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Résumeé

Les comportements motivés dont 1’addiction aux drogues d’abus, mettent en jeu le
systtme dopaminergique mésolimbique. Aussi connu sous le nom de systtme de la
récompense, celui-ci comprend les neurones a dopamine de ’aire tegmentale ventrale qui
projettent, entre autres, vers le noyau accumbens. Tout comme les neurones de
I’hypothalamus, les neurones a dopamine de 1’aire tegmentale ventrale répondent aux
hormones telles que la leptine, I’insuline et la ghréline pour modifier la prise alimentaire, la
motivation ou encore le tonus dopaminergique. Ceci indique que le systéme dopaminergique
mésolimbique est sensible aux signaux hormonaux circulants et suggere que les neurones de
I’aire tegmentale ventrale pourraient percevoir les signaux métaboliques comme le glucose ou
les acides gras. De plus, plusieurs études chez les humains et les rongeurs démontrent que
I’obésité et les dictes riches en gras affectent négativement la fonction dopaminergique

mésolimbique.

Etant donné les lacunes qui demeurent quant aux mécanismes impliqués dans la
dysfonction du systéme dopaminergique mésolimbique induite par la nourriture riche en gras,
nous avons cherché a évaluer les effets de I’acide oléique et de 1’acide palmitique, deux des
acides gras les plus abondants dans I’organisme et 1’alimentation contemporaine, sur le
systtme de la récompense. Ces deux acides gras, I’un saturé (acide palmitique) et 1’autre
mono-insaturé (acide oléique), se distinguent par leurs effets différentiels sur la prise
alimentaire, la signalisation hormonale ou encore leur métabolisme intracellulaire mais aussi

sur la santé cardiovasculaire et mentale.

Nous avons dans un premier temps évalué la capacité du systéme dopaminergique
mésolimbique a détecter les acides gras. Nous avons compar¢ les effets de I’injection d’acide
oléique ou d’acide palmitique dans I’aire tegmentale ventrale sur la prise alimentaire, la
motivation et I’activité €lectrique des neurones a dopamine de 1’aire tegmentale ventrale. Nos
résultats montrent que [’acide oléique, mais pas 1’acide palmitique, diminue la prise
alimentaire et le comportement motivé. L’acide oléique inhibe également ’activité électrique
des neurones a dopamine, ces effets semblent dépendre de son entrée dans la cellule. De plus,

nous montrons que les neurones a dopamine de 1’aire tegmentale ventrale expriment plusieurs



genes de protéines importantes pour le transport et le métabolisme des acides gras et qu’ils

sont capables de d’incorporer les acides gras.

Nous avons dans un second temps évalu¢ les effets de I’acide oléique et de 1’acide
palmitique dérivés de I’alimentation. Nous avons soumis des rats a I’une de ces trois dietes :
une riche en gras enrichie en acide ol€ique, une riche en gras enrichie en acide palmitique ou
une contrdle faible en gras. Aprés huit semaines, et en 1’absence d’obésité ou d’altérations
métaboliques majeures, la diéte enrichie en acide palmitique, mais pas la dic¢te isocalorique
enrichie en acide oléique, induit une hyposensibilité¢ aux effets récompensants et locomoteurs
de I’amphétamine, associée, entre autres, a la diminution de la signalisation du récepteur a la

dopamine D1R et de I’expression du transporteur de la dopamine.

Nous avons finalement exploré I’'impact de ces di¢tes sur I’activité de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire-surrénalien. Les résultats montrent que la dic¢te enrichie en acide
palmitique altére aussi la fonction de I’axe et I’expression de plusieurs genes cibles des

corticostéroides, sans toutefois modifier le comportement anxieux.

Ce travail de doctorat vient compléter les connaissances sur les dysfonctions du
systtme dopaminergique mésolimbique induites par la nourriture riche en gras. Il met en
lumicre les effets différentiels des classes d’acides gras et les mécanismes par lesquels ils
modulent les comportements motivés et alimentaires. De fagcon chronique, avant 1’apparition
d’obésité et d’altérations métaboliques, les acides gras saturés, et non les acides gras mono-
insaturés, issus de I’alimentation perturbent le fonctionnement de 1’axe hypothalamo-
hypophysaire-surrénalien et réduisent la fonction dopaminergique. Ceci pourrait contribuer a

perpétuer la recherche et la prise de ce type d’acides gras afin de compenser ce déficit.

Mots-clés : aire tegmentale ventrale, noyau accumbens, dopamine, acides gras, motivation,

homéostasie énergétique, axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien, corticostérone.



Abstract

The mesolimbic dopamine system, also known as the reward system, is well
recognized for its role in motivated reward-related behaviours such as drug addiction. It
consists of dopamine neurons originating in the ventral tegmental area that project, among
others, to the nucleus accumbens. Similar to neurons in the hypothalamus, dopamine neurons
in the ventral tegmental area can detect circulating hormones such as leptin, insulin and
ghrelin to adjust food intake, motivation and dopamine tone. This suggests that they could also
perceive nutritional signals like glucose and fatty acids. Moreover, several lines of evidence
exist showing that palatable food enriched in fat and obesity reduce mesolimbic dopamine

function.

Given the many unknowns regarding the mechanisms of obesity-induced dopamine
dysfunction, and given that fatty acids differentially influence cardiovascular and mental
health according to their class, we sought to determine the effects of the monounsaturated fatty
acid oleic acid and the saturated fatty acid palmitic acid, two of the most abundant fatty acids
in the body and foods, on mesolimbic dopamine function. Notably palmitic acid and oleic acid
differ in their intracellular metabolic fate as well as in their effects on food intake and leptin

and insulin signaling at the level of the hypothalamus.

We first evaluated the fatty acid sensing properties of the mesolimbic dopamine
system. We looked at the effects of the injection of oleic acid or palmitic acid in the ventral
tegmental area on food intake, motivation and dopamine neurons activity. Our results
demonstrate that oleic acid, but not palmitic acid, reduces basal and motivated feeding
behavior and neuronal activity. Those effects seem to be dependent on its entry into the cell.
Moreover, using a neurons culture system we show that dopamine neurons can uptake fatty

acids.

We then examined the effect of food-derived oleic and palmitic acid on mesolimbic
dopamine function. We assigned rats to a low-fat control diet or to one or the other of a high-
fat diet: one enriched in oleic acid or one enriched in palmitic acid. The two high-fat diets are

isocaloric and differed only in the fat source. Following eight weeks of feeding, the palmitic



acid-enriched high-fat diet, but not the oleic acid-enriched diet, decreased the sensitivity to the
rewarding and locomotor-sensitizing effects of amphetamine. This was associated with a
reduction of dopamine receptor DIR signaling and dopamine transporter expression.

Importantly this occured independently of weight gain and hormonal changes.

Lastly, we explored the impact of those diets on the activity of the hypothalamus-
pituitary-adrenal axis. Results show that the saturated fat diet alters the function of the axis as
well as the expression of several keys genes targeted by glucocorticoids in the hypothalamus

but without affecting anxiety-related behavior.

This work provides further insight into how the mesolimbic dopamine system is altered
by high-fat food consumption. It brings light to the differential effects of two classes of fatty
acids and the mechanisms by which they modulate food intake and motivation. The prolonged
intake of saturated fat, but not mono-unsaturated fat, disrupts the hypothalamus-pituitary-
adrenal axis and decreases mesolimbic dopamine function prior to the onset of obesity and
major metabolic alterations. Dysfunction of dopaminergic systems induced by saturated fat
consumption could promote further intake of such palatable food as a means to compensate for

reward hyposensitivity.

Keywords : ventral tegmental area, nucleus accumbens, dopamine, fatty acids, reward, energy

homeostasis, hypothalamus-pituitary-adrenal axis, corticosterone.
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Un concept fondamental a I’étude de cette thése est I’homéostasie. Celle-ci correspond
a la capacité¢ de I’organisme a maintenir un équilibre interne en dépit de conditions externes
variables. Plusieurs paramétres dont la glycémie et le poids corporel sont soumis a cette
régulation et sont maintenus constants grace a un équilibre entre les apports et les dépenses
d’énergie.

Les apports en énergie proviennent exclusivement de 1’alimentation et sont fournis par
les glucides, les lipides, les protéines. Les dépenses correspondent a I’énergie dépensée
quotidiennement par I’organisme lors des processus de métabolisme basal, d’activité physique,
volontaire et involontaire, et de thermogénése (post-prandiale et adaptive au froid). Les
dépenses varient selon le sexe, 1’age, le poids ainsi que la proportion de masse grasse et de
masse musculaire; il est cependant estimé que le métabolisme basal représente entre 60 et
75%, Dactivité physique entre 15 et 30% et la thermogénése 8 a 12% de la dépense
énergétique journaliere (Donahoo, Levine et al. 2004). Si 1’équilibre entre les apports et les
dépenses est déplacé vers 1’un ou 1’autre des cotés de la balance pondérale, celle-ci s’en trouve
altérée : de maniére positive dans le cas d’un surplus en apports et/ou de dépenses
insuffisantes ou de maniére négative dans le cas d’apports en énergie insuffisants et/ou d’un
exces de dépenses. Si ce déséquilibre est maintenu pendant un certain temps, peuvent alors
apparaitre des désordres métaboliques tels qu’une cachexie suite a 1’anorexie ou un surpoids

voire une obésité en cas de surconsommation de nourriture.

