques du glutamate

19



e La classe D ou famille de récepteurs de phéromones de reproduction fongique

e La classe E ou famille de récepteurs de 'adénosine monophosphate cyclique

e La classe F ou famille de récepteurs frizzled/smoothed[111].

GPR120 (G-protein coupled receptor 120) ou FFA4 (Free-fatty acid receptor-4) est un

GPCR de type rhodopsine qui a été décrit pour la premiére fois en 2003[109] (Figure
6).
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Figure 6. Diagramme de type snake-plot (d’aprés Moniri, 2016)[112].
Légende : A: Alanine, C: Cystéine, D: Acide aspartique, E: Acide glutamique, F:
Phénylalanine, G: Glycine, H: Histidine, I: Isoleucine, K: Lysine, L: Leucine, M:

Méthionine, N : Asparagine, P : Proline, Q : Glutamine, R: Arginine, S: Sérine, T:
Thréonine, V: Valine, W: Tryptophane, Y: Tyrosine
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Ce récepteur est entre autres exprimé dans les membranes cellulaires de I'intestin, des
poumons de méme qu’au sein d’adipocytes et de macrophages [113-115]. GPR120
est activé par une large gamme d’acides gras saturés et insaturés a chaines

longues[116], avec une affinité plus prononcée pour les acides gras n-3[117].

1.4.2. Réles métaboliques et anti-inflammatoires

Les réles attribués a GPR120 sont multiples, considérant son modéle d’expression
dans divers organes a travers l'organisme[118]. Néanmoins, ceux-ci tournent
majoritairement autour de deux grands thémes : son implication dans les fonctions

métaboliques et dans les fonctions anti-inflammatoires.

D’abord, Hirasawa et coll., en 2005, ont été 'une des premiéres équipes de recherche
a identifier 'implication de ce récepteur dans 'homéostasie de I'insuline et du glucose.
En effet, ils ont démontré qu’une stimulation de GPR120 chez la souris par des acides
gras a longues chaines induisait une augmentation de la sécrétion de GLP-1
(glucagon-like peptide-1) dans l'intestin. Cette équipe a montré que cette activation,
autant in vitro qu’in vivo, induit une augmentation de l'insuline circulante[119]. Plus tard,
en 2012, I'équipe du Dr Philippe Forguel a confirmé le role joué par GPR120 dans la
balance énergétique. lls ont démontré qu’'un variant dysfonctionnel du géne de
GPR120 augmente les risques de souffrir d’'obésité, et ce, autant chez la souris que
chez ’lHomme[120]. Ensuite, en 2014, I'équipe de Dr Jerrold M. Olefsky rapporte qu’un
agoniste spécifique de GPR120, le compound A (cpdA), diminue l'inflammation de
maniére dépendante a GPR120. En effet, ces chercheurs ont généré des souris knock-
out (KO) de GPR120 spécifiguement dans les macrophages. lls ont nourri ces souris
avec une diéte riche en gras enrichie de cpdA. lls ont démontré que GPR120 est
essentiel a la réduction de l'inflammation, puisque le cpdA perd ses effets bénéfiques
chez la souris GPR120 KO. lIs ont aussi montré les effets protecteurs de I'agoniste sur
la sensibilité a I'insuline et la tolérance au glucose chez les souris obéses, effet qui est
complétement perdu avec l'invalidation du géne de GPR120. lIs rapportent également
les bénéfices de cet agoniste sur la potentialisation de l'insuline dans le foie en

diminuant la stéatose hépatique chez les souris obéses[121]. Néanmoins, les résultats
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démontrant les effets anti-inflammatoires et d’'augmentation de la sensibilité a I'insuline
de ce récepteur restent controversés. En effet, un article publié en 2016 par une équipe
danoise argumente que ces effets bénéfiques sont indépendants de GPR120[122].
Ces contradictions démontrent que plus de recherches sont nécessaires pour élucider

I'implication de ce récepteur au niveau métabolique et anti-inflammatoire.

Au niveau cérébral plus spécifiquement, les connaissances au sujet du réle de GPR120
restent limitées. Une équipe brésilienne a démontré en 2012 qu’une injection
intracérébroventriculaire (ICV) d’n-3 réduit I'inflammation cérébrale induite par une
diéte haute en gras. lls ont également montré I'expression de GPR120 dans le noyau
arqué de l'hypothalamus et plus précisément dans les neurones orexigéenes
AgRP/NPY[123]. Par la suite, une autre équipe a démontré qu’une injection ICV d'un
agoniste non spécifique de GPR120 réduirait les comportements de type anxieux chez
la souris[124]. Il n’en reste pas moins que l'implication de GPR120 dans la réduction
de l'inflammation cérébrale et des comportements anxio-dépressifs sous-jacents reste
méconnue et nécessite plus de recherche. Ce dernier point, combiné aux
contradictions actuellement présentes au sujet du rdle métabolique et anti-
inflammatoire de GPR120, ont grandement motivé l'initiation du projet présenté dans

I’'article 2 de ce mémoire.

1.4.3. Mécanisme anti-inflammatoire

En fonction du type cellulaire ou GPR120 est exprimé, celui-ci utilisera un mécanisme
de signalisation cellulaire différent. Lorsque ce récepteur est impliqué dans la fonction
inflammatoire et exprimé a la membrane des cellules immunitaires comme les
macrophages, GPR120 implique la signalisation de B-arrestin-2. Comme il est
démontré a la figure 7, lorsqu’un ligand extracellulaire comme les n-3 se lie au
récepteur, celui-ci sera phosphorylé par des kinases qui augmenteront 'affinité de son
domaine intracellulaire qui séquestrera la protéine B-arrestin-2. Cette liaison entrainera
l'internalisation du complexe GPR120-3-arrestin-2 vers le cytoplasme. Ce complexe
interagira avec la protéine TAB1 (Transforming growth factor-f3 activated kinase 1-
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binding protein) qui empéchera sa liaison avec TAK1 (Transforming growth factor-f3
activated kinase 1)[118]. La cascade pro-inflammatoire qui s‘ensuit I'activation de TAK1
est possible entre autres via I'activation de deux récepteurs membranaires distincts.
Premierement, TNRF (tumor necrosis factor receptor) peut étre activé par TNF-a
circulant. Deuxiéemement, le lipopolysaccharide (LPS), la composante active des
endotoxines produites par les bactéries Gram négatives[125], ou encore les acides
gras saturés [126] peuvent activer le récepteur TLR4 (Toll-like receptor 4 )[115]. La
liaison de TAB1 et TAK1 engendre une cascade de signalisation pro-inflammatoire qui
implique entre autres I'activation de JNK (c-Jun N-terminal kinase), IKK (/kB kinase) et
NFkB. En bloquant l'interaction de TAB1 et TAK1, GPR120 court-circuite I'effet de
I'activation des récepteurs TNRF et TLR4, et empéche donc I'expression et la sécrétion

de cytokines pro-inflammatoires telles IL-6, IL-13 et TNF-a[118].

23



MACROPHAGE
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B-arrestin-2 ALY
Pro-inflammatory factors:
IL-1B, IL6, IL10
COX-2, TNF-o. MCP-1..
Figure 7. Schéma du mécanisme anti-inflammatoire de GPR120 dans

un macrophage (adapté de Oh et coll., 2010[115] et Zhang, 2014[110]).

Les fleches rouges représentent 'effet anti-inflammatoire médié par les n-3 et les
fleches noires représentent I'effet pro-inflammatoire médié par I'activation des
récepteurs TNFR ou TLR4.
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1.5. Hypothéses et objectifs de recherche

1.5.1. Hypothéses

Nous formulons I'hypothése qu’une supplémentation chronique en n-3 en contexte pro-
inflammatoire induit par 'obésité améliore les comportements anxio-dépressifs, la
sensibilité au glucose, la composition lipidique cérébrale ainsi la neuroinflammation.
Nous émettons également I'hypothése que 'activation microgliale de GPR120 diminue
la neuroinflammation in vitro de méme que les comportements anxio-dépressifs

associés in vivo.
1.5.2. Objectifs

- Mesurer les impacts d’'une supplémentation chronique en n-3 en contexte
d’obésité induite par la diéte sur les paramétres métaboliques, incluant entre
autres la composition corporelle, la sensibilité au glucose et la dépense
énergétique, les comportements anxio-dépressifs, la composition lipidique du

cerveau et la neuroinflammation.

- Décrire les effets de I'activation microgliale in vitro de GPR120 en contexte pro-
inflammatoire de méme que ses répercussions comportementales et

inflammatoires in vivo.

1.6. Contribution aux articles

Les deux manuscrits présentés dans ce mémoire sont des versions préliminaires non
publiées au moment du dépot de ce mémoire. Pour I'article 1, j'ai effectué en majorité
les mesures et analyses métaboliques, comportementales de méme que les mesures
d’expression génique. J’ai collaboré sur cet article avec la plateforme de phénotypage
métabolique et physiologie biocellulaire du CRCHUM pour les mesures de sécrétion
protéique et avec l'équipe de Christine DesRosiers a lInstitut de cardiologie de
Montréal pour les analyses de composition lipidique cérébrale. Pour larticle 2, jai
effectué toutes les mesures d’expression génique, de sécrétion protéique en plus des
tests de comportement. J’ai finalement majoritairement contribué a la rédaction de ces

deux manuscrits.
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Abstract

Background: Dietary omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3) improve obesity-
associated insulin resistance and chronic inflammation and are effective in alleviating
neuroimmune activation and depressive-like symptomology. Obesity significantly
elevates the odds of developing depression whereas in mice chronic consumption of a
diet rich in saturated fat elicits anxiety and despair in @ manner linked to metabolic
dysfunction and neuroinflammation.

Hypothesis: N-3 supplementation improves energy homeostasis, anxiodepressive
behavior and neurolipid composition altered by diet-induced obesity.

Objectives: To measure the effects of a chronic n-3 supplementation in a context of
obesity on metabolic, behavioral and inflammatory parameters as well as neurolipid
composition.

Methods: Male C57BI/6J mice were fed a saturated high-fat diet (HFD) or chow for 20
weeks. During the last 5 weeks mice received daily supplementation (gavage) of fish
oil or corn oil. Food intake and body weight were measured throughout while additional
metabolic parameters and anxiodepressive behaviors (elevated-plus maze, light-dark
box and forced swim test) were evaluated during the final week of supplementation.
Forebrain lipid composition and markers of reactive gliosis were assessed by gas
chromatography mass spectrometry and real-time PCR, respectively. Data were
analyzed by two-way ANOVA and Tukey pairwise post-tests, p<0.05.

Results: Five weeks of n-3 supplementation completely normalized glucose
intolerance in HFD mice without affecting body weight or fat mass. N-3 supplementation
also defended against anxiety- and despair-like behavioral responses to HFD. Brain
lipids, particularly polyunsaturated fatty acids, were altered by HFD and largely
reversed by n-3 supplementation whereas markers of microglial activity were
diminished by n-3 supplementation.

Conclusions: Fish oil supplementation following obesity onset and during
consumption of a saturated high-fat diet corrects glucose homeostasis, inhibits
anxiodepressive behaviors, restores neurolipid composition and decreases indices of

neuroinflammation. Together, these findings support the effectiveness of n-3
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supplementation for the improvement of peripheral and central metabolic disturbances

associated with poor dietary lifestyle and obesity.

Keywords Diet-induced obesity; Omega-3 fatty acids; Glucose tolerance; Anxiety;

Brain lipidomic.
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Introduction

Obesity is a multifactorial health problem that confers a major economic burden. While
often associated with heightened risk for cardiovascular and metabolic diseases',
obesity also significantly increases the incidence of mood disorders®~’. Anxiety and
depressive disorders impair quality of life, motivation and occupational functioning, and
these consequences diminish treatment adherence to further enhance metabolic
dysfunction and associated complications®. As metabolic and mood deficits exacerbate
the threat of obesity there is an imminent need to identify suitable therapeutic
interventions.

Obesity is often characterized by a state of low-grade inflammation. Several lines of
evidence suggest that enhanced immune activation, especially that concurrent with
visceral obesity, contributes to metabolic and mood impairments, including insulin
resistance and anxiodepressive behaviors, respectively. Excess consumption of
saturated fats, in particular, is known to aggravate metabolic dysfunction in obesity, in
part by generating physiological responses that favour deposition of pro-inflammatory
visceral adipose tissue®'". We recently reported that saturated (but not
monounsaturated) high-fat feeding in mice that promotes visceral obesity, peripheral
inflammation and glucose intolerance triggers anxiodepressive behavior via NFkB-
mediated neuroinflammatory processes in the nucleus accumbens (NAc), a brain
region linked to the hedonic and motivation deficits associated with depression. These
findings along with clinical and epidemiological data linking poor diet quality (including
excess saturated fat), metabolic dysfunction and depressive symptomology'®-'3 and
the protective effects of a Mediterranean diet'* strongly suggest that the type and

amount of dietary lipids contribute to the development of anxiodepressive disorders.

Consumption of omega-3 fatty acids (n-3), such as eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic acids (DHA), has been shown to reduce cerebral inflammation
coincident with obesity’. In addition, n-3 dietary deficiency and lower brain n-3
concentrations are reported to potentiate anxiety- and depressive-like behaviors in

rodents'®-18, Consistently, n-3 supplementation (principally EPA) can effectively lessen
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depressive symptoms in people suffering from bipolar and major depressive
disorders'®. Despite these findings, the impact of n-3 supplementation in the context of
obesity and ongoing consumption of a diet high in saturated fat on metabolic and

emotional endpoints has not been fully explored.

The present study aimed to determine the effects of a chronic n-3 supplementation in
mice following the onset of obesity and during a saturated high-fat diet on metabolic,

behavioral, anti-inflammatory neurolipids and brain gliosis markers.
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Methods

Animals

All experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care Committee
of the CRCHUM in accordance with the standards of the Canadian Council on Animal
Care. Seven to eight-week-old male C57BL/6J mice were obtained from Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA). Upon arrival, mice were individually housed
and maintained in an environmentally controlled room (22—24°C) with ad libitum access
to standard chow and water. Mice were acclimatized to a reverse light/dark cycle for at
least seven days prior to initiation of experiments. Mice were decapitated under

isoflurane anesthesia. Brains and blood samples were harvested and stored at -80°C.

Diets and Fish Oil Supplementation

Mice (n=12/group) received ad libitum access to either a saturated high-fat diet (HFD)
containing 50% kcal palm oil or an ingredient-matched, control chow diet containing
16.8% kcal soybean oil for 20 weeks (Supplemental Fig. 1A). During the last 5 weeks
(from the 16" to the 20" week) of the diet protocol, mice from the HFD and chow groups
received daily gavage of fish oil (FO; Omega Protein; Houston, TX, USA) or control
corn oil (Ctrl; Sigma—Aldrich; St. Louis, MO, USA) (Table 1) defining four experimental
groups: high-fat diet + control (HFD®"™); high-fat diet + fish oil (HFDF°); chow diet +
control (chow®"); chow diet + fish oil (chowf©). Fish oil supplementation (0.7 mg/kg
body weight) was based on the American Dietetic Association and Dietitians of Canada
recommendations for humans of 500 mg of combined DHA and EPA per day?® and
subsequently dose-converted for mice according to published standards?'. Diets and

supplementation continued throughout metabolic and behavioral testing.
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Metabolic Profiling

Body weight and food intake were measured weekly whereas additional metabolic
measurements were performed during the 19" and 20" week of diet. For glucose
tolerance tests (GTT), mice were fasted for four hours prior to intraperitoneal (IP)
injection of glucose (2 g/kg of body weight). Blood glucose was measured at 0, 15, 30,
60 and 120 minutes post-injection. Lean and fat mass were measured using nuclear
Echo MRI (Echo Medical Systems; Houston, Texas). Energy expenditure (normalized
to lean mass), respiratory exchange ratio (RER: VCO2/VO2) and ambulatory activity
were assessed for 24 hours after a 24-hour habituation period in the Comprehensive
Lab Animal Monitoring System (CLAMS; Colombus Instruments) set at 22°C.

Behavioral Experiments
All behavioral tests were video recorded and analyzed using Ethovision XT software
system (Noldus). Behavioral testing was carried out during the 19" week of diet. All

testing was performed in the light just before dark cycle onset.

Elevated-Plus Maze

The elevated-plus maze (EPM) was used to assess anxiety-like behavior as previously
reported?2. In brief, each mouse was placed in the center of the maze facing an open
arm opposing the experimenter. Number of open arm entries, percentage of open arm

time and distance travelled were measured over a period of five minutes.

Light/Dark Box

The light/dark box (LDB) was used as an additional measure of anxiety-like behavior.
The mouse LDB apparatus (Med Associates, Inc.) consists of an illuminated
compartment next to a dark compartment covered by a lid (both 13.7 cm X 13.7 cm X

20.3 cm). The two boxes were separated by a partition wall with an opening at the
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bottom to allow the animal to pass freely between compartments. The number of entries

and time spent in the lit compartment were measured for five minutes.

Forced Swim Test

The forced swim test was used as a measure of behavioral despair as described in
detail previously??. Mice are placed in a beaker of water (24°C) for 6 minutes. Velocity
and locomotor capacity are evaluated during the first two minutes while mobility is

measured during the last four minutes.

Brain Lipid Quantification

Forebrains (n=12 per group) were used for quantitative profiling of fatty acids, both free
and bound to triglycerides and phospholipids, by gas chromatography-mass
spectrometry using previously described methods?3-2°. In brief, samples containing 25
mg of pulverized forebrain tissue were incubated overnight at 4°C in a solution of
chloroform/methanol (2:1) containing 0.004% butylated hydroxytoluene (BHT), filtered
through gauze and dried under nitrogen gas. Fatty acids were analyzed as their methyl
esters after a direct transesterification with acetyl chloride/methanol on a 7890B gas
chromatograph coupled to a 5977A Mass Selective Detector (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA) equipped with a capillary column (J&W Select FAME CP7420; 100
m x 250 um inner diameter; Agilent Techonologies Inc.) and operated in the PCI mode
using ammonia as the reagent gas. Samples (0.4 uL) were analyzed under the
following conditions: injection at 270°C in a split mode (split ratio: 50:1) using high-
purity helium as the carrier gas (constant flow rate: 0.44 mL/min) and the following
temperature gradient: 190°C for 25 min, increased by 1.5°C/min until 236°C. Fatty acids
were analyzed as their [M+NH3]+ ion by selective ion monitoring and concentrations

were calculated using standard curves and isotope-labeled internal standards.
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Quantitative PCR

Samples of forebrain tissue were processed for mRNA extraction (TRlzol method;
Invitrogen) and cDNA synthesis. Quantitative gene expression was measured from
1:10 cDNA dilutions. RT-PCR were performed using the QuantiFast SYBR Green PCR
kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer's guidelines on a
Corbett Rotor-Gene 6000.

Iba-1 forward: GGATTTGCAGGGAGGAAAAG,
reverse: TGGGATCATCGAGGAATTG;
GFAP forward: AACGACTATCGCCGCCAACTG,

reverse;: CTCTTCCTGTTCGCGCATTTG;
Cyclophilin  forward: GCTTTTCGCCGCTTGCTGCA,
reverse: TGCAAACAGCTCGAAGGAGACGC.

Relative gene expression was calculated using the AACT method using cyclophilin as

the housekeeping gene. Each PCR reaction was performed in triplicate.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

For plasma protein measurements, blood was collected after decapitation, kept on ice
and then centrifuged at 8000 g for 10 min at 4°C. Plasma was stored at —80°C until
further use. Insulin was measured using the antibodies and reference standards
contained in R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) Duokits enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kits according to the manufacturer’s protocol.

Statistical Analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 6 software (San Diego, CA, USA). Outliers
were removed using Grubbs’ test set at p<.05. A two-way ANOVA with Tukey pairwise
post-tests were used to evaluate group comparisons as described in the figure legends.
All data are presented as mean + SEM. p<0.05 was set as criterion for statistical

significance.
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Results

N-3 supplementation attenuates metabolic disturbances induced by a
saturated high-fat diet
We first sought to determine the impact of n-3 supplementation on metabolic endpoints

in mice fed a HFD or control chow diet. As shown in Figure 1A, body weights of HFD
mice significantly increased as compared to control mice (Overall diet effect; F(,38) =
24.74; p<0.0001); however, n-3 supplementation failed to significantly affect body
weights in either diet group. n-3 did not either change fat or lean mass body composition
(Fig. 1B). Calorie intake was elevated in HFDC" mice (Overall diet effect; F(33s) = 78.44;
p<0.0001) and n-3 supplementation resulted in a small, but significant decrease in food
intake in HFDF® mice by the 5" week without affecting food intake in control mice
(Overall diet and supplementation effect; F(3,3s) = 88.42; p<0.0001; Fig. 1C). HFD and
FO supplementation failed to affect locomotor activity in the dark and light cycle (Fig.
1D-E). As expected, HFD decreased RER towards higher lipid utilization (Fig. 1F-G)
and increased total energy expenditure (Fig. 1H); however, n-3 supplementation did
not influence RER or energy expenditure in either diet group (Fig. 1F-H). HFD
promoted glucose intolerance which was corrected by n-3 supplementation: glucose
excursion curves for HFDF® mice were similar to Chow®" mice (Overall diet and
supplementation effect; F@3s) = 9.601; p<0.0001; Fig. 11). HFD resulted in
hyperinsulemia (Overall diet effect; F¢1,32) = 15.14; p=0.0005; Fig. 1J). and n-3

supplementation failed to alter plasma insulin levels in either group.