La prise alimentaire (PA) est un processus complexe qui implique un dialogue constant
entre plusieurs organes de la périphérie tels que ceux de la sphere gastro-intestinale et le tissu
adipeux, et le systetme nerveux central (SNC). Par le biais de différents neuropeptides et
hormones, ceux-ci s’informent mutuellement sur le statut énergétique de I’organisme. Au
niveau du SNC, de nombreuses régions fortement inter-connectées forment un réseau ¢laboré
capable d’ajuster la PA dans le but de maintenir un équilibre homeéostatique. Historiquement,
les études s’intéressant aux mécanismes centraux de la PA se sont principalement concentrées
sur le role de 1’hypothalamus, dont la fonction capitale est maintenant largement reconnue
(Anand and Brobeck 1951, Anand and Brobeck 1951). Sa localisation a proximité de 1’organe
circumventriculaire qu’est I’éminence médiane, lui confére un accés privilégié aux signaux

hormonaux et nutritionnels circulants. De plus, ses connexions réciproques avec le
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rhombencéphale dont le noyau du tractus solitaire (NTS) qui relaie les informations provenant
des afférences vagales, le garde informé en tout temps de la condition de la sphére viscérale.
L’hypothalamus est ainsi un site primaire de convergence et d’intégration des signaux
nutritionnels et un des premiers, avec le tronc cérébral, a étre informé du statut énergétique de
I’organisme. Cependant les caractéristiques multimodales de la PA, qui n’est pas uniquement
stimulée par les besoins en ¢énergie de l’organisme mais également par les émotions,
I’apprentissage et les expériences, nécessitent I’implication d’autres régions cérébrales. Ainsi
diverses structures corticales (cortex gustatif, olfactif, préfrontal) et limbiques (hippocampe,
amygdale, striatum) participent aux aspects sensoriel, mnémonique, émotionnel, motivationnel

et hédonique de la PA (Berthoud 2002).

Parmi les régions extra-hypothalamiques impliquées dans la régulation de la PA, le
systtme dopaminergique mésolimbique (SDM) régule la prise de nourriture suivant ses
propriétés hédoniques et récompensantes. Le SDM comprend les neurones a dopamine (DA)
de l’aire tegmentale ventrale (ventral tegmental area, VTA) qui projettent vers le noyau
accumbens (NA). Il n’est pas impliqué dans le plaisir provoqué par I’ingestion de nourriture a
proprement dit, qui met plutot en jeu les opioides et les endocannabinoides au niveau du NA et
du pallidum ventral (Pecina, Smith et al. 2006). L activité du SDM refléte plutot la motivation,
I’effort qu'un organisme est prét a fournir pour obtenir une récompense, ici la nourriture.
Méme si les circuits neuronaux engagés se chevauchent, le plaisir ressenti suite a une
récompense et la motivation a 1’obtenir seraient deux notions complémentaires mais distinctes

selon la théorie avancée par Kent Berridge (Berridge, Robinson et al. 2009).

La nourriture savoureuse riche en gras et/ou en sucre est particulierement plaisante et
récompensante. Sa consommation active plusieurs circuits neuronaux dont le SDM. Mais
certains facteurs d’ordre génétique ou environnemental (susceptibilité génique, publicité,
€émotions) peuvent causer une consommation de ce type de nourriture supérieure aux besoins
énergétiques de l’organisme. Et lorsque celle-ci surpasse trop souvent les contrdles
hypothalamiques de la PA, cela peut mener a un déréglement des circuits neuronaux, a la
recherche et a la consommation excessive de nourriture et au développement de 1’obésité. De
nombreuses études ont démontré que le SDM participe a la régulation de la PA, qu’il est la

cible des signaux hormonaux circulants et qu’il est impliqué dans I’étiologie de I’obésité. Par
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exemple, certaines mutations dans les génes codant pour un type de récepteurs a la DA
peuvent provoquer une vulnérabilité a la prise de poids (Burger and Stice 2011). A I’inverse,
I’obésité induite par la nourriture réduit I’expression de ces récepteurs au niveau du NA autant
chez les rongeurs que chez les humains (Wang, Volkow et al. 2001, Johnson and Kenny
2010). Par contre, il subsiste plusieurs points a éclaircir, car bien que les connaissances sur la
facon dont le statut métabolique et les signaux hormonaux circulants influencent 1’activité du
SDM et le comportement alimentaire s’améliorent, il existe trés peu de données quant aux

effets des acides gras (AG) spécifiquement qui sont présents dans la nourriture.

Ce chapitre d’introduction sera composé de trois parties. Je détaillerai tout d’abord
I’organisation anatomique du SDM, le métabolisme et la signalisation dopaminergique ainsi
que sa régulation par les signaux hormonaux. La section suivante traitera des AG, de leur
distribution dans 1’alimentation et I’organisme, leur métabolisme et la détection au niveau du
cerveau. Enfin, je discuterai de I’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (HHS) et du lien

qui existe entre le stress et la PA.

1. Le systéeme dopaminergique mésolimbique

Les neurones a DA du VTA qui projettent vers le NA (la partie ventrale du striatum)
constituent le SDM. Des projections mineures innervent également I’amygdale, 1’hippocampe
et les tubercules olfactifs. L’importance des neurones & DA du VTA a d’abord été mis en
évidence dans les phénomenes d’accoutumance aux drogues d’abus (Koob 1992). Mais tout
comme la cocaine, I’amphétamine (AMPH) ou encore 1’alcool, la consommation de nourriture
provoque la libération de DA dans le NA (Di Chiara and Imperato 1985, Imperato, Mulas et
al. 1986, Hernandez and Hoebel 1988, Carboni, Imperato et al. 1989, Boileau, Assaad et al.
2003). De par son role dans le renforcement positif, le SDM est aussi connu sous le nom de

circuit de la récompense.

Il existe deux autres voies dopaminergiques prenant leur origine dans le mésencéphale.
La premiere, la voie mésocorticale, a également le VTA pour origine et innerve
principalement des régions corticales comme le cortex préfrontal médian (medial prefrontal
cortex, mPFC) (Bjorklund and Dunnett 2007). Elle aurait un role dans 1’étiologie de la

schizophrénie (Kambeitz, Abi-Dargham et al. 2014). Les voies mésocorticale et mésolimbique
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sont parfois regroupées sous le terme mésocorticolimbique. La seconde, la voie nigrostriée, a
pour origine les neurones a DA de la portion pars compacta de la substance noire et le noyau
rétrorubral et a pour cible le striatum dorsal (composé du noyau caudé et du putamen) et le
globus pallidus. Elle est connue pour son importance dans le contrOle moteur et sa
dégénérescence dans la maladie de Parkinson (Moore 2003) mais est aussi impliquée dans

I’apprentissage et le développement des habitudes (Everitt and Robbins 2005).
1.1 Anatomie du systéme dopaminergique mésolimbique

1.1.1 L’aire tegmentale ventrale

Le VTA se situe a la base du mésencéphale et peut se diviser en cinq régions définies
selon des critéres anatomiques et fonctionnels. On retrouve en position latérale le noyau
parabrachial pigmentosus et le noyau paranigral, riches en cellules dopaminergiques. En
position médiane se trouvent le noyau interfasciculaire, le noyau linéaire rostral et le noyau
linéaire caudal (Phillipson 1979, Phillipson 1979, Phillipson 1979). Plus récemment deux
nouvelles régions ont été définies : 1’aire du rétroflexus parafasciculaire dans la portion
rostrale et le noyau tegmental rostromedial, riche en neurones GABAergiques, dans la partie la
plus caudale (Ikemoto 2007, Jhou, Fields et al. 2009, Kaufling, Veinante et al. 2009). Cette
diversité structurale s’accompagne d’une diversité cellulaire et fonctionnelle, détaillées dans la

revue de Sanchez-Catalan, Kaufling et al. (2014).

Le VTA est composé de neurones de nature GABAergique, glutamatergique et
dopaminergique (Li, Qi et al. 2013). La majorité des neurones (~55-65%) est de nature
dopaminergique, les neurones GABAergiques et glutamatergiques représentant ~30% et 5%
respectivement (Margolis, Lock et al. 2006, Nair-Roberts, Chatelain-Badie et al. 2008). Une
petite proportion de neurones a DA est capable de libérer du GABA ou du glutamate
(Yamaguchi, Wang et al. 2011, Tritsch, Oh et al. 2014).

Les neurones dopaminergiques contenus dans le VTA constituent un regroupement
appelé «aire Al0». Dix-huit aires ont été répertoriées, regroupant divers noyaux
noradrénergiques (Al a A7) et dopaminergiques (A8 a A18) (Dahlstrom and Fuxe 1964).

Alors que les premicres études ont établi le nombre de neurones dopaminergiques aux
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environs de 20000 (Swanson 1982, German and Manaye 1993), des travaux plus récents
estiment leur nombre a 40000 chez le rat (Nair-Roberts, Chatelain-Badie et al. 2008). Ce

nombre augmente avec 1’évolution phylogénique (German, Schlusselberg et al. 1983).

Dans son ensemble, le VTA est innervé par un grand nombre de structures du SNC,
principalement le striatum, le pallidum ventral, I’hypothalamus latéral et 1’aire pré-optique
(Yetnikoff, Lavezzi et al. 2014, Menegas, Bergan et al. 2015) (Figure 1). Bien que les
neurones a DA présentent une activité €électrique endogéne, dite pacemaker (Khaliq and Bean
2010), celle-ci est régulée via des afférences excitatrices et inhibitrices. Les afférences
glutamatergiques proviennent du mPFC, du noyau tegmental latérodorsal, du noyau
pédonculopontin, de I’habenula latérale, de I’hypothalamus latéral et du noyau dorsal du raphé
(Geisler, Derst et al. 2007, Morikawa and Paladini 2011, Russo and Nestler 2013, Qi, Zhang et
al. 2014). Les afférences GABAergiques proviennent quant a elles du pallidum ventral et du
NA (Waddington and Cross 1978, Groenewegen, Berendse et al. 1993) mais il n’est pas clair
si elles ciblent les neurones a DA. Certaines études ont cependant montré que ’activité de ces
derniers est bel et bien sous I’influence GABAergique (Johnson and North 1992, Mathon,
Lesscher et al. 2005). L’amygdale et la substance grise périaqueducale envoient a la fois des
projections excitatrices et inhibitrices (Kaufling, Veinante et al. 2009, Omelchenko and Sesack
2010). Il existe également un controle inhibiteur au sein méme du VTA par I’entremise
d’interneurones GABAergiques (Bayer Pickel 1991, Omelchenko 2009) en plus d’un
mécanisme d’auto-inhibition via les autorécepteurs D2 par les neurones dopaminergiques eux-

mémes (Cragg and Greenfield 1997).

Les neurones du VTA innervent une large portion des structures cérébrales. Ils
envoient des projections, via le faisceau médian télencéphalique vers le striatum, les
tubercules olfactifs, le septum latéral, I’amygdale, I"hippocampe, le mPFC, le pallidum
ventral, le cortex moteur ou encore 1’habénula latérale (Li, Takada et al. 1993, Gaykema and
Zaborszky 1996, Gasbarri, Sulli et al. 1997, Shammah-Lagnado, Alheid et al. 1999, Hasue and
Shammah-Lagnado 2002, Del-Fava, Hasue et al. 2007, Hosp, Pekanovic et al. 2011). Les
neurones du VTA sont ségrégés selon le site de projection. Par exemple, les neurones a DA
qui innervent le noyau basolatéral de I’amygdale, le mPFC et la portion médiane du NA se

situent dans la partie médiane du VTA (noyaux parabrachial pigmentosus, paranigral et
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interfasciculaire). Ceux qui innervent la partie latérale du NA se trouvent quant a eux dans le
VTA latéral (Lammel, Lim et al. 2014). La ségrégation anatomique est parfois subtile mais les
caractéristiques ¢€lectrophysiologiques et moléculaires sont plus marquées (Kim, Ghazizadeh
et al. 2014, Lammel, Lim et al. 2014). Ces singularités sont mentionnées en détails dans la

revue de Yetnikoff, Lavezzi et al. (2014).

La richesse de ses connexions fait que le VTA est impliqué dans une multitude de
fonctions en lien avec le contrdle des comportements émotionnel et motivationnel (Nestler and

Carlezon 2006, Ikemoto and Bonci 2014, Meye and Adan 2014).

1.1.2 Le striatum

Le striatum fait partie d’un ensemble de structures appelé les ganglions de la base. Il
s’agit d’un ensemble de structures constitué du striatum, du globus pallidus, de la substance
noire (pars reticulata et pars compacta) et du noyau sous-thalamique. Elles sont
I’intermédiaire entre les aires corticales et les aires responsables de la planification et

I’exécution des réponses motrices (Gerfen and Bolam 2010).

Les neurones qui composent le striatum sont en grande majorité (95%) des neurones de
type GABAergique de taille moyenne présentant de nombreuses épines dendritiques (medium
spiny neurons, MSN) (Kemp and Powell 1971, Tepper and Bolam 2004). IIs sont la cible de la
plus grande partie des afférences corticales. Les 5% restant correspondent a des interneurones
de nature GABAergique ou cholinergique (Kawaguchi, Wilson et al. 1995). Ils ne projettent

pas au-dela du striatum mais connectent avec les MSN.

Les MSN sont répartis de maniére homogene au sein du striatum mais on distingue tout
de méme trois régions anatomiques aux connexions parfois similaires mais aux fonctions
distinctes. Il s’agit du noyau caudé et du putamen, qui forment le striatum dorsal et du NA, qui

est compris dans la portion ventrale du striatum.

1.1.2.1 Le striatum dorsal

Le striatum dorsal recoit des afférences excitatrices, inhibitrices et neuropeptidergiques
des aires motrices, prémotrices, préfrontales et limbiques du cortex, du thalamus, du globus

pallidus, de la substance noire, du noyau dorsal du raphé, du locus ceruleus, du noyau
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pédonculopontin, de I’hippocampe, de I’amygdale, du VTA et de la substance noire (Nakano,
Kayahara et al. 2000). Par ailleurs, il existe une distinction fonctionnelle entre les deux régions
qui composent le striatum dorsal. Le noyau caudé est innervé majoritairement par les régions
corticales préfrontales alors que le putamen regoit principalement des afférences des régions
corticales motrices et somatosensorielles. Chez les primates, cette séparation est aussi de
nature structurale, car le noyau caud¢ et le putamen sont séparés par la capsule interne. Chez
les rongeurs cette séparation structurale n’existe pas mais les distinctions fonctionnelles

demeurent (Gerfen and Bolam 2010).

Les efférences du striatum dorsal se distinguent également de maniére fonctionnelle.
En effet, les MSN sont divisés en deux catégories. La premiere projette de facon
monosynaptique vers la portion interne du globus pallidus et la substance noire pars reticulata
et exprime les récepteurs a la DA de type DIR et la substance P et la dynorphine comme
neuropeptides. La seconde population de MSN est aussi connectée avec la portion interne du
globus pallidus et la substance noire pars reticulata, mais de fagon indirecte, via la portion
externe du globus pallidus et le noyau sous-thalamique. Elle exprime les récepteurs D2R et
I’enképhaline (Gerfen and Surmeier 2011, Wall, De La Parra et al. 2013). Ces deux
populations constituent respectivement les voies directe et indirecte des ganglions de la base et
ont des effets opposés sur la génération des mouvements : la voie directe les facilitent alors
que la voie indirecte les inhibent (Calabresi, Picconi et al. 2014). Une petite portion (6%) de
neurones exprime a la fois D1R et D2R (Bertran-Gonzalez, Bosch et al. 2008).

Site majeur d’afférences corticales, le striatum dorsal a un role particulier dans le relais
des informations cognitives liées au comportement motivé pour les transformer en action, en
habitudes. Dans le contexte de la prise de drogues, le striatum dorsal est impliqué dans la
transition de la prise volontaire vers un usage répété, 1’accoutumance et la compulsion (Everitt

and Robbins 2005).

1.1.2.2 Le noyau accumbens

L’organisation du NA est comparable a celle du striatum dorsal avec cependant
quelques originalités. Hormis celles provenant du mésencéphale (la substance noire innervant

préférentiellement le striatum dorsal et le VTA innervant le NA), les afférences sont similaires
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a celles du striatum dorsal, mais avec une prédominance pour celles provenant du cortex
préfrontal, de ’hippocampe et de I’amygdale (Haber 2011) (Figure 1). Comme le striatum
dorsal, le NA est divisé en deux régions : une partie centrale située autour de la commissure
antérieure que I’on nomme core (NAc), pour le coeur, et une partie shell (NAs), qui forme une
sorte de coquille autour du NAc. La distinction entre les deux noyaux se fait sur les bases de
I’expression de la calbindine D28K (Jongen-Rélo, Voorn et al. 1994). La ségrégation entre les
MSN exprimant DIR et ceux exprimant D2R est toujours présente dans le NA, et la
proportion de neurones exprimant les deux récepteurs semble plus importante que dans le
striatum dorsal (15-30%) (Perreault, Hasbi et al. 2010). Néanmoins les proportions respectives
sont les mémes dans la portion core et shell (50% de neurones exprimant D1R, 40% exprimant
D2R et 10% exprimant les deux) (Valjent, Bertran-Gonzalez et al. 2009). Bien qu’il y ait un

certain recoupement, le NAs et le NAc peuvent se distinguer par leur afférences et efférences.

Les portions médianes du NAc et du NAs sont innervées par les neurones a DA du
VTA médian postérieur. Le NAs latéral regoit quant a lui des projections du VTA latéral
(Lammel, Lim et al. 2014). Il en va de méme pour les régions corticales qui innervent
séparément le NAs et le NAc, et les noyaux de I’amygdale dont les projections suivent un
gradient médian-latéral (McDonald 1991, Brog, Salyapongse et al. 1993, Wright, Beijer et al.
1996). L’hippocampe projette préférentiellement vers le NAs (Friedman, Aggleton et al.
2002). 11 existe également une innervation réciproque entre le NAc et le NAs (van Dongen,

Deniau et al. 2005).

Les projections du NA se font principalement vers le VTA et la substance noire pars
reticulata pour les MSN exprimant D1R et vers le pallidum ventral pour ceux exprimant D2R
(Smith, Lobo et al. 2013) (Figure 1). Concernant les projections vers le VTA et la substance
noire, la dichotomie entre le NAs et le NAc est également présente (Berendse, Groenewegen
et al. 1992). Le NA projette aussi vers I’hypothalamus latéral, le noyau de la strie terminale et

le noyau pédonculopontin (Groenewegen, Wright et al. 1999).

Bien que le NA dans son ensemble soit impliqué dans les phénomeénes de récompense
et comportements motivés, les connexions distinctes du NAc et au NAs leur conférent des
caractéristiques fonctionnelles différentes. Le NAs joue un réle dans le renforcement positif

engendré par les drogues. En effet, les psychostimulants entraine la libération de DA

Introduction - 23



préférentiellement dans le NAs. Les stimuli aversifs entrainent la libération de DA plutot dans

le NAc (Di Chiara 2002).

1.1.3 Amygdale, hippocampe et cortex préfrontal

L’amygdale, I’hippocampe et le mPFC sont trois autres cibles des neurones a DA du
VTA (Figure 1). Ces régions ne font pas partie du SDM a proprement parlé¢ mais prennent tout
de méme part au controle des comportements motivés. Elles envoient vers le NA des
afférences glutamatergiques qui, lorsque stimulées, renforcent la recherche de drogue (Stuber,
Sparta et al. 2011, Britt, Benaliouad et al. 2012). Leur dysfonctionnement peut d’ailleurs
provoquer une vulnérabilité a la rechute, notamment dans un contexte de stress ou d’anxiété
chez les personnes aux prises avec un probléme de dépendance (Marchant, Kaganovsky et al.
2015, Goodman and Packard 2016).