Omega-3 supplementation protects against anxiety-and depressive-like
behavior triggered by a saturated high-fat diet
We set out to determine the influence of diet-induced obesity with or without n-3
supplementation on anxiety and depressive-like behaviour using three behavioral
tasks. In the elevated-plus maze (EPM), chronic high-fat feeding increased signs of
anxiety as suggested by reduced open arm entries (Overall diet effect; F(1,35)= 7.946;
p=0.0079; Fig. 2A) and proportion of time spent in the open arms for HFDC" mice as
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compared to Chow®" mice (Overall diet effect; F(1,35= 7.315; p=0.0105; Fig. 2A). N-3
supplementation removed this difference between groups: open arm entries (Overall
supplementation effect; F(,35 = 2.215; p=0.1456; Fig. 2A) and time (Overall
supplementation effect; F(1,35 = 0.4955; p=0.4861; Fig. 2A) between Chow®" and
HFDFO groups were not significantly different. HFD also decreased distance travelled in
the EPM (Overall diet effect; F(1,34) = 5.203; p=0.0289; Fig. 2A), an effect reversed by
n-3 supplementation (Overall supplementation effect; F(1,34)= 3.684; p=0.0634; Fig. 2A)
In a second test of anxiety, the light/dark box (LDB), high-fat feeding again triggered
anxiety-like behavior as demonstrated by a lower number of entries (Overall diet effect;
F1,35=2.001; p=0.1660; Fig. 2B) and proportion of time spent in the lit compartment in
HFDCt" mice relative to Chow®" mice (Overall diet effect; F(1,36)= 10.98; p=0.0021; Fig.
2B). In contrast, the HFDFO group had similar entries (Overall supplementation effect;
F(1,35)= 4.268; p=0.0463; Fig. 2B) and lit compartment time as compared to the Chow®"
group (Overall supplementation effect; F(1.36) = 0.05502; p=0.8159; Fig. 2B). In the
forced swim test (FST), HFD enhanced behavioral despair: Immobility time was
increased in HFD®" mice as compared to Chow®" mice (Overall diet effect; F(1,36) =
9.987; p=0.0032; Fig. 2C). On the other hand, immobility time was similar between
HFDFO and Chow®" mice (Overall supplementation effect; F1,3s) = 0.7648; p=0.3876;
Fig. 2C). As an index of locomotor capacity, swim velocity was comparable across the
four groups (Overall diet effect; F(1,36) = 1.326; p=0.2572; Overall supplementation
effect; F(1,36)= 0.6359; p=0.4304; Fig. 2C).

Saturated high fat feeding and omega-3 supplementation modulate brain

fatty acid content
To evaluate the impact of an n-3 supplementation on brain lipid composition, we
performed quantitative profiling of forebrain fatty acid content. As shown in Figure 3,
several polyunsaturated fatty acids were modified by the HFD including
eicosapentaenoic acid (EPA; Overall diet effect; F(1,29) = 7.714; p=0.0095), dihomo-y-
linolenic acid (DGLA; Overall diet effect; F(1,37)= 49.74; p<0.0001) and linoleic acid (LA;
Overall diet effect; F(1,27)= 15.07; p=0.0006). An important supplementation effect was
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also observed in the high-fat fed animals for EPA (Overall supplementation effect; F(1,29)
= 48.32; p<0.0001), DPA (Overall supplementation effect; F(1,29) = 50.51; p<0.0001),
DGLA (Overall supplementation effect; F(1,37)= 12.3; p=0.0012) and arachidonic acid
(AA; Overall supplementation effect; F(1,36) = 15.14; p=0.0004). Results for other fatty

acids are shown in Table 2.

Fish oil supplementation rescues brain reactive gliosis generated by a

chronic high fat diet.
As a final step, we measured glial fibrillary acidic protein (GFAP) and ionized calcium
binding adaptor molecule 1 (Iba-1) mRNA as markers of forebrain reactive gliosis. As
shown in Figure 4, while HFD did not significantly alter expression levels for GFAP
(Overall diet effect; F(1,37) = 0.03956; p=0.8434) and Iba-1 (Overall diet effect; F(1,38) =
0.06012; p=0.8076), n-3 supplementation resulted in a near significant trend for
reduced GFAP levels (Overall supplementation effect; F1,37)= 10.44; p=0.0026) and
decreased Iba-1 levels in the HFDFO mice relative HFDC" mice (Overall

supplementation effect; F(1,38)= 1.512; p=0.2264).
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Discussion

An increase in n-6 intake to the detriment of n-3 has been observed over recent
decades, a change in dietary pattern that is posited to contribute to heightened immune
activity and enhancement of obesity-associated conditions?6. Accordingly, the inverse
relationship between both body mass index?’” and depression rates?® with circulating n-

3 fatty acid levels implicates n-3 intake in the regulation of energy balance and mood.

While several reports assessed the protective effects of n-3 against the development
of obesity, using diets varying in nutritional composition?®-3!, very little research
evaluated n-3 consumption consequences when obesity is already present32,
Moreover, to our knowledge, no study has administered n-3 via gavage, a method
mimiking human n-3 supplementation. The present study investigated the impact of fish
oil composition and concentrations based on recommendations for daily DHA and EPA
intake established by the WHO. DHA and EPA are more biologically potent than alpha-
linolenic acid, an n-3 fatty acid widely used in studies3? and criticized for its limited ability

to convert to longer chain fatty acids34.

On the other hand, we cannot ignore the potential confounding effect of the
concentration of EPA and DHA in the FO formula. It is important to keep in mind that
the observed beneficial effects of this FO could be attributed to other fatty acids or their
synergy between them. Nevertheless, we hypothesize that a large part of the benefits
can be attributed to EPA and DHA, considering the vast literature on their beneficial

effects.

Alterations in body weight following nutritional interventions can confound explanation
of glycemic changes®®. Previous studies demonstrated beneficial effects of n-3 on
glucose tolerance in mice3336:37; however, deviations in body weight and fat mass
biased interpretation of results. Here we demonstrate that daily fish oil supplementation
following obesity onset defends against the deleterious effects of a saturated high-fat
diet on glucose tolerance and anxiety-like behavior despite absence of changes in body

weight, fat mass and energy expenditure. While food intake was moderately reduced
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and there was a trend for lower body weight for the HFDC group by the fifth week of
gavage, body composition was unchanged. Thus, the benefits of FO on glycemia are
unlikely to be purely secondary to catabolic actions of n-3. Improved glucose tolerance
did not coincide with changes in insulin levels however, in spite of predicted
hyperinsulinemia in mice subjected to HFD. These findings suggest that n-3
supplementation may improve insulin sensitivity independent of modulating insulin

synthesis and secretion.

Several mechanisms have been proposed to explain the greater onset of anxiety and
depression in obesity, including immune activation, impaired hypothalamic-pituitary-
adrenal axis activity and neuroendocrine dysfunction®. We recently reported that
saturated, but not monounsaturated, high fat feeding triggers anxiodepressive
behaviors3®. Consistently, here we show increased anxiety-like behavior in the EPM
and LDB tasks and indices of despair using the FST in HFDC" mice. Although HFDC"
mice exhibited reduced distance traveled in the EPM we believe this reflects decreased
exploratory behavior (increased anxiety) by HFD rather than blunted locomotor
capacity: First, there were no changes in both dark and light cycle locomotion as
measured in metabolic cages; second, there were no differences in swimming velocity
in the FST; and third, the reduced distance travelled in HFDC" mice in the EPM was
reversed n-3 supplementation. Furthermore, the protective effect of n-3
supplementation on HFD-induced anxiodepressive behavior is supported by
observations in the LDB and FST tasks.

Despite the abundance of DHA in the brain, several lines of evidence reveal the stability
of brain DHA in response to dietary interventions®*#!, findings consistent with our
lipidomic results. EPA levels, on the other hand, fluctuate more rapidly and according
to ongoing nutritional status. While decreases in brain DHA, EPA and DPA
concentrations by HFD were not significant, our results demonstrate that FO
supplementation substantially increased EPA and DPA levels in the brain, especially in
high-fat fed mice. The lack of DHA changes may be due to the 5-week supplementation
period implemented, as longer n-3 nutritional interventions have been shown to elevate

brain DHA*2. Interestingly, EPA rather than DHA supplementation ameliorates
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depressive symptomology in randomized controlled trials of n-3 supplementation for
individuals with major depressive disorder’. This is corroborated by rodent
experiments showing the benefits of dietary EPA to rescue the deleterious effect of an
intracerebroventricular interleukin-1p injection, a cytokine well implicated in
inflammatory responses*® and depressive behavior*. Two n-6 fatty acids, AA and
DGLA, were also considerably modified by supplementation, in an opposing manner.
DGLA was reduced by HFD and potentiated by n-3 supplementation in both chow and
HFD groups. Although found in only trace amounts in the brain, DGLA yields anti-
inflammatory eicosanoids and competes with AA for cyclooxygenase and
lipoxygenase, inhibiting the production of AA’s eicosanoids. Thus, decreases in brain
DGLA by HFD and reversal by n-3 supplementation may participate towards
corresponding decreased neuroimmune activity. Unlike Morselli et al., we did not find
brain palmitate content increased following a high-fat diet exposure*®. This discrepancy

may be due to the different duration and nutritional composition of the diets used.

The pro-inflammatory state triggered by a high-fat diet is coincident with reactive gliosis
in the brain®41. Increased Iba-1 and GFAP markers reflect reactive gliosis, a
neuroimmune response to invasion or injury. Although forebrain expression of Iba-1
and GFAP were not elevated by chronic high fat diet, these two markers were
suppressed by n-3 supplementation in high-fat fed mice. The lack of HFD-induced
reactive gliosis in our study is likely due to the use of whole forebrain samples and not
specific brain regions (such as the NAc) that may be more sensitive to obesity-induced

neuroinflammation.