C’est via I’amygdale, particulierement le noyau basolatéral, que le cerveau attribue une
valeur émotionnelle positive ou négative a la nourriture, afin de renforcer la recherche de la
récompense ou au contraire 1’éviter (Wassum and Izquierdo 2015). Siege de fonctions
cognitives supérieures, le mPFC est important pour les fonctions exécutives. A travers ses
connections avec diverses régions limbiques, il détermine I’intensité du désir d’un aliment, la
motivation a I’obtenir et planifie et coordonne les mouvements en conséquence (Goldstein and
Volkow 2011). Enfin, I’hippocampe met en mémoire et renforce les valeurs émotionnelles,
motivationnelles mais aussi post-ingestives attribuées a la nourriture suivant I’apprentissage et
les expériences (Kanoski and Grill 2015). De nombreuses études ont rapporté une activité
anormale de ces zones cérébrales dans des cas d’obésité (Cornier, McFadden et al. 2013),
supportant ainsi la notion que I’addiction et I’obésité affectent des réseaux similaires (Volkow,

Wang et al. 2012).
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Dopamine
@ Glutamate

@ GABA

Figure 1: Représentation des principales connexions dopaminergiques, GABAergiques et
glutamatergiques des composants du systétme dopaminergique mésolimbique. Amy :
amygdale, HabL : habénula latérale, Hipp : hippocampe, LH : hypothalamus latéral, mPFC :
cortex préfrontal médian, NA : noyau accumbens, VTA : aire tegmentale ventrale. Adapté de

Russo & Nestler 2013.
1.2 Métabolisme et signalisation dopaminergique

1.2.1 Synthése de la dopamine

La présence de DA dans le cerveau fut démontrée pour la premiere fois a la fin des
années 1950 grace aux travaux d’Arvid Carlsson (Carlsson, Lindqvist et al. 1958). La DA fait
partie de la classe des catécholamines, de méme que I’adrénaline et la noradrénaline. Le
précurseur de leur synthése est la tyrosine (Figure 2). La premiere étape menant a la synthése
de DA consiste en I’hydroxylation de la L-tyrosine en L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-
DOPA) par la tyrosine hydroxylase (TH). Celle-ci est I’enzyme limitante a la synthése de DA
(Levitt, Spector et al. 1965). Son activit¢ dépend d’un rétrocontrdle négatif par les
catécholamines ainsi que de la phosphorylation de résidus sérine par plusieurs kinases dont la
protéine kinase c-AMP dépendante (PKA) (Dunkley, Bobrovskaya et al. 2004). La L-DOPA

issue de cette premiere réaction est ensuite décarboxylée par la L-DOPA décarboxylase pour

Introduction - 25



former la DA. La DA sert de précurseur a la synthése de noradrénaline et d’adrénaline (Figure

2).

Au niveau des corps cellulaires et de I’arborisation dendritique la DA est stockée dans
des vésicules par le vesicular monoamine transporter 2 (VMAT2). VMAT2 est ¢galement le
transporteur utilis¢é pour emmagasiner la noradrénaline, 1’adrénaline, 1’histamine et la

sérotonine (Eiden and Weihe 2011).

1.2.2 Libération

La DA stockée dans les vésicules présynaptiques peut étre libérée de fagon
constitutive, c’est-a-dire en 1’absence de stimulus, grace a ’activité pacemaker mentionnée
plus haut, ou suite a I’arrivée d’un train de potentiels d’action. L’entrée de calcium dans le
neurone entraine sa dépolarisation et I’arrimage des vésicules a la membrane plasmique. Ce
processus s’effectue par I’entremise des protéines de la famille des SNARE telles que la
syntaxine, la synaptobrévine et SNAP-25 (Fisher and Braun 2000, Fortin, Desrosiers et al.
2006). S’en suit I’exocytose de DA dans la fente synaptique. Celle-ci peut se faire tant au
niveau axonal que somatodendritique (Bjorklund and Lindvall 1975, Geffen, Jessell et al.
1976, Cheramy, Leviel et al. 1981). Cette derni¢re permet aux neurones de réguler eux-mémes

la libération de DA axonale (Lacey, Mercuri et al. 1987, Pucak and Grace 1994).

1.2.3 Recapture

La majorité de la DA présente dans la fente synaptique est capturée par le neurone pré-
synaptique afin d’étre recyclée et emmagasinée dans les vésicules synaptiques. Ce mécanisme

met en jeu le transporteur de la DA (dopamine transporter, DAT) (Figure 3).

DAT est fortement exprimé dans les corps cellulaires et les dendrites des neurones a
DA du VTA, avec une expression préférentielle sur la membrane plasmique des dendrites
distales, ce qui en fait le site majeur de recapture de la DA dans le VTA (Nirenberg, Chan et
al. 1997). Au niveau du NA, il est exprimé dans les axones positifs pour la TH, sans
distinction entre le NAc et le NAs. Cependant, les axones innervant le NAs présentent une
plus faible densit¢ de DAT comparé au NAc (Nirenberg, Chan et al. 1997). De plus, DAT est

non pas exprimé dans 1’espace synaptique, mais a distance des synapses (Nirenberg, Chan et
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al. 1997). Cette particularité anatomique permettrait de limiter la diffusion de la DA en dehors
de I’espace synaptique. Dans le cas du NAs particulierement, la plus faible densité de DAT
signifie une diffusion plus large (Jones, O'Dell et al. 1996) mais aussi probablement une
sensibilité¢ différente aux psychostimulants comme I’AMPH. DAT est aussi exprimé dans
d’autres systémes dopaminergiques, tels que les neurones a DA de la substance noire, le
striatum dorsal, le globus pallidus, I’amygdale et une portion du noyau arqué de
I’hypothalamus (Ciliax, Heilman et al. 1995, Richtand, Kelsoe et al. 1995, Hersch, Yi et al.
1997, Turiault, Parnaudeau et al. 2007).

DAT est le produit d’un seul géne, mais subit la modification post-traductionnelle
qu’est la N-glycosylation. Cette régulation post-traductionnelle est importante notamment
pour la stabilité et ’adressage des protéines a la membrane (Lis and Sharon 1993). DAT
contient trois sites de glycosylation qui font augmenter son poids moléculaire (Torres,
Carneiro et al. 2003). C’est ainsi qu’on distingue trois formes : une immature non-glycosylée
(50KDa), une intermédiaire partiellement glycosylée (64KDa) et une mature glycosylée (75-
80KDa). La glycosylation augmente la stabilit¢ de DAT a la membrane et sa capacité de
transport mais la forme non-glycosylée est tout de méme capable de transporter la DA (Li,

Chen et al. 2004, Afonso-Oramas, Cruz-Muros et al. 2009).

1.2.4 Dégradation enzymatique

La plus grande partie de la dégradation de la DA se fait par la monoamine oxydase
(MAO), dont il existe deux isoformes, la MAO-A et la MAO-B (Bach, Lan et al. 1988),
présentes au niveau de la membrane externe mitochondriale. La DA est dégradée en majorité
par I’isoforme A chez le rat et par I’isoforme B chez I’humain (Napolitano, Cesura et al.
1995). L’action de la MAO aboutit a la formation de 3,4-dihydroxyphenylacetaldehyde

converti par la suite en acide 3,4-dihydroxyphenylacetique.

Une moindre proportion de 1’oxydation se fait par la catéchol-O-methyltransférase
(COMT). Elle existe sous deux formes : liée a la membrane ou soluble dans le cytoplasme
(Myohanen, Schendzielorz et al. 2010). Son activit¢ aboutit a la formation de 3-

méthoxytyramine et d’acide homovanillique. La COMT peut également catalyser la
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métabolisation d’acide 3,4-dihydroxyphenylacetique en acide homovanillique (Figure 2). Les

métabolites sont par la suite excrétés dans le liquide céphalorachidien.

Les cellules gliales et les astrocytes participent €galement a la recapture et a la
dégradation de la DA, dG a la présence de DAT (Karakaya, Kipp et al. 2007), MAO
(Mallajosyula, Kaur et al. 2008) et COMT (Myohanen, Schendzielorz et al. 2010) dans ceux-

Cl.
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Figure 2 : Métabolisme de la dopamine.
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1.2.5 Les récepteurs a la dopamine

1.2.5.1 Fonction et expression

Une fois libérée dans la fente synaptique, la DA active les récepteurs a la DA. Ils font
partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les protéines G sont des
hétéro-trimeres composées des sous-unités Ga, G et Gy, liées a la membrane, avec pour
fonction la transduction intra-cellulaire du signal. Elles modulent 1’activité de plusieurs
effecteurs dont 1’adenylate cyclase et la phospholipase C via la génération de seconds
messagers comme 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), I’inositol triphosphate et le
diacylglycérol (Missale, Nash et al. 1998). Une description plus détaillée de la signalisation

intracellulaire sera faite dans la section suivante.

Les récepteurs a la DA sont impliqués dans une myriade de fonctions. La liste est
exhaustive mais on peut quand méme mentionner leur implication dans I’activité locomotrice,
la motivation, la prise alimentaire, le sommeil et diverses fonctions cognitive, olfactive,
visuelle et hormonale. Plusieurs pathologies sont liées a une dysfonction dopaminergique, les
plus connues étant sans doute la maladie de Parkinson et I’accoutumance aux drogues d’abus.
Mais de par la vaste couverture dopaminergique du cerveau, plusieurs autres désordres sont
attribués au moins en partie a des perturbations de la fonction dopaminergique comme la
dépression, la schizophrénie ou encore le trouble du déficit de I’attention (Iversen and Iversen
2007).