How does n-3 supplementation offset metabolic dysfunction and anxiodepressive
caused by diet-induced obesity? In view of increased brain n-3 levels following
supplementation, we speculate that enhanced n-3 signaling may be partly involved. N-
3 free fatty acids can activate GPR12046, a G protein-coupled receptor that is implicated
in the anti-inflammatory effects of n-3 in the periphery, including the insulin-sensitizing
effect of n-3 intake*’. Such a possibility is consistent with our previous report showing
the anxiolytic effects of central pharmacological GPR120 activation*®. In parallel or

alternatively, n-3 are known to be agonists and activators of nuclear peroxisome
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proliferator activated receptor gamma (PPARYy). This receptor is expressed in
adipocytes where its activation promotes the expression of genes involved in glucose
metabolism, thus improving glucose tolerance*®°°, Also, the cellular mechanism used
by enzymatic and non-enzymatic derivatives of n-3 fatty acids, which have been the
subject of recent publications demonstrating their cardio and neuroprotective effects,
remains largely unknown. Future research will be required to determine if either of these
mechanisms or their combined actions could be involved in the protective effects of n-

3 supplementation against diet-induced metabolic dysfunction.
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Table 1

Composition (%) Corn oil Fish oil
Myristic C14:0 =01 8,20
Palmitic C16:0 86-165 18,43
Stearic C18:0 1.0-33 3,36
Arachidonic C20:0 =08 0,20
Palmitoleic C16:1 <0,5 11,51
Oleic C18:1 200-422 916
Linolenic C18:2 39.4-620 1,67
y-Linolenic C18:3 05-15 0,28
Gondoic C20:1 =05 019
Eicosapentaenoic (EPA) C20:5 13,93
Heneicosapentaenoic (HPA) C21:5 0,52
Docosapentaenoic (n-6 DPA) C22:5 0,23
Docosapentaenoic (n-3 DPA) C22:5 2,30
Docosahexaenoic C2286 13,35
Other =09 16,67
TOTAL 100.0 100.0
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Figure 3
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Table 2

Brain FA composition

P Chowein Chow HFDetn HFDFe

Myristic acid £14:0 0.25+0.02 0.27 £ 0.01 0.24 20,02 0342013 #
Palmitic acid C18:0 31.97 478 32362157 31.95 £ 1.91 34332176
Palmitoleicacid | C16:1 n-T 0.72£0.11 0.75 £ 0.1 0.65 £ 0.11 0.61+0.13
Stearicacid C18:0 421221185 43121085 46372995 5838 % 11.85
Oleic acid C18:1 n-g 49.55+7.33 51.97 £6.63 4979253 57.24 4,16
Vaccenicacid | C18:1 n-7 463 20.44 4292057 427 £ 0,61 3.66 £ 0.56
Mead acid £20:3 n-8 022 £0.04 0.2220.03 0.35 £ 0.05 == 0.33£0.05
Ratio n-3/n-6 7332056 587225 7312134 10.45 = 5,58
Total% SFA 4337 £ 4,43 437421877 S09:42 4785 =20.39
Total% MUFA 35.95 £ 2.48 346721448 356+ 3.1 32.25+13.23
Total% PUFA 16.27 £ 1.08 15.15 £ 6.07 133207* 12.0£5.25
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Supplemental 1

A

Chow HFD
Fat source Soybean oil Palm oil
Fat (g/kqg) 70 270
Casein (g/kg) 200 200
L-Cystine (g/kg) 3 3
Sucrose (g/kg) 100 100
Cornstarch (g/kg) 3975 197 .5
Dyetrose (g/kg) 132 132
Mineral Mix {g/kg) 35 35
Vitamin Mix (g/kg) 10 10
% Kcal Fat 17 50
% Kcal carbohydrates 62 43
% Kcal proteins 21 7
Total Kcallg 38 48
% palmitic acid (C16:0) 10.2 44 5
% stearic acid (C18:0) 4.5 4.2
% oleic acid (C18:1) 227 394
% linoleic acid (C18:2) 54.8 9.5
% linolenic acid {(C18:3) 7.8 N/A
% saturated fat 15 51.1
% monounsaturated fat 23.4 38.8
% polyunsaturated fat 61.2 97

N/A data not available
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Figure Legend

Table 1 Fatty acid composition corn and fish oil supplements.

Table 2 Brain fatty acids composition (% of total fatty acids) after 15 weeks of
high-fat feeding and 5 weeks of omega-3 supplementation.

SFA: saturated fatty acids; MUFA: mono-unsaturated fatty acids; PUFA:
polyunsaturated fatty acids. Values are expressed as the mean concentration of fatty
acids + SEM; Two-way ANOVA, Tukey post hoc; * p <0.05, ** p <0.01, **** p <0.0001.

vs chowC!" # vs HFDCt,

Figure 1 Omega-3 supplementation protects against impaired glucose tolerance
driven by a high-fat diet without inducing changes in body composition, energy
expenditure and plasmatic metabolic parameters.

(A) Body weight progression during 15 weeks of low-fat diet (chow) or high saturated
fat diet and during 5 weeks of daily gavage with corn oil (ctrl) or fish oil (FO). (B) Body
fat and lean mass composition. (C) Cumulative calorie intake for 15 weeks before and
during daily gavage for 5 weeks. (D-E) Ambulatory activity, (F-G) Respiratory exchange
ratio (RER) and (H) energy expenditure corrected by metabolic mass over a 24-hour
period in metabolic chambers (CLAMS). (l) Plasma glucose concentration following an
intraperitoneal injection of dextrose (2 g/kg). (J) Plasma levels of insulin at time of
sacrifice. Values are expressed as group mean + SEM; Two-way ANOVA, Tukey post
hoc; * p <0.05, ** p <0.01, ** p <0.001, **** p <0.0001. N=9-12/condition.

Figure 2 Omega-3 supplementation rescues the exploratory deficit and anxiety-
like behavior induced by a high-fat diet in the elevated plus maze and the light

dark box test respectively.
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(A) Number of entries in the open arms, percentage of time spent in the open arms and
distance travelled in the elevated-plus maze. (B) Total entries and percentage of time
spent in the lit compartment of the light/dark box. (C) Immobility time and swim velocity
in the forced swim test. Values are expressed as group mean + SEM; Two-way
ANOVA, Tukey post hoc; * p £ 0.05, ** p < 0.01. N=9-12/condition.

Figure 3 Brain fatty acid composition is altered after 20 weeks of high-fat feeding
and 5 weeks of fish oil supplementation.

EPA: Eicosapentaenoic acid; DPA: Docosapentaenoic acid; DGLA: Dihomo-y-linolenic
acid; LA: Linoleic acid; AA: Arachidonic acid; DHA: Docosahexaenoic acid. Values are
expressed as the mean concentration of fatty acids + SEM; Two-way ANOVA, Tukey
post hoc; * p < 0.05, **** p < 0.0001. N=4-12/condition.

Figure 4 Omega-3 supplementation rescues reactive gliosis induced by a
saturated high-fat diet.

(A) Relative gene expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and (B) ionized
calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1) of whole brain sample measured by RT-
PCR. Values are expressed as group mean + SEM; fold change vs chowC! for all
genes; Two-way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0.05. N=9-12/condition.

Supplemental 1 Diet composition
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Chapitre 3: Article 2 (non publié)

Microglial GPR120 activation protects against neuroinflammation and

associated behavioral alterations
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Abstract

GPR120 is a G protein-coupled receptor for long-chain fatty acids, including omega-3
polyunsaturated fatty acids (n-3) that are known to have beneficial effects on
inflammation, metabolism and emotional states. GPR120 partly mediates the anti-
inflammatory and insulin-sensitizing effects of n-3 in peripheral tissues, findings that
are generating considerable interest in GPR120 as a therapeutic target. Despite these
results, the role of brain GPR120 is largely unknown. The aim of this study was to
characterize the expression pattern of brain GPR120 and to investigate its potential
role in neuroinflammatory responses both in vitro and in vivo. First, using primary
cultures and FACS-purified neural cells, we found that GPR120 is predominantly
expressed in microglia of neonatal and adult mouse brain. Second, GPR120 activation
by a selective agonist (compound A; cpdA) greatly attenuated lipopolysaccharide
(LPS)-induced morphological changes and the expression and secretion of pro-
inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6 and TNF-a) of primary microglia. Finally, central
administration of cpdA alleviated the locomotor and anxiogenic effects of LPS.
Collectively, these findings suggest that GPR120 plays a key role in neuroimmune
function by offsetting microglia inflammatory responses and related behavioral
changes. GPR120 could contribute to the protective effects of n-3 at the neural and
behavioral levels and may also hold promise as a target for treating neuroinflammatory

conditions associated with obesity.

Keywords Microglia, GPR120, LPS-induced inflammation, anxiety, sickness

behavior.
Highlights

o GPR120 is predominantly expressed in microglia throughout the mouse brain

o GPR120 activation reduces LPS-induced pro-inflammatory responses in
primary microglia

o Central GPR120 activation prevents LPS-induced anxiety and sickness

behaviors
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Introduction

GPR120, also known as free fatty acid receptor 4 (FFA4), is a G protein-coupled
receptor preferentially activated by long-chain fatty acids including omega-3
polyunsaturated fatty acids (n-3)'. Present in peripheral macrophages, GPR120 has
been shown to mediate the anti-inflammatory effects of n-32. In addition, diet-induced
obese mice receiving a GPR120 specific agonist (compound A, cpdA) exhibit reduced
metabolic inflammation and improved glucose homeostasis®, and thus GPR120 has
garnered much attention as a potential target for the treatment of metabolic disorders?.
In addition to macrophages, GPR120 expression is reported in immortalized neurons*
and microglial cells®, however relative expression by neural cell type remains to be
characterized. In view of the role of GPR120 on macrophages in the resolution of
systemic inflammation, we investigated the implication of GPR120 in neuroimmune

activity.