I existe cinq récepteurs a la DA chez les mammiféres, de D1 a DS5. Ils sont encodés
par cinq genes différents, la séquence protéique des récepteurs variant entre 387 et 475 acides
aminés chez le rat, mais présentant une grande homologie des domaines trans-membranaires
(entre 50 et 80%). Leur expression est région-spécifique et varie au court du développement
(Araki, Sims et al. 2007). Les récepteurs sont organisés en deux classes, basées selon leur effet
sur la protéine effectrice adenylate cyclase. La classe DI comprend DIR et D5R : ils sont
couplés positivement a 1’adenylate cyclase. A I’inverse, les récepteurs de la classe D2, qui
comportent D2R, D3R et D4R, y sont couplés négativement (Spano, Govoni et al. 1978,
Kebabian and Calne 1979, Tiberi, Jarvie et al. 1991, Vallone, Picetti et al. 2000, Abizaid, Liu
et al. 2006) (Figure 3).
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1.2.5.1.1 Récepteurs de la classe D1

Les récepteurs de la classe D1 sont couplés positivement a I’adenylate cyclase et
stimulent ainsi la production d’AMPc. Les DIR sont peu exprimés par les neurones
dopaminergiques eux-mémes mais le sont abondamment dans les aires cibles : les bulbes
olfactifs, la substance noire, I’hippocampe, le cortex, le thalamus, certaines aires
hypothalamiques et le striatum, notamment par les populations de MSN comme mentionné

précédemment.

Les niveaux d’expression des D5SR sont moins importants que ceux des DIR mais n’en
demeurent pas moins ubiquitaire : on les trouve dans le striatum, le cortex, I’hypothalamus,
I’hippocampe et les tubercules olfactifs (Khan, Gutierrez et al. 2000). Fait intéressant, les D5R
ont une affinité pour la DA bien plus grande que les DIR (Sunahara, Guan et al. 1991).
L’augmentation de leur expression dans le cortex frontal de personnes atteintes de la maladie
d’Alzheimer et sa présence dans les astrocytes pourrait jouer un role dans 1’étiologie de cette

maladie (Kumar and Patel 2007).

1.2.5.1.2 Récepteurs de la classe D2

Les récepteurs D2R sont trés exprimés dans le striatum dorsal, le NA et les tubercules
olfactifs. On les retrouve aussi dans le VTA, la substance noire, 1’hippocampe,
I’hypothalamus, I’amygdale et différentes aires corticales (Missale, Nash et al. 1998, Vallone,
Picetti et al. 2000, Araki, Sims et al. 2007). 11 existe deux isoformes des récepteurs : la forme
courte D2S (pour short) et la forme longue D2L. La différence résulte d’un épissage alternatif
menant a 1’addition de 29 acides aminés a la forme longue (Giros, Sokoloff et al. 1989). Les
D2S sont retrouvés sur les neurones a DA eux-mémes (Montmayeur, Bausero et al. 1991). Les
D2L sont retrouvés au niveau post-synaptique, sur les MSN et les interneurones

GABAergiques et cholinergiques du striatum (De Mei, Ramos et al. 2009).

Les récepteurs D3R sont retrouvés a la fois sur les neurones pré- et post-synaptiques de
plusieurs régions limbiques : le NA, les tubercules olfactifs et dans une moindre mesure dans

la substance noire, le VTA et I’hippocampe (Sokoloff, Giros et al. 1992). Par contre ils sont
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exprimés par des populations neuronales différentes de celles qui expriment D2R. Comme la
forme courte des D2 mais dans une moindre mesure, les D3R exprimés sur les neurones pré-
synaptiques participent a la régulation de la sécrétion de DA (Joseph, Wang et al. 2002). 11
existe plusieurs isoformes chez le rat, mais une seule est fonctionnelle (Sokoloff, Giros et al.

1992, Sokoloff, Diaz et al. 2006).

Les récepteurs D4R se retrouvent principalement sur les neurones post-synaptiques
mais sont peu exprimés relativement aux autres récepteurs a la DA. Ils sont trés abondants
dans la rétine, le cortex, 1’hypothalamus et I’hypophyse mais moins au niveau des ganglions
de la base (Di Ciano, Grandy et al. 2014). Alors qu’il existe une seule forme chez le rat, on
trouve un grand polymorphisme chez I’humain. Leur sensibilité aux drogues antipsychotiques
fait des D4R une cible privilégiée pour le traitement de la schizophrénie et des troubles de

I’attention (Rondou, Haegeman et al. 2010).

En plus d’étre exprimés par les neurones, les récepteurs a la DA sont aussi exprimés
par les cellules gliales (Miyazaki, Asanuma et al. 2004, Kumar and Patel 2007, Mastroeni,
Grover et al. 2009). Mais ils ne sont pas exclusivement localisés dans le systéme nerveux
central. On les retrouve aussi en périphérie ou ils participent entre autres a la régulation de la

fonction rénale, hypophysaire, surrénale et gastro-intestinale (Amenta, Ricci et al. 2002).

Des études mentionnent que plusieurs récepteurs a la DA peuvent former des homo- et
hétéromeres. Dans le NA notamment, la majorité (90%) des neurones exprimant a la fois DIR
et D2R expriment en fait un hétéro-dimere D1-D2 (Perreault, Hasbi et al. 2010). Ailleurs dans
les systemes dopaminergiques il existe aussi des complexes D1-D3 et D2-D4. Ces dimeres
existent en conditions basales mais divers stimuli ou états pathologiques peuvent affecter leur
formation. La particularité¢ de ces formations est qu’elle engage des voies de signalisation
différentes de celles des récepteurs seuls. L utilisation de molécules agonistes ou antagonistes
propres a un récepteur unique ou un dimere permet alors de favoriser une voie plutdt qu’une

autre et de cibler spécifiquement les effecteurs (Beaulieu, Espinoza et al. 2015).

Comme tous les RCPG, plusieurs modifications post-traductionnelles régulent

I’expression et la signalisation des récepteurs a la DA. La palmitoylation des D1R et D2R est
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notamment étudiée pour son role dans la désensibilisation des récepteurs (Ng, O'Dowd et al.

1994, Kong, Verma et al. 2011).

1.2.5.2 Signalisation intracellulaire

Tel que déja évoqué, les récepteurs a la DA font partie de la famille des RCPG. La voie
de signalisation par les protéines G et I’adenylate cyclase a été trés étudiée mais les récepteurs
a la DA signalent également indépendamment des protéines G, via les B-arrestines et la
phospholipase C par exemple (Beaulieu, Espinoza et al. 2015). Toutefois pour ce travail, nous

nous concentrerons sur la voie des RCPG, présentée dans la figure 3.

Neurone
pré-synaptique

P thraa

DARPP32

/ MR Theroh:

o PP32

Figure 3 : Voies de signalisation engagées par la dopamine et les récepteurs de type D1 et D2.

AC : adénylate cyclase, CDKS5 : cyclin-dependent kinase 5, CREB : cAMP response element-
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binding protein, DARPP-32 : cAMP-regulated phosphoprotein, Mr 32kDa, DAT : transporteur
de la dopamine, D1 : récepteur a la dopamine DI, D2L : forme longue du récepteur a la
dopamine D2, D2S : forme courte du récepteur a la dopamine D2, PKA : protéine kinase A,
PP-1 : protein phosphatase 1, PP2 : protein phosphatase 2, VMAT?2 : transporteur vésiculaire

des mono-amines.

Les récepteurs a la DA sont séparés en deux classes suivant qu’ils activent (classe D1)
ou inhibent (classe D2) I’adenylate cyclase. Ils sont ainsi distingués car les récepteurs de type
D1 sont couplés aux sous-unités Gag qui stimulent 1’adenylate cyclase alors que les récepteurs
de type D2 sont couplés aux sous-unités Ga; qui inhibent I’adenylate cyclase (Spano, Govoni

et al. 1978, Kebabian and Calne 1979).

La stimulation de I’adenylate cyclase par les récepteurs DIR méne a la production
d’AMPc qui active ensuite la PKA, qui agit sur plusieurs substrats pour moduler la
signalisation dopaminergique. C’est le cas de la protéine dopamine- and cAMP-regulated
phosphoprotein, Mr 32kDa (DARPP-32), une molécule intégratrice considérée comme un
acteur majeur de la signalisation dopaminergique et trés étudiée en ce sens. DARPP-32 est trés
exprimé par les MSN (Ouimet, Langley-Gullion et al. 1998) du striatum dorsal et du NA. La
stimulation des récepteurs DIR favorise la phosphorylation en thréonine 34 par la PKA (Nishi,
Bibb et al. 2000). DARPP-32""** devient alors un inhibiteur de la protéine phosphatase 1 (PP-
1) (Hemmings, Greengard et al. 1984), levant ainsi I’inhibition sur différents facteurs de
transcription tels que cAMP response element-binding protein (CREB), un des médiateurs de
la plasticité synaptique et moléculaire dopaminergique (Briand and Blendy 2010).

Parallélement a la phosphorylation de DARPP-32""

, la PKA stimule celle de deux
phosphatases : la protéine phosphatase 2 A et la protéine phosphatase 2 B (calcineurine), qui
déphosphorylent DARPP-32 en thréonine 75 (King, Huang et al. 1984, Nishi, Snyder et al.

1999), un régulateur négatif de I’activité de la PKA (Nishi, Bibb et al. 2000).

La signalisation pro-dopaminergique D1/PKA/ DARPP-32""**/PP-lest inversée dans
les neurones exprimant les récepteurs D2R, ou d’une part le couplage aux protéines Go; inhibe

I’adenylate cyclase et ou d’autre part leur stimulation favorise la phosphorylation en thréonine
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75 par la cyclin-dependent kinase (CDKS), consolidant 1’inhibition sur la PKA (Bibb, Snyder
et al. 1999, Nishi, Bibb et al. 2000). L’expression de CDKS5 est sous le contréle du facteur de
transcription AFosB et il a ét¢ montré que 1’administration chronique de psychostimulants
stimule leur activité et expression a tous les deux (Bibb, Chen et al. 2001, McClung and
Nestler 2003, Mlewski, Krapacher et al. 2008). La signalisation via D2R peut donc étre

qualifiée « d’anti-dopaminergique ».

Bien d’autres facteurs agissant sur cette fine balance de phosphorylation et de
déphosphorylation de DARPP-32 régulent la signalisation dopaminergique, que 1’on peut

trouver en détails dans la revue de Svenningsson et al. (2004).

En conséquence, la DA a un effet stimulant sur la signalisation dopaminergique
lorsqu’elle agit via les D1R mais inhibiteur lorsqu’elle agit via les D2R. Les effets opposés des
récepteurs sur la signalisation dopaminergique peuvent également s’expliquer par la différence
d’affinité qu’ils présentent pour la DA. Les récepteurs D1R ont une affinité faible pour la DA
(Sunahara, Guan et al. 1991) et sont préférenticllement recrutés lors d’élévation des
concentrations de DA lors de la libération phasique (Grace, Floresco et al. 2007). A I’inverse
les D2R ont une plus grande affinité pour la DA et la liaison tonique permet d’atténuer le

tonus dopaminergique basal (Missale, Nash et al. 1998).

Par ailleurs, il existe un systéme d’auto-contréle de la transmission dopaminergique au
niveau pré-synaptique par les D2S. Via I'inhibition de I’adenylate cyclase, ils limitent la
phosphorylation de TH en sérine 40 et régulent ainsi négativement la synthése de DA
(Lindgren, Xu et al. 2001). De plus, ils limitent la libération de DA, possiblement via la

modulation de canaux calciques (Benoit-Marand, Borrelli et al. 2001).
1.3 Modulation de P’activité du systéme dopaminergique mésolimbique

1.3.1 Par les drogues

L’identification d’un circuit de la récompense s’est faite au méme moment ou le
groupe d’A. Carlsson montrait que la DA était présente dans le cerveau en tant que
neurotransmetteur. Dans les années 1950, les travaux de stimulation intra-cranienne et d’auto-

administration par Olds et Milner, ou les rats devaient appuyer sur un levier pour se stimuler
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¢lectriquement ou s’administrer des drogues, ont permis de localiser plusieurs régions
cérébrales associées au plaisir et au renforcement positif (Olds and Milner 1954, Olds and
Olds 1958). 1l a notamment été¢ découvert I’importance du faisceau médian télencéphalique
dans ces comportements, qui correspond aux fibres de projection des neurones du VTA vers
ses cibles corticales et striatales telles que le NA (Olds 1958). Par la suite, la caractérisation
moléculaire de ce circuit par le groupe de Dahlstrom en démontrait la nature dopaminergique

(Hillarp, Fuxe et al. 1966).

L’aveénement des techniques de microdialyse et de voltammétrie chez le rat (Plotsky,
Wightman et al. 1977, Millar, Stamford et al. 1985, Rice, Oke et al. 1985) a permis plus tard
de détecter une augmentation de la concentration de DA dans le NA suite a I’administration de
substances communément utilisées et abusées par I’humain: alcool (Di Chiara and Imperato
1985), nicotine (Imperato, Mulas et al. 1986), cocaine et AMPH (Di Chiara and Imperato
1988, Carboni, Imperato et al. 1989, Pettit and Justice Jr 1989). Cela a aussi ét¢ démontré par
des techniques d’imagerie chez les primates (Drevets, Price et al. 1999, Bradberry, Barrett-
Larimore et al. 2000) et les humains (Drevets, Gautier et al. 2001, Leyton, Boileau et al. 2002,
Boileau, Assaad et al. 2003).

Plusieurs études ont, et continuent de concorder a soutenir la localisation striatale et la
nature dopaminergique de la réponse aux drogues. Le groupe de Wise montrait que 1’altération
de la machinerie dopaminergique, via 1’utilisation d’agonistes dopaminergiques ou le blocage
des D2R, empéchait le renforcement positif par I’AMPH et la cocaine (De Wit and Wise 1977,
Yokel and Wise 1978). Les lésions pharmacologiques du NA, via I’injection de 6-
hydroxydopamine (6-OHDA), éliminait la capacité des rats a s’auto-administrer de la cocaine
ou de I’AMPH (Lyness, Friedle et al. 1979, Roberts, Koob et al. 1980) et bloquait la réponse
locomotrice induite par celles-ci (Kelly and Iversen 1976). Cette distinction étant au-dela des
questions abordées dans cette these, je réfere le lecteur a la revue de Gaetano Di Chiara (D1
Chiara, Bassareo et al. 2004). Enfin, I'utilisation d’agonistes ou d’antagonistes des DIR et
D2R montre que I’altération de la signalisation dopaminergique dans le NA affecte le
renforcement positif induit par les drogues (Phillips, Robbins et al. 1994, Ikemoto, Glazier et

al. 1997, Welter, Vallone et al. 2007, Steinberg, Boivin et al. 2014).

Introduction - 35



Méme si la conséquence de la consommation de substances accoutumantes est
I’augmentation de la concentration de DA dans I’espace extracellulaire du NA, leurs modes
d’action varient. Certaines substances, comme la nicotine et les opioides contribuent a la
libération de DA de fagon indirecte. La nicotine agit sur les récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine présents sur les neurones a DA et GABA et les terminaisons GABAergiques et
glutamatergiques du VTA pour moduler la balance excitatrice et inhibitrice (Xi, Spiller et al.
2009). Les opioides comme I’héroine et la morphine agissent via les récepteurs p sur les
interneurones GABA du VTA, levant ainsi I’inhibition sur les neurones a DA (Ting and van
der Kooy 2012). D’autres substances comme I’AMPH et la cocaine agissent directement sur la
machinerie dopaminergique présente au niveau du NA pour élever la concentration de DA.
Compte-tenu de notre étude, je détaillerai ici les mécanismes d’action de I’AMPH. Pour plus
de détails sur les modes d’actions d’autres substances telles la cocaine, 1’éthanol ou les

opioides, je référe le lecteur a la revue de David Sulzer (Sulzer 2011).

AMPH est la contraction d’Alpha-MéthylPHEnéThylAMINE. Il existe plusieurs
substances apparentées chimiquement a I’AMPH (dont Ila métamphétamine, le
méthylphénidate et une vingtaine d’autres) qui forment ainsi la famille des amphétamines. A
I’état naturel, des arbustes comme le khat et 1’éphédra chinois dont les feuilles sont utilisées
dans la médecine traditionnelle africaine et orientale, contiennent des dérivés d’AMPH. La
forme synthétique de ’AMPH fut créée par un chimiste roumain en 1887 (Edeleano 1887).
Les premieres utilisations pharmaceutiques sont apparues a partir de 1932 pour le traitement
de la narcolepsie, de la schizophrénie ou encore la naupathie (mal de mer). Mais ses effets
neurotoxiques et d’accoutumance n’ont pas tardé a étre découverts (Guttmann and Sargant
1937, Lemere 1966). Cependant sous contrdle médical, ’AMPH et certains dérivés sont
encore aujourd’hui utilisés pour le traitement de la narcolepsie et des troubles du déficit de

I’attention avec hyperactivité (Sulzer, Sonders et al. 2005).

Les propriétés psychostimulantes et récompensantes de I’AMPH reposent sur sa
capacité a augmenter la concentration de DA dans le NA (Di Chiara and Imperato 1988,
Carboni, Imperato et al. 1989, Di Chiara, Tanda et al. 1993), ceci en modulant différentes
fonctions de la machinerie dopaminergique. L’AMPH est un substrat de DAT, et comme la

DA, elle est transportée dans la terminaison pré-synaptique (Zaczek, Culp et al. 1991). Sa
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présence intracellulaire provoque le déversement dans le cytosol de la DA contenue dans les
vésicules, possiblement via son interaction avec VMAT2 (Jones, Gainetdinov et al. 1998,
Partilla, Dempsey et al. 2006). De plus, ’AMPH empéche la recapture et provoque le
transport inverse de la DA a travers DAT, c’est a dire qu’elle est libérée dans la fente
synaptique au lieu d’étre capturée (Axelrod 1971, Sulzer, Chen et al. 1995, Pifl, Agneter et al.
1999). L’AMPH stimule également la phosphorylation de DAT, qui, via I’activation de la
protéine kinase C (PKC), pourrait provoquer un changement de conformation du transporteur
et engendrer I’efflux de DA (Robertson, Matthies et al. 2009). Enfin, ’AMPH favorise la
synthése de DA (via la stimulation de TH) et réduit sa dégradation (via I’inhibition des
enzymes MAQO) (Mantle, Tipton et al. 1976, Larsen, Fon et al. 2002).

Ainsi, de facon aigiie, I’AMPH agit comme un agoniste indirect des récepteurs a la DA
en stimulant sa libération et le circuit de la récompense. Mais de fagon prolongée, cette relache
de DA entraine des changements moléculaires et structuraux, modifiant la communication

cellulaire et perturbant les cascades de signalisation intracellulaire notamment au niveau du

NA.