Pro-inflammatory mediators generated in the periphery also impact the brain to give
rise to physiological, metabolic, and behavioral responses that help wear off pathogens.
To mimic aspects of infection, a systemic immune challenge widely used is
lipopolysaccharide (LPS). Activation of the peripheral innate immune system by LPS is
known to induce elevation of pro-inflammatory cytokines in the brain®'3. Elevated
expression of inflammatory cytokines in the brain by LPS or chronic low-grade
inflammatory states like obesity are associated with sickness and/or anxiodepressive
behaviors'#-'7. Previous studies suggest that microglial cells play a central role in
mediating neural and behavioral changes associated with systemic infections'®-20,
Microglia cells are sentinels involved in both innate and adaptive immune responses in
the brain, and excessive and/or prolonged microglial activation has been associated

with anxiodepressive behaviors?'.

This present study aimed to determine: (1) the cellular expression of GPR120 in the
brain; (2) the effects of a specific GPR120 agonist (cpdA) on LPS-induced

60



neuroinflammation both in vitro and in vivo, and (3) the effects of cpdA on LPS-induced

anxiodepressive-like and sickness behaviors in mice.

61



Methods

Animals

All experiments were approved by the Institutional Animal Care Committee of the
CRCHUM in accordance with the standards of the Canadian Council on Animal Care.
Nine to ten-week-old C57BI/6 male mice from Jackson Laboratories (Bar Harbor,
Maine, USA) were used for gene expression and secretion measurements experiments
as well as for in vivo experiments. Eight to ten-week-old CX3CR17 mice from Jackson
were used for fluorescence-activated cell sorting (FACS). All animals were maintained
in an environmentally controlled room (22-24°C) with ad libitum access to standard
chow and water. Mice were acclimatized to a reverse light/dark cycle for at least seven

days prior to initiation of experiments.

Compounds

LPS from Escherichia coli (L-4516, serotype 0127:B8) was purchased from Sigma—
Aldrich (St. Louis, MO, USA) and aliquoted for a single freeze-thaw. Compound A
(cpdA) was purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). CpdA was
selected for its high affinity and selectivity for GPR1203. On testing days, cpdA and LPS
were freshly dissolved in phosphate-buffered saline (PBS) + 16% dimethylsulfoxide
(DMSO) and saline respectively. For cell culture, cpdA was dissolved in ethanol (100%)
for stock solution at 100 mM and diluted in the culture media to a final concentration of

10 uM (final ethanol concentration; 1/1000; also diluted in control condition).

Microglial Cell Culture Isolation and Treatment

Primary cultures of microglial cells were derived from male and female wild type pups
(P1-P2 postnatal day) (Supplemental information 1A). Briefly, after decapitation and
meninges removal, brains were dissected and mechanically dissociated. Mixed glial
cells were cultured in T75 flask and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) containing 25mM of glucose and supplemented with 10% heat-inactivated
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Fetal Bovine Serum (FBS) and 1% of antibiotics (Penicilin G (10,000U/ml)-
Streptomycin Sulfate (10,000 ug/ml) at 37°C in 95% O2, 5% CO2. Media was changed
twice per week (every three days) to reach astrocytes confluence (10-14 days).
Subsequently, microglia start growing on top of a single layer of astrocytes as small
rounded cells. To obtain purified and healthy microglia, we the mix culture was ceased
as soon as microglia floated in the media and while the astrocytes remained attached
to the bottom. Primary microglia were finally harvested by removing the supernatant
(without shaking, centrifuging or enzymatic solution) and cultured in 24-well plates for
a maximum of five days prior to treatment to increase cell adhesion. The purity of the
isolated microglia was > 95% for Iba-1 as determined by real time PCR (RT-PCR). To
compare the expression of GPR120 in different brain cell types, primary astrocytes and
a neuronal hypothalamic cell line (N46) were used. For the GPR120 agonist treatment,
microglial cells were cultured in the media without FBS for 24h. Microglial cells were
exposed to cpdA (10uM) or its vehicle (DMSO) 1h before adding either LPS
(100 ng/ml), as a positive control for inflammation, or PBS (LPS vehicle) for 6h3. As
cpdA may rapidly react with albumin, serum-free medium was used in these steps.
Finally, supernatants were harvested for ELISA and cells were processed for RNA

extraction.

Microglial Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)

As detailed by Legroux et al., 2015%?, deeply anesthetized adult male CX3CR7 mice
were perfused with 50ml of saline 0,9% (w/v). Brains were collected in hibernate
medium (Life technologies, Burlington, ON, Canada) and kept on ice. Organs from
pooled mice (n=3) were finely minced with a scalpel followed by a 15 min digestion with
a mixture of collagenase D (2mg/mL, Roche Diagnostic) and DNase | (14ug/mL, Roche
Diagnostic) in a water-bath at 37°C. After homogenization and centrifugation by
Percoll™ to remove myelin, microglial cells were isolated using a CD11b positive
(remove no microglial brain cells) selection kit according to the instructions provided by
the manufacturer (Stemcell Technologies, #18000). After, CD11b positive cells were
incubated with blocking solution (0.02ug/mL of rat anti-mouse CD16/CD32, BD

63



Bioscience) and FACS buffer was added (PBS+1%FBS+0.1% Sodium azide)
containing PECy7-conjugated antibody recognizing mouse CD45 prior to cell sorting
(Microglial cells are CD45intCD11b* and macrophages are CD45hiCD11b*). The gene
encoding CreER for CX3CR71 mice was followed by an IRES-EYFP element?®. This

insertion, as already observed?4, revealed that EYFP* cells were Iba1* that allows
microglial-YFP* cell sorting (Microglial-YFP sorting is based on CD45int YFP+) from
adult mice (Figure 1B). Data were acquired on an Arya lll flow cytometer and data were

analyzed using Diva software (BD Biosciences).

Immunohistochemistry

To evaluate microglial morphology changes induced by LPS treatment, we performed
Iba-1 immunochemistry revealed by Vectastain Elite ABC HRP kit using DAB (3,3’-
diaminobenzidine) peroxidase (HRP) substrate (with nickel) purchased from Vector
Laboratories (CA, USA). After treatment, microglia cell cultures were post-fixed in 4%
paraformaldehyde. After blockage of endogenous peroxidase (30 minutes in H202
0,3% + 0,3% normal goat serum (NGS)) and blockage of no specific site (30 minutes
in 3% NGS + 0,1% Triton + 0,02% Azide in PBS 1X). Samples were blocked and
incubated with primary antibodies overnight (3% NGS + 0,1% Triton + 0,02% Azide in
PBS 1X + 1ba1:500 ; 1 ug/ml ; Wako chemicals, Richmond, VA, USA) at 4°C followed
by 2 h incubation at 22°C with a secondary biotinylated anti rabbit IgG antibody
(provided in the DAB kit: vector BA-1000 (rabbit). After the incubation with the
peroxidase substrate solution and dehydration, coverslips were mounted and imaged
with a Zeiss fluorescent microscope (Carl Zeiss AG, Jena, Germany) at a 20-fold
magnification. Morphometric analysis of microglia images (Zeiss Axiolmager.M2
ApoTome.2) were converted to 8-bit and measured using the “analyze particles”
function of Imaged. The total number of processes per cell was counted and the length

of each process was measured, from the border of the soma to the end of the process.
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Quantitative PCR

For in vivo experiments, nucleus accumbi were microdissected from fresh brain
sections and immediately frozen on dry ice before RNA extraction using TRIzol
(Invitrogen). For cell culture, TRIzol was directly added into the wells (75-90% cell
confluence). RNA concentration was quantified spectrophotometrically, and 1000 ng of
total RNA was reverse-transcribed by M-MuLV reverse transcriptase (Invitrogen) with
random hexamers following the manufacturer's conditions. The reaction mix was then
diluted fivefold before use. Quantitative gene expression was measured from 1:5 cDNA
dilutions. RT-PCR were performed using the QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) according to the manufacturer's guidelines on a Corbett Rotor-
Gene 6000. Quantitative real-time PCR for GPR120, GFAP, NeuN, IL-13, IL-6, TNF-q,
MCP-1, 1Iba-1 and 18S were performed using primers from Qiagen
(http://www.qgiagen.com/products/pcr/quantitect/primerassays.aspx). Relative gene
expression was calculated using the AACT method using 18S as the housekeeping
gene. Each PCR reaction was performed in triplicate. Experiments were performed as

indicated using the following primer sequences.

Gene Primer sequences
18S F: TAG CCA GGT TCT GGC CAA CGG
R: AAG GCC CCA AAA GTG GCG CA
GPR120 F: TTT ACA GAT CAC GAA AGC ATC GC
R: GTG CGG AAG AGT CGG TAG TC
Iba1 F: GGATTT GCA GGG AGG AAA AG
R: TGG GAT CAT CGA GGAATT G
GFAP F: AAC GAC TAT CGC CAACTG
R: CTCTTCCTG TTC CGC CATTTG
NeuN F: CCA GGC ACT GAG GCC AGC ACACAGC
R: CTC CGT GGG GTC GGA AGG GTG G
IL-1B F: GAC CCC AAA AGA TGA AGG GCT
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R:ATGTGC TGC TGC GAG ATT TG
IL-6 F: CAG AGT CCT TCA GAG AGA TAC

R: AGC TTATCT GTT AGG AGA GC
TNF-a F: CAC GCTCTT CTG TCT ACT G

R: AAG ATG ATC TGA GTC TGA GG
MCP1 F:ATT GGG ATC ATCTTG CTG GT

R: CCT GCT GTT CAC AGT TGC C

ELISA

After starvation and exposure to cpdA and LPS, microglial cell culture media (75-90%
confluency) was collected before the addition of TRIzol and immediately frozen. Murine
TNF-a, IL-1B and IL-6 cytokines were measured using the antibodies and reference
standards contained in R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) Duokits enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kits according to the manufacturer’s protocol.

Behavioral Tasks

To assess the behavioral effects of central agonism of GPR120 in an acute model of
inflammation, male mice were injected IP with LPS (0.83 mg/kg) after receiving daily
intracerebroventricular (ICV) injections of cpdA (10 pg/day) or its vehicle (DMSO)
during three consecutive days. The cpdA dose was selected based on Oh et al.? and
was adapted for ICV administration (peripheral vs ICV dose ratio: 10:1)3. On day 3,
mice were euthanized 2h (gene expression studies) or 12h (behavior studies) after the
LPS injection. The LPS dose was chosen based on a report showing it is the minimal
effective dose to induce anxiety and depressive-like behavior?®. Control mice received

an IP injection of endotoxin-free saline solution (0.9 %).