Premiérement, 1’exposition chronique a ’AMPH altére la fonction neuronale par des
changements d’ordre transcriptionnel. Elle stimule I’expression de deux facteurs de
transcription trés étudiés au niveau du striatum, CREB et AFosB (Turgeon, Pollack et al. 1997,
Conversi, Orsini et al. 2011). Leur accumulation dans les MSN, surtout celle de AFosB, est un
des mécanismes les mieux décrits et suggérés pour expliquer la persistance des changements
géniques suite a ’exposition aux drogues, méme apres une longue période d’abstinence
(Nestler 2012). On trouve parmi leurs genes cibles FABP7 et BDNF pour CREB et NF«kB et
CDKS5 pour AFosB (McClung and Nestler 2003), dont I’expression et 1’activité sont
augmentées chez les animaux sensibilisés a ’AMPH (Kuo, Chen et al. 2012, Singer,
Neugebauer et al. 2014, Mlewski, Arias et al. 2016). Les facteurs de transcription impliqués ne
sont pas connus mais I’exposition prolongée a I’AMPH stimule également 1’expression de la
forme courte des récepteurs D2 dans le VTA (Giordano, Satpute et al. 2006). Les auteurs de
cette étude, la seule ayant examiné 1’expression des récepteurs D2 au niveau génique suite a la
sensibilisation a I’AMPH, ne rapportent cependant aucun changement au niveau du NA. Cela

peut sembler surprenant car un résultat constamment rapporté chez les personnes accoutumées
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aux drogues est une diminution de I’expression des D2R, autant chez les humains (Volkow,
Fowler et al. 1990, Wang, Volkow et al. 1997, Volkow, Chang et al. 2001, Martinez, Greene
et al. 2009) que chez les rats sensibilisés (Chen, Su et al. 1999). Il faut toutefois noter qu’un
manque d’effet sur I’expression génique ne signifie pas que celle de la protéine ne puisse pas
étre affectée : une plus grande internalisation ou dégradation peuvent expliquer la réduction

des récepteurs D2.

CREB et AFosB régulent également 1’excitabilit¢ des neurones du NA via la
modulation de 1’expression de sous-unités de récepteurs GABAergiques et glutamatergiques
respectivement (Ang, Chen et al. 2001, Bibb, Chen et al. 2001, McClung and Nestler 2003,
Mlewski, Arias et al. 2016). La plasticité glutamatergique dans le VTA et le NA,
particulierement celle des récepteurs a 1’alpha-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate
(AMPA), est un phénomene caractéristique des comportements addictifs (van Huijstee and
Mansvelder 2014). La phosphorylation par la PKA du résidu sérine 845 de la sous-unité
GluR1 (pGluR 15"%%) facilite 1’adressage des récepteurs AMPA a la membrane. Ces récepteurs
AMPA sont plus perméables au calcium et facilitent ainsi les courants excitateurs (Man,
Sekine-Aizawa et al. 2007, Ferrario, Loweth et al. 2011). Ces mécanismes consolidant la
transmission glutamatergique sont bien décrits chez les animaux sensibilisés a la cocaine et
expliqueraient la vulnérabilité a la rechute (Boudreau and Wolf 2005, Loweth, Tseng et al.
2014). II existe cependant peu de travaux portant sur les effets de I’AMPH. L’injection unique
d’AMPH induit bien la phosphorylation de GluR1°***dans le NA mais 1’administration
prolongée a peu d’effets sur I’expression membranaire des récepteurs AMPA (Valjent, Pascoli
et al. 2005, Nelson, Milovanovic et al. 2009). Sans se pencher sur les niveaux d’expression,
une étude plus récente a néanmoins montré par électrophysiologie que 1’administration
prolongée d’AMPH augmente la transmission excitatrice via les récepteurs AMPA (Jedynak,
Hearing et al. 2016). En somme, méme si les conclusions manquent quant a la plasticité
glutamatergique induite par I’AMPH, les expériences de sensibilisation croisée supportent des
mécanismes communs entre la cocaine et I’AMPH (Bonate, Swann et al. 1997, Liu, Morgan et

al. 2007).

Enfin, ’administration répétée d’AMPH induit des changements morphologiques, une

réorganisation dendritique (allongements des dendrites et augmentation du nombre d’épines
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dendritiques) des MSN du NA. La grande majorit¢ des afférences, en particulier
glutamatergiques, se faisant sur les dendrites, I’augmentation de la surface dendritique s’ajoute
a la facilitation de la transmission glutamatergique pour renforcer la signalisation excitatrice

(Robinson and Kolb 2004).

Cette neuro-plasticité est similaire aux processus moléculaires impliqués dans la
potentialisation et la dépression a long-terme, qui sous-tendent I’apprentissage et la formation
de la mémoire. C’est ainsi que la prise prolongée engendre une mémoire moléculaire qui, par
le renforcement des effets récompensants des drogues, favorisent la recherche et la

consommation de drogues.

1.3.2 Par la nourriture

La décision de manger et I’effort a investir pour obtenir la nourriture sont des facteurs
intrinséques a la survie de 1’organisme. Le plaisir ressenti lors de la consommation est un
facteur additionnel qui permet de perpétuer ce comportement. Il est maintenant admis que
diverses substances, synthétiques et naturelles, avec un pouvoir addictif comme les drogues,
I’alcool, le sexe et la nourriture partagent une base dopaminergique commune. De plus en plus
d’études rapportent ¢galement que la consommation excessive de nourriture savoureuse, de
par ses propriétés plaisantes et récompensantes, provoque des adaptations neuronales

similaires a celles induites par les drogues d’abus (Kenny 2011).

C’est a la fin des années 1980 que les premicéres études de microdialyse ont permis de
montrer que le simple fait de consommer de la nourriture entraine la libération de DA dans le
NA chez le rat (Hernandez and Hoebel 1988, Yoshida, Yokoo et al. 1992) et ceci est d’autant
plus vrai pour la nourriture riche en gras ou le sucre (Bassareo and Di Chiara 1999, Hajnal,
Smith et al. 2004, Rada, Avena et al. 2005, Liang, Hajnal et al. 2006, Fallon, Shearman et al.
2007, Geiger, Haburcak et al. 2009, Rada, Avena et al. 2012). Chez les humains, c’est grace
aux ¢études d’imagerie que I’on a pu observer 1’activation des régions cérébrales impliquées
dans les aspects gustatif, affectif et motivationnel de la PA suite a la consommation de
chocolat, dont la libération de DA dans le striatum (Small, Zatorre et al. 2001, Small, Jones-

Gotman et al. 2003).
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1.3.2.1 Dans le cadre de l’obésite

Dans le contexte actuel d’abondance et de facilit¢ d’acces a des aliments riches en
calories, la consommation de nourriture riche en calories, au-dela des besoins énergétiques,
perturbe les réseaux responsables du contrdle de ’homéostasie énergétique et affecte le SDM.
Lorsque ce comportement est fréquent, cela peut mener a une consommation compulsive, un
peu comme c’est le cas pour ’addiction, au gain de poids et contribuer au développement de
maladies cardiométaboliques et désordres psychologiques associés au surpoids (Bale et al,

2010; Hryhorczuk et al, 2013; Lai et al, 2014).

1.3.2.1.1 Modifications cellulaires

A TDinstar des drogues d’abus, la nourriture riche en calories affecte la machinerie
dopaminergique du circuit mésolimbique. Comme nous le verrons, méme s’ils demeurent
hétérogenes, les résultats chez les rongeurs rendus obéses par la diéte rapportent de fagon

générale une diminution du tonus dopaminergique au niveau du NA.

Premiérement, 1’exposition chronique entraine la production de moins de DA,
I’expression de I’enzyme TH étant diminuée dans le NA et le VTA (Li, South et al. 2009,
Vucetic, Kimmel et al. 2010, Carlin, Hill-Smith et al. 2013, Sharma, Fernandes et al. 2013,
Sharma and Fulton 2013), diminuant ainsi la quantit¢ de DA disponible (Geiger, Haburcak et
al. 2009, Carlin, Hill-Smith et al. 2013). De ce fait, les neurones a DA finissent par libérer
moins de DA dans le NA suite a I’ingestion de nourriture standard (Geiger, Haburcak et al.
2009) ou riche en gras (Tellez, Medina et al. 2013). Par contre, I’activité électrique en elle-
méme des neurones a DA du VTA ne semble pas affectée par I’obésité induite par la dicte

(Koyama, Kawaharada et al. 2013, Koyama, Mori et al. 2014).

De plus, bien que les études mentionnent des résultats assez hétérogenes, 1’expression
et la fonction de DAT semblent altérées. Les auteurs rapportent soit 1’augmentation (Carlin,
Hill-Smith et al. 2013), la diminution (Huang, Zavitsanou et al. 2006, Vucetic, Carlin et al.
2012, Carlin, Hill-Smith et al. 2013) ou aucun changement (Huang, Zavitsanou et al. 2006,
Ong, Wanasuria et al. 2013, Robinson, Burghardt et al. 2015) de I’expression de DAT au
niveau de I’ARN messager. Evaluée par la réponse comportementale a I’AMPH ou la cocaine,

il n’est pas clair non plus dans quelle mesure la fonction de DAT est altérée (Davis, Tracy et
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al. 2008, Speed, Saunders et al. 2011, Morales, Del Olmo et al. 2012, Collins, Chen et al.
2015, Lockie, Dinan et al. 2015, Robinson, Burghardt et al. 2015). Cependant, deux études ont
fait état d’'une diminution de la clairance de DA dans le striatum dorsal (Hansen, Jensen et al.
2013, Labouesse, Stadlbauer et al. 2013), signe d’une fonction réduite. Par contre, aucune

¢tude n’a encore examiné ce parametre au niveau du NA.