Light/Dark Box Task
Light/dark box (LDB) was used to assess anxiety-like behavior. The apparatus (Med
Associates, Inc.) consisted of an illuminated compartment made of transparent plastic

and a dark compartment made of black plastic, covered by a lid (both 13.7 cm X 13.7
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cm X 20.3 cm). The two boxes were separated by a partition wall with an opening at
the bottom to allow the animal to pass freely between compartments. Number of entries
and time spent in the lit compartment of the box were measured by an overhead video
camera connected to a PC with Ethovision XT software (Med Associates, Inc.) for a

period of five minutes.

Elevated-Plus Maze Task

As previously reported, the elevated-plus maze (EPM) was used to assess anxiety-like
behavior?®. In brief, each mouse was placed in the center of the maze facing an open
arm opposing the experimenter. Distance travelled, velocity and percentage of time
spent in open arms were measured by an overhead video camera connected to a PC

with Ethovision XT software (Med Associates, Inc.) for a period of five minutes.

Intracerebroventricular Cannula Implantation

Animals were individually housed one week prior to ICV cannula implantation. Mice
were anesthetized with isoflurane (as inhalant: 3% induction; 1-2% maintenance) and
positioned in a stereotaxic apparatus (Kopf Instruments). A single ICV cannula (guide
cannula: C315GS-5-SP, 5 mm, 26 gauge, Plastics One) was implanted into the right
cerebral ventricle using stereotaxic coordinates (+0.5 mm caudal and +1 mm lateral; -
1.4 mm ventral from dura). The cannula was secured to the skull with cyanoacrylate
glue and dental cement and closed with an adapted dust cap (Dummy cannula:
C315DCS-5-SPC, 5 mm, Plastics One). Correct positioning of the cannula was verified
seven days after surgery by the drinking response elicited by an ICV injection of
angiotensin Il (20 ng/uL; Sigma). Behavioral testing and sacrifices were performed at
the end of the light cycle and during the dark cycle, respectively. Mice were decapitated
under isoflurane anesthesia. Brains and blood samples were harvested and stored at
-80°C.
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Statistical Analyses

All data are expressed as mean + SEM. Data were analyzed using GraphPad Prism 5
(San Diego, CA, USA). Intergroup comparisons were performed by ANOVA with
Bonferroni post hoc test as described in figure legends. p<0.05 was considered

significant.
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Results

GPR120 is predominantly expressed in microglia
GPR120 was highly enriched in cultured microglial cells obtained from newborn mouse
pups compared to primary astrocytes and a neuronal cell line (Figure 1A). In adult mice,
microglial-YFP cells were sorted by FACS (Figure 1B). GPR120 expression is highly
expressed in the YFP* cell fraction (microglial cells confirmed by Iba1 expression), and
absent in the negative fraction containing astrocytes and neurons (assessed by GFAP

and NeuN expression respectively; Figure 1B).

GPR120 activation attenuates morphological signs of microglial activation
Using chromogen-based immunohistochemistry of the specific microglial marker Iba1,
we found that LPS inhibits microglial process retractions (Figure 2A) as suggested by
a lower percentage of cells with processes (32% LPS vs 80% control; Figure 2B), a
feature characteristic of active amoeboid cells. Morphological changes induced by LPS
were not associated with alteration of cell processes length (Figure 2C). LPS did not
reduce number of processes per cell compared to control (Figure 2D). Pro-
inflammatory morphological changes induced by LPS were attenuated by GPR120
activation (Figure 2A) as cpdA increased the number of cells with processes by 60%
compared to LPS (Figure 2B) and the number of processes per cell by 32% (Figure
2D).

GPR120 activation decreases LPS-induced microglial inflammatory
markers
In cultured microglial cells, LPS treatment significantly increased mRNA expression of
pro-inflammatory cytokines interleukin-1 (IL-18), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis
factor a (TNF-a), monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) and ionized calcium-

binding adapter molecule 1 (Iba1; Figure 3 A, C, E, G, H). LPS application also
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increased IL-6 and TNF-a, but not IL-1B protein secretion (Figure 3 B, D, and F). Pre-
treatment with the GPR120 agonist, cpdA, reduced LPS-induced expression IL-13, IL-
6, TNF-a and MCP-1, without eliciting changes in Iba1 expression (Figures 3 A, C, E,
G, H). cpdA application decreased IL-6 and TNF-a, but not IL-13 protein secretion
(Figure 3 B, D, F). Together, these results indicate clear anti-inflammatory effects of
GPR120 activation.

Central GPR120 activation inhibits LPS-induced sickness behaviors
We then evaluated whether cpdA could also have an anti-inflammatory effect in vivo.
Systemic LPS administration did not significantly increase mRNA expression of Iba1,
IL-6 or IL-1B 2-hour post-injection in the nucleus accumbens (NAc) (Figure 4A). On the
other hand, intracerebroventicular pretreatment with cpdA did not reach statistical

significance in reducing IL-6 and IL-1 expression (Figure 4A).

We finally tested whether cpdA could alleviate the behavioral effects of systemic LPS
on anxiety-like behaviors. In the light/dark box (LDB) test, LPS injection decreased the
time spent in the anxiogenic lit compartment of the box (Figure 4B) and the number of
entries in this compartment (Figure 4C). Intracerebroventicular pretreatment with cpdA
strongly attenuated LPS-induced behavioral changes by demonstrating no significant
difference between the control and cpdA injected group (Figure 4B-C). In the elevated
plus test (EPM), another classical test to evaluate anxiety-like behaviors, cpdA
prevented locomotor deficits induced by LPS, as demonstrated by distance and velocity
measurements (Figure 4D-E) without affecting the time spent in anxiogenic open arm
(Figure 4F). This suggests a clear effect of GPR120 agonist on LPS-induced sickness

behavior more than on anxiety-like behaviors.
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Discussion

The present study provides the first evidence that brain GPR120 is enriched in
microglial cells. Furthermore, activation of GPR120 by the specific agonist cpdA was
effective in abbrogating LPS-induced inflammation of primary microglia whereas central

GPR120 activation supressed sickness behaviors elcited by LPS.

Microglia morphology is highly associated with function?-2° and microenvironment3%-31,
Here we established an association between GPR120 activation and a state of
microglia surveillance. While LPS reduced the number of cell processes, leading to
amoeboid shaped microglia, cpdA visibly blunted these characteristic microglia
morphological changes (Figure 2C). Consistently, LPS-induced microglial IL1-R, IL-6,
TNF-a and MCP-1 expression was reduced by cpdA treatment. Our results are in
agreement with previous findings demonstrating the activation of expression and
release of pro-inflammatory cytokines following an LPS administration®. We report here
an absence of correlation between IL-13 expression and secretion levels. IL-13 does
not follow the conventional ER-Golgi secretion mechanism, as opposed to IL-6 and
TNF-a33. We can hypothesize that our results are consistent with other teams who have
observed an excursion of IL-1f secretion, and this, minutely 2 hours after administration

of LPS in primary microglia*.

Neuroinflammation is associated with a myriad of complications including sickness and
depressive-like behaviors'”3%. In animal studies, an infection induced through systemic
administration of LPS activates the immune system to release pro-inflammatory
cytokines like IL-1B3, IL-6 and TNF-a. These cytokines mediate a pattern of responses
termed sickness behaviors that includes weakness, hypolocomotion and increased
anxiety and depressive-like behaviors’35-3%, We did not observe an increase in the
expression of Iba-1, IL-6 and IL-1R in the nucleus accumbens of mice peripherally
injected with LPS,and correspondingly, pretreatment with cpdA did not modulate
inflammaotry marker expression levels. However, there are several discrepancies in

the current literature regarding the delay between LPS injection and tissue harvesting
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in order to observe a neuroinflammatory response. Indeed, others observed significant
differences in the pro-inflammatory cytokine expression excursion at 2h post-systemic
injection of LPS°, while others observed differences at 24h post-injection*'. For Iba1
specifically, Norden et al. also observed an increase in Iba1 expression minimally 12h
post-peripheral injection of LPS, the cytokines being expressed much earlier*2. The
results of Norden et al. are in agreement with our results reinforcing the importance of
using a combination of several parameters to describe microglial activation, which
occurs upstream of cytokine expression. Nevertheless, considering the strong anti-
inflammatory effects of cpdA in vitro, we argue that the beneficial anti-inflammatory
effect of cpdA in vivo occur subsequent to the 2h time point. Also, it seems that the
brain structures studied are crucial in determining the delay between injection and
tissue harvesting. Indeed, many studies measured these inflammatory parameters in
the hippocampus and prefrontal cortex*%4'43  while this is the first to assess

inflammation in the nucleus accumbens.

Several studies provide evidence that communication from the site of inflammation to
the brain is systemically generated via a response in the perivascular macrophages
and microglia®”#445_ In rodents, depressive-like behaviors, secondary to an elevation
of pro-inflammatory cytokines, develop over a background of sickness behavior, similar
to those observed in depressed patients3®36.38 Immune-to-brain communication also
occurs in humans by generating mood changes that are associated with modified
activity in particular brain regions, following systemic inflammation or infection46-48,
While these modifications are part of an homeostatic process, it is increasingly evident
that inflammation has a detrimental effect in humans suffering from chronic mental
disorders*%%9, Finally, previous data showed that microglia become primed by ongoing
mood disorders, which increases their response toward subsequent inflammatory

stimuli, including systemic inflammation®'-52,

Also, peripheral cytokines promoted by LPS injection can access the central nervous
system and increase the production of local inflammatory mediators including IL-1 and
TNF-a by endothelial cells, perivascular macrophages, microglia and astrocytes®s.
Moreover, increased IL-13 and TNF-a expression in the brain is one of the hallmarks
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of rodent depressive-like behavior enhanced by LPS%-%_ In this way, several evidence
highlights the major implication of the NAc in the response to stress®® and the regulation
of anxiety and depressive-like behavior®®®® that are highly associated to
neuroplasticity®'. We previously found that prolonged chronic inflammation by high-fat
feeding resulting in diet-induced obesity elicits anxiodepressive behavior and NAc

molecular adaptations that correlate with the extent of behavioral despair®36".

Although we did not observe significant difference in brain Iba1 and pro-inflammatory
cytokine expression levels, we demonstrate that a LPS injection significantly evoked
characteristics of sickness behaviors as evidenced by a decrease in velocity and
distance travelled in the EPM as well as fewer entries and percentage of time spent in
lit compartment of the LDB test. Even though decreased locomotor activity can be
interpreted as anxiodepressive-like symptoms, results obtained may be more attributed
to sickness behaviors. Nevertheless, cpdA treatment abolished LPS-induced locomotor
impairments as evidenced by no difference in velocity and distance travelled in the EPM
as well as in number of entries and percentage of time spent in the lit compartment of
the LDB compared to vehicle-injected controls. Despite the absence of anti-
inflammatory effect of cpdA at 2h post-injection, we argue that the robust behavioral
modulation could be attributed to protective effects of cpdA in the brain, which minimally

occur after the time point used for behavioral experiments.
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Conclusion

Taken together, this work demonstrates the enrichment of GPR120 in microglial cells
and its capacity to moderate inflammatory responses. These findings identify GPR120
as a promising target for the prevention of microglia-mediated neuroinflammation. In a
consistent manner, these results also suggest a role of central GPR120 agonism in the
prevention of inflammation-related sickness behaviors. Collectively, this work
implicates GPR120 targeting in moderating immune response following systemic
inflammation and potentially offers an innovative therapeutic approach for
neuroinflammation-associated diseases such as anxiety and depression. Further
studies will be required to elucidate the role of GPR120 activation in the resolution of

obesity and associated metabolic inflammation.
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Supplemental 1

A P1 neonatal mice pups
N=5-6 per condition

Mixed cell cultures (20 days)

S5 "."-'.-‘,h.'.'

Isolation by shaking
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Microglial cells
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Graphical abstract
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Figure Legend

Figure 1 GPR120 expression in neonatal and adult mouse brain.

(A) GPR120 RNA expression in primary microglia, primary astrocytes, immortalized
hypothalamic neurons (N46) and whole brain by RT-PCR, (B) Expression of GPR120
and cell-type markers (Iba1, GFAP and NeuN for microglia, astrocytes and neurons
respectively) from adult mice after cell sorting (YFP* and negative fraction). Results are
expressed as mean = SEM, fold change vs microglia (1A), vs YFP* for GPR120 and
Iba1 gene marker and vs negative fraction for GFAP and NeuN gene marker (1B). N=4-
6.

Figure 2 Effects of GPR120 activation on microglial morphology changes
induced by LPS treatment.

(A) Image shows microglia after isolation or incubation of LPS and cpdA, (B)
Percentage of cells with processes, (C) Length of processes and (D) Number of
processes per cell. Results are expressed as group mean + SEM; One-way ANOVA,
Bonferroni post hoc; *** p < 0.001, **** p <0.0001 vs Ctrl/ctrl, $ p< 0.05, $$ p< 0.01 vs
Ctrl/LPS. N=7-9 for each coverslip condition (3 images by coverslip = 20 cells per

image).

Figure 3 GPR120 activation downregulates LPS-induced pro-inflammatory gene
expression and cytokines secretion in cultured microglia.

(A) Effect of GPR120 activation on LPS-induced gene expression of IL-13, (C) IL-6, (E)
TNF- a, (G) MCP-1, (H) Iba-1 and (B) Protein secretion of IL-13, (D) IL-6 and (F) TNF-
a in primary microglial cells derived from WT pups. Results are expressed as fold
change vs Ctrl/ctrl £ SEM; One-way ANOVA, Bonferroni post hoc; * p< 0.05, ** p< 0.01,
***p <0.001, *** p <0.0001 vs Ctrl/ctrl, $ vs Ctrl/LPS. N=4-8 for each condition.
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Figure 4 Central GPR120 activation blunts LPS-induced sickness behavior.

(A) Iba1, IL-6 and IL-1 gene expression in the NAc by RT-PCR, (B) Total entries, (C)
Percentage of time spent in the lit compartment of the LDB test, (D) Velocity, (E)
Distance travelled and (F) Percentage of open arm time in the EPM. Results are
expressed as fold change vs Ctrl/ctrl (4A) and group mean (4B-4F) + SEM; One-way
ANOVA, Bonferroni post hoc; * p< 0.05, ** p< 0.01, **** p < 0.0001 vs Ctrl/ctrl, $ vs
Ctrl/LPS. N=5-9 for each condition.

Supplemental 1
(A) Protocol for microglia cell culture from CX3CR1¢ER* and WT mouse pups and (B)

CX3CR1CreER* microglia cells expressing YFP*.

Graphical abstract: anti-inflammatory properties of GPR120 activation in

microglial cells.

In microglia cells, activation of TLR4 by LPS mediates pro-inflammatory cascades by
activating TAK1, Ikk® and NF-kB. Finally, these cascades increase the expression and
release of pro-inflammatory factors (IL-18, IL-6, MCP-1, TNF-q, etc.). In this study, we
observed that the activation of GPR120 by cpdA inhibits LPS-induced inflammatory
cascades by strongly decreasing cytokines expression and secretion. Microglial

activation of GPR120 could explain diminution of sickness behavior in mice.
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Chapitre 4: Discussion

Nous avons d’abord rapporté dans I'article 1 qu’une exposition chronique a une diéte
riche en gras (HFD; de I'anglais high fat diet) saturés chez des souris males pour une
durée de 15 semaines augmente significativement la prise de poids et la prise
alimentaire comparativement a une diéte faible en gras (chow). L’ajout complémentaire
d’'une supplémentation d’huile de poisson (FO; de I'anglais fish oil) ou d’huile de mais
(Ctrl) n’a pas semblé avoir d'impact sur le poids corporel des souris entre les groupes
de diétes. Nous avons cependant remarqué une différence significative de la prise
alimentaire chez les souris HFDFC comparativement au HFD®" seulement qu’a la toute
fin du traitement de gavage. Nous ne pouvons écarter I'impact de cet élément sur les
résultats métaboliques et comportementaux observés dans cette étude, mais il ne peut
certainement pas les expliquer dans leur entiereté.

Un des aspects fort intéressants de l'article 1 est qu’une dose d’n-3 représentative de
celle utilisée chez les Humains a été administrée aux souris quotidiennement, en
appliquant un facteur de conversion pour convertir des doses pharmacologiques de
I'Humain vers I'animal[127]. A notre connaissance, aucune autre équipe de recherche
n'a procédé de cette fagon auparavant. En effet, il n'est pas rare de constater
I'utilisation de doses d'n-3 colossales dans les études comportementales chez le
rongeur, de I'ordre de 400 a 4000 fois la dose utilisée dans notre étude[71,73,75,76].
De plus, le fait d'utiliser le gavage quotidien mimique davantage la supplémentation
chez 'Humain que si les n-3 avaient été inclus directement dans la nourriture des

souris, approche qui est trés commune dans la littérature. Cette technique a le
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désavantage d’étre imprécise quant a la quantité d'n-3 ingérée par I'animal sans
compter que la prise alimentaire peut en étre affectée en raison, par exemple, de
'odeur désagréable qui se dégage de la nourriture, pouvant rebuter 'animal. Enfin, on
ne peut passer sous silence le potentiel effet confondant de la composition du FO
utilisé. En effet, cette huile contient 28% d’EPA et de DHA, ainsi que plusieurs autres
acides gras tel I'acide palmitoléique, palmitique et myristique. Etant donné que cette
formule n’est pas composée en totalité d’EPA et de DHA, il est important de garder en
téte que les effets bénéfiques observés puissent étre attribuables aux autres acides
gras présents dans le FO ou a leur synergie entre eux. Néanmoins, considérant la
vaste littérature au sujet des effets bénéfiques des n-3 EPA et DHA, nous émettons
I'hypothése qu’une grande partie des bénéfices peut leur étre attribuée.

Nous avons également démontré un effet protecteur de la supplémentation en FO chez
les souris HFD en ramenant leur tolérance au glucose au niveau des souris chow.
aurait été toutefois pertinent de prélever, durant le test de tolérance au glucose, des
échantillons sanguins afin de pouvoir doser linsuline. Le dosage de l'insuline au
sacrifice a effectivement démontré que les souris HFD possédent une plus grande
concentration de cette hormone en circulation. Les résultats du test de tolérance au
glucose combinés a ceux des mesures protéiques de I'insuline nous indiquent que ces
souris sont intolérantes au glucose. Il nous est toutefois impossible de différencier s'il
s’agit d’'une résistance ou d’'un déficit de sécrétion d’insuline. Il est aussi difficile de
déterminer par quel mécanisme se produit I'effet protecteur des n-3 chez les souris
HFD. Nous pouvons émettre I'hnypothése qu’une partie de ces effets pourraient étre

expliqués par I'implication de la voie des PPAR[64,65] ou encore par I'activation du
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récepteur GPR120[110,121]. Néanmoins, nous pouvons conclure que cet effet
protecteur n’est ni di @ une modification de la composition corporelle, mesurée par
imagerie par résonnance magneétique, ni a une modification de I'activité ambulatoire,
du quotient respiratoire ou de la dépense énergétique mesurés grace a des cages
meétaboliques. Tel qu’attendu, nous observons un effet significatif du HFD sur ces
parameétres, mais aucune différence significative entre les types de supplémentation
n’a été mise en évidence.

De facon cohérente, les trois tests de comportement utilisés dans cette étude ont
démontré un effet délétére de la diete HFD, que ce soit par la réduction du temps passé
dans les bras ouverts de 'EPM, I'immobilité augmentée dans le FST ou encore le
nombre réduit d’entrées et de temps passé dans la zone claire du LDB. Nous avons
aussi démontré qu’'une supplémentation en FO empéche le déficit exploratoire des
souris dans 'EPM induit par une HFD. Nous parlons ici de déficit exploratoire et non
de déficit locomoteur puisqu’il n’y a pas de différence significative entre les groupes de
supplémentation pour la vélocité dans le FST, démontrant que les animaux sont tout
aussi capables de se mouvoir que les souris des autres groupes. Il n’en reste pas moins
que l'importante réduction de la distance parcourue dans 'EPM pour les animaux
HFDC" comporte un effet confondant non négligeable lors de l'interprétation du test du
LDB. En effet, étant donné que les souris HFDC!" explorent moins, ceux-ci seront donc
moins portés a entrer et a rester dans la boite claire. Ceci peut refléter un
comportement de type anxieux, mais peut aussi en partie étre expliqué par un déficit

ambulatoire volontaire. Néanmoins, dans tous les résultats de comportement
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présentés, les souris chowC" ne présentent aucune différence significative avec les
souris HFDFO, démontrant un fort effet protecteur des n-3 chez ces animaux.

En termes de lipidomique cérébrale, nous avons aussi mis en évidence une importante
augmentation de 'EPA et de 'acide docosapentaénoique (DPA), un intermédiaire entre
la conversion de I'EPA vers le DHA[99], chez les animaux HFDFO comparativement aux
souris HFD®!". De fagon intéressante, nous remarquons un effet marqué de la diéte
seulement pour I'acide dihomo-gamma-linolénique (DGLA), de méme qu’un effet de la
supplémentation seulement pour I'acide arachidonique (AA). Conformément a la
littérature, nous avons mis en évidence que le DHA cérébral est stable suivant
différentes interventions nutritionnelles, avec une absence de différence significative
entre les groupes. Un résultat qui est similaire pour I'acide linoléique (LA). Considérant
son utilisation fréquente dans les études cliniques pour évaluer I'apport a court terme
en n-3[103], il aurait été intéressant de répéter le méme exercice, mais cette fois dans
les globules rouges, afin d’établir si des corrélations existent avec les concentrations
cérébrales d’acides gras.

Finalement, nous avons démontré un effet protecteur des n-3 chez les souris HFD avec
la réduction de paramétres associés a la gliose réactive cérébrale. Cette réduction est
significative pour le marqueur microglial Iba1 et pratiquement pour le marqueur
astrocytaire GFAP. L’induction de ces biomarqueurs suite a une inflammation
engendrée par la diete est bien documentée dans la littérature. Ces mesures
d’expression génique ont été effectuées sur des échantillons de cerveau entier. Il aurait

été intéressant de mesurer ces mémes marqueurs, mais au sein de régions cérébrales
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impliquées dans les comportements anxio-dépressifs tels le NAc, le cortex préfrontal
ou encore I'amygdale.

Dans l'article 2, nous avons voulu explorer davantage le mécanisme potentiel sous-
tendant les effets observés dans l'article 1, soit I'implication du récepteur GPR120.
Pour ce faire, nous avons choisi un agoniste spécifique et synthétique de ce récepteur,
le cpdA. Nous avons procédé de cette fagon afin de nous assurer que les effets
observés sont secondaires a I'activation du récepteur, comparativement aux n-3 qui
possedent une multitude de cibles.

Nous avons d’abord montré la forte expression de ce récepteur dans les microglies
primaires isolées a partir de cerveaux de souriceaux. Nous avons également remarqué
sa faible expression dans les autres types cellulaires ainsi que dans le cerveau entier.
Ce dernier résultat est cohérent puisque la microglie constitue un trés faible
pourcentage de 'ensemble des types cellulaires du SNC[128]. L’expression microgliale
de GPR120 a été confirmée de méme que sa co-expression avec Iba1 dans la fraction
positive pour la protéine jaune fluorescente (YFP; de l'anglais yellow fluorescent
protein) exprimée par des souris adultes CX3C chemokine receptor 1 (CX3CR1),
marquant la microglie spécifiquement. Au sein de cette fraction YFP positive, nous
remarquons I'absence des marqueurs astrocytaires (GFAP) et neuronaux (NeuN).
Nous avons aussi rapporté les différences morphologiques des microglies primaires in
vitro suivant un traitement de LPS et d’agoniste de GPR120. La microglie prend une
forme amiboide et posséde moins de ramifications lorsqu’elle est exposée au LPS seul,
phénotype qui est prévenu par un prétraitement avec I'agoniste de GPR120. Cet effet

anti-inflammatoire du cpdA a été confirmé par des mesures d’expression génique et de
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sécrétion protéique de plusieurs cytokines pro-inflammatoires. En effet, le cpdA
prévient 'escalade d’expression d'IL-13, IL-6, TNF-a et MCP-1 au sein de microglies
primaires. Ceci est corrélé avec la prévention de l'augmentation de la sécrétion
protéique d’IL-6 et de TNF-a. Pour sa part, la sécrétion protéique d’IL-13 est inchangée
apres une exposition d’'une heure de cpdA et de six heures de LPS. Cette observation
est compatible avec les résultats d’étude démontrant le mécanisme de sécrétion d’IL-
18 distinct d’'IL-6 et TNF-a[129]. Nous émettons I'hypothése que cette sécrétion est
retardée par rapport aux cytokines utilisant un mécanisme de sécrétion conventionnel
via le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi. Malgré I'effet marqué du composé
sur le profil inflammatoire des microglies, il est important de se questionner sur la
méthodologie utilisée. En effet, a ce jour, les données disponibles ne permettent pas
de déterminer avec certitude si la microglie présente dans le SNC est réellement
exposée au LPS injecté en périphérie. Nous savons toutefois que les cytokines pro-
inflammatoires peuvent diffuser a travers la BBB[130], le LPS restant, pour sa part,
incertain. |l serait intéressant de répéter une méthodologie similaire en appliquant aux
microglies un mélange de cytokines afin de vérifier si le phénotype observé est
comparable.

Nous avons ensuite observé les effets du cpdA in vivo en conditions pro-
inflammatoires. Nous avons infusé I'agoniste directement dans le cerveau des souris
plutdét que de l'injecter en périphérie étant donné que nous ne connaissons pas la
permeéabilité de la BBB vis-a-vis du cpdA. Nous avons d’abord évalué 'expression de
génes d'intérét dans le NAc. A notre grande surprise, Iba-1, IL-6 et IL-1B sont restés

inchangés aprés I'administration du LPS, avec une tendance a la baisse avec le
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prétraitement de cpdA pour IL-6 et IL-1B. Il existe dans la littérature une grande
variabilité dans les délais utilisés par les équipes de recherche entre I'injection de LPS
et le prélevement des tissus. Nous avions déterminé au départ que les marqueurs
inflammatoires étaient a leur apogée dans le cerveau deux heures post-injection[131].
A la lumiére de nos résultats, nous émettons I'hypothése que cette excursion
surviendrait plus tard dans le temps. Il aurait été intéressant de mesurer ces mémes
marqueurs au méme moment que les tests de comportement ont été effectués, soit
12h aprés linjection de LPS. A [lorigine, considérant les effets connus de la
neuroinflammation sur les comportements de type anxio-dépressifs, nous avions
sélectionné des tests dans cette optique, soit le EPM et le test du LDB. Etonnement,
nous avons réalisé, en cours d’expérimentation, que les animaux injectés au LPS
exprimaient davantage des comportements de maladie plutét que de type anxio-
dépressifs. Les comportements de maladie se définissent par un état d’inconfort
généralisé caractérisé entre autres par de la fievre, des capacités cognitives altérées
de méme qu’une diminution de 'appétit, de I'activité locomotrice et des interactions
sociales[19]. De maniére surprenante, 'agoniste de GPR120 a complétement prévenu
la diminution de l'activité locomotrice induite par le LPS. Il aurait été intéressant
d'utiliser des tests mesurant d’autres parametres des comportements de maladie tels
que la diminution d’interaction sociale, I'anhédonie et l'altération de capacités
cognitives liées a la mémoire. Tout comme pour l'article 1, cette réduction importante
de l'activité locomotrice constitue un effet confondant important dans linterprétation
des résultats d’anxiété du test du LDB. En revanche, il est intéressant de voir le

parallele a ce niveau entre les deux études présentées ici. Dans l'article 1, les n-3 ont
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reverse le déficit exploratoire des souris suivant une inflammation induite par la diete.
Dans l'article 2, un agoniste spécifique de GPR120 a prévenu la diminution de 'activité
locomotrice induite par une inflammation d’origine bactérienne. Cette similitude
suggeére fortement I'implication du récepteur GPR120 dans les effets bénéfiques au
niveau des comportements exploratoires observés dans l'article 1. Il n’en reste pas
moins que le contexte inflammatoire utilisé dans l'article 2 difféere de celui résultant
d’'une obésité induite par la diéte. |l aurait été intéressant, dans le cas de I'article 2, de
répéter le méme protocole, mais en utilisant des facteurs nutritionnels connus pour
induire de 'inflammation, tel le palmitate. Les effets du cpdA a diminuer les effets nocifs
d’'une obésité induite par la diéte restent encore mal compris et il serait pertinent dans
le futur de les étudier davantage.

En somme, les résultats de ces deux articles améliorent nos connaissances actuelles
sur les bienfaits des n-3 sur I'obésité et les complications associées. lls ont également
permis 'avancement des données récentes encore limitées du mécanisme de GPR120
dans les cellules microgliales et son effet protecteur sur la neuroinflammation. La suite
pour ces deux projets de recherche serait d'utiliser une approche d’invalidation
génétique de GPR120. En effet, pour confirmer que les effets protecteurs observés
précédemment sont dépendants de GPR120, I'approche génétique est nécessaire.
Pour la partie in vitro, I'utilisation de microglies primaires dont le géne de GPR120 est
invalidé serait pertinente. De plus, nous pourrions appliquer un prétraitement avec le
cpdA de méme que différents acides gras n-3 pour en comparer les effets. Il serait
intéressant d’'induire un contexte pro-inflammatoire avec du palmitate, un acide gras

qui serait plus représentatif de I'inflammation induite par la diéte riche en gras saturés.
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Nous pouvons émettre I'hnypothése que les effets bénéfiques du cpdA et/ou des n-3
seraient complétement perdus au sein de microglie KO pour GPR120. Pour la partie
in vivo, I'utilisation d’'un KO de GPR120 serait également la prochaine étape a effectuer.
Plusieurs équipes de recherches générent des modéles de whole body KO, qui
invalident le géne d’intérét a I'étape embryonnaire, et ce partout a travers
I'organisme[132]. Cette approche a le désavantage de potentiellement altérer certaines
fonctions développementales ou le géne d’intérét serait essentiel. Des processus
adaptatifs et compensatoires pourraient alors subvenir dans 'organisme modifiant ainsi
le fonctionnement normal. L’invalidation a I'age adulte a I'aide d’un vecteur viral ou par
tamoxiféne par exemple permet d’éviter ce type de désagrément. C’est pourquoi
'induction d’'un KO de GPR120 chez une souris adulte spécifiquement dans la
microglie serait plus que pertinente dans ce cas-ci. Une exposition chronique a une
diéte HFD combinée a un gavage d'n-3 ou de cpdA pourrait étre effectuée sur des
souris sauvages ou KO pour GPR120 spécifiguement dans la microglie. Nous
pourrions émettre I'hypothése que les effets protecteurs autant métaboliques que
comportementaux des n-3 et du cpdA seront perdus chez les souris GPR120 KO.
L’activation de ce récepteur microglial par différents agonistes et son implication dans
la régulation de la neuroinflammation et des modifications comportementales
associées restent peu connues. Néanmoins, les n-3 de méme que les cibles de
GPR120 constituent une avenue prometteuse de recherche considérant leur potentiel

thérapeutique chez I'Humain.
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