Enfin, ce sont les récepteurs a la DA qui sont touchés. L’expression des DIR est
réduite tant au niveau génique que protéique (Vucetic, Carlin et al. 2012, Carlin, Hill-Smith et
al. 2013, Ong, Wanasuria et al. 2013, Sharma and Fulton 2013, Zhang, Wei et al. 2015). De
méme, les rats obéses semblent exprimer moins d’ARN messager de D2R dans le NA (Li,
South et al. 2009, Vucetic, Carlin et al. 2012, Carlin, Hill-Smith et al. 2013, Zhang, Wei et al.
2015) mais certaines études ne rapportent aucun changement (Huang, Yu et al. 2005, Huang,
Zavitsanou et al. 2006, Vucetic, Carlin et al. 2012, Hansen, Jensen et al. 2013, Ong,
Wanasuria et al. 2013). Une étude a décrit une augmentation au niveau protéique (Sharma and
Fulton 2013). Mais comme la plupart des études, ce résultat ne prenait pas en compte les
différentes isoformes des récepteurs D2 et tel que précisé par les auteurs, il ne suggere rien sur
la fonctionnalité. Par contre, un résultat souvent décrit dans la littérature est un déficit striatal,
proportionnel a I’indice de masse corporel, en récepteurs D2 chez les personnes obeéses
(Wang, Volkow et al. 2001, Volkow, Wang et al. 2008, Guo, Simmons et al. 2014), de fagon

similaire aux personnes accoutumées aux drogues (Wang, Volkow et al. 2004).

1.3.2.1.2 Altérations de la signalisation intracellulaire

D’autres preuves que la nourriture partage une base dopaminergique commune avec les
drogues d’abus proviennent des altérations dans les cascades de signalisation intracellulaire

mises en jeu par I’activation des récepteurs a la DA.

A Tinstar de I’exposition aux psychostimulants ou ils controlent leurs propriétés
motivationnelles, la consommation de diete riche en gras altére 1’expression des facteurs de
transcriptions CREB et AFosB dans le NA (Teegarden, Scott et al. 2009, Bocarsly and Avena
2013, Sharma, Fernandes et al. 2013, Sharma and Fulton 2013). En particulier, I’augmentation
de AFosB dans le striatum promouvrait la consommation compulsive de nourriture savoureuse

(Velazquez-Sanchez, Ferragud et al. 2014). Il en est de méme pour leurs cibles, notamment
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CDKS5, pDARPP-32™7° (Teegarden, Scott et al. 2009) et BDNF. La consommation de

Ser84$ . .
1°"* et donc ’insertion

nourriture palatable stimule également la phosphorylation de GluR
membranaire des récepteurs AMPA dans le NA (Rauggi, Scheggi et al. 2005, Peng, Ziff et al.
2011). Ces altérations sont mieux comprises et décrites de fagon beaucoup plus détaillées dans
le cadre de la consommation des drogues que dans le contexte de la prise et de la recherche de
nourriture. On peut toutefois noter les similarités entre les deux comportements. Comme pour
la consommation de drogues, cette plasticité représente des altérations de long-terme qui
feraient en sorte d’augmenter les propriétés récompensantes et motivationnelles de la

nourriture riche en calories et seraient un facteur de risque pour le maintien de Ia

consommation.

1.3.2.2 Modulation endocrine

En présence d’obésité, les mécanismes responsables de la diminution de la fonction
dopaminergique suite a la prise prolongée de nourriture riche en gras impliquent possiblement
les régulateurs hormonaux de la balance énergétique. Ils sont capables d’influencer les
comportements alimentaires et motivés par la modulation du tonus dopaminergique, ce qui
pourrait expliquer la consommation inadéquate de nourriture au-deld des besoins de

I’organisme, tant au niveau qualitatif que quantitatif.

1.3.2.2.1 Leptine

La leptine est produite par le tissu adipeux de fagcon proportionnelle a la masse
adipeuse (Considine, Sinha et al. 1996). Infusée dans le VTA, ou les récepteurs sont exprimeés
par les neurones a DA (Fulton, Pissios et al. 2006, Hommel, Trinko et al. 2006), elle réduit
I’activité électrique des neurones dopaminergiques (Hommel, Trinko et al. 2006) et la PA
(Hommel, Trinko et al. 2006, Morton, Blevins et al. 2009). Elle diminue également la
sensibilit¢ de la fonction dopaminergique comme en atteste la hausse du seuil de stimulation
¢lectrique intra-cranienne (Bruijnzeel, Corrie et al. 2011). Ainsi en conditions normales, la
leptine réduit la PA et le comportement motivé. Mais elle perd ses capacités chez les sujets
avec un poids excessif, bien que les niveaux soient €¢levés. En effet, les rats obeses perdent la
sensibilité¢ aux effets anorexiques de I’injection de leptine dans le VTA (Bruijnzeel, Qi et al.

2013). L’obésité s’accompagne donc d’une résistance aux effets centraux de la leptine au
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niveau du VTA, comme cela a aussi €té décrit dans 1’hypothalamus (Matheny, Shapiro et al.
2011). De facon similaire chez les personnes obéses, 1’activation du striatum ventral suite a la
présentation d’images de nourriture corréle positivement avec les niveaux plasmatiques de
leptine (Grosshans, Vollmert et al. 2012), suggérant une désensibilisation aux effets
anorectiques de la leptine. La diminution des niveaux circulants de leptine via la perte de poids
restaure la sensibilité des régions cérébrales impliquées dans 1’aspect homéostatique et
hédonique de la prise alimentaire dont le NA (Rosenbaum, Sy et al. 2008, Hinkle, Cordell et
al. 2013). Preuves additionnelles qu’une sensibilité a la leptine appropriée est nécessaire a une
fonction mésolimbique normale, les souris ob/ob, exemptes de leptine, hyperphagiques et
obéses, expriment moins de TH dans les neurones a DA et ont une concentration de DA basale
et stimulée réduite dans le NA. Ces souris sont €galement moins sensibles aux effets
locomoteurs et récompensants de I’AMPH (Fulton, Pissios et al. 2006). Par contre, 1’ablation
des récepteurs a la leptine dans le VTA augmente les propriétés motivationnelles et la
consommation de nourriture savoureuse (Hommel, Trinko et al. 2006, Davis, Choi et al.
2011). Ainsi, une signalisation altérée, de part une absence ou une résistance a la leptine,
réduit les propriétés récompensantes des drogues mais augmente celle de la nourriture,

favorisant donc la prise de poids et les atteintes au niveau du SDM.

1.3.2.2.2 Insuline

L’insuline a des propriétés similaires a celles de la leptine. Elle est produite par les
cellules B du pancréas en réponse a 1’élévation de la glycémie mais aussi proportionnellement
a la masse grasse (Polonsky, Given et al. 1988). L’insuline stimule 1’activité électrique de la
moitié des neurones dopaminergiques et 1’infusion dans le VTA réduit la PA et augmente le
seuil de stimulation électrique intra-cranienne (Figlewicz, Bennett et al. 2008, Bruijnzeel,
Corrie et al. 2011, Mebel, Wong et al. 2012, Labouebe, Liu et al. 2013), possiblement via
I’augmentation de la clairance de la DA, I’insuline favorisant I’expression et I’insertion de
DAT a la membrane (Figlewicz, Szot et al. 1994, Mebel, Wong et al. 2012). Elle réduit aussi
I’activité exploratoire associée a I’anticipation de nourriture (Labouebe, Liu et al. 2013) et
limite sa consommation (Mebel, Wong et al. 2012). A I’instar des récepteurs a la leptine,
I’ablation des récepteurs a I’insuline dans les neurones dopaminergiques provoque une

hyperphagie, le gain de poids et la baisse de la réponse locomotrice suite a 1’injection de
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cocaine (Konner, Hess et al. 2011). Et comme pour la leptine, 1’obésité¢ limite ’action de
I’insuline au niveau central. Par exemple, 1’ingestion de glucose n’active plus les récepteurs a
insuline dans le NA de rats devenus obéses et ceux-ci perdent la préférence normalement
exhibée pour une solution de glucose (Woods, Guttman et al. 2016). Similairement chez les
humains, ’activation du striatum suite a 1’administration d’insuline est réduite chez les

personnes résistantes a I’insuline (Anthony, Reed et al. 2006).

1.3.2.2.3 Autres facteurs

I1 existe une multitude d’autres facteurs endocriniens capables de moduler ’activité du
SDM (Fernandes, Sharma et al. 2013, Liu and Borgland 2015). Plusieurs ont des effets
comparables a la leptine et a I’insuline lorsque injectés dans le VT A, c’est-a-dire de réduire la
prise et le comportement alimentaire motivé, tels que le GLP-1 (Dickson, Shirazi et al. 2012),
la cholécystokinine (Blevins, Stanley et al. 2000). D’autres hormones ont des effets opposés et
stimulent le SDM et la PA. Telle la ghréline dont les niveaux augmentent a I’approche d’un
repas, qui stimule 1’activité électrique des neurones a DA du VTA, augmente la concentration
de DA dans le NA (Abizaid, Liu et al. 2006) et favorise la prise, la préférence et la motivation
pour la nourriture savoureuse (Egecioglu, Jerlhag et al. 2010, Perello, Sakata et al. 2010, King,

Isaacs et al. 2011, Skibicka, Hansson et al. 2012).

1.3.2.3 Modulation nutritionnelle

Comparativement aux hormones, les connaissances sur la facon dont les

macronutriments affectent individuellement le SDM sont plutot limitées.

1.3.2.3.1 Glucose

Le glucose est la source d’énergie la plus importante pour le cerveau et afin de
maintenir I’homéostasie, le SNC doit s’assurer que les concentrations plasmatiques soient
toujours de I’ordre physiologique de 3 a 6mM. Les mécanismes de régulation (production
hépatique de glucose par exemple) sont controlés par plusieurs régions cérébrales dont le tronc
cérébral et I’hypothalamus ou se trouvent des neurones dont 1’activité €lectrique est modifiée
par la concentration extracellulaire de glucose (Penicaud, Leloup et al. 2006). Des données

émergentes montrent que le SDM ou encore I’amygdale seraient d’autres sites potentiels de
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controle (Marty, Dallaporta et al. 2007, Diepenbroek, Serlie et al. 2013). L’infusion intra-
gastrique d’une solution de glucose stimule la libération de DA dans le NA, alors que
I’infusion de 1’analogue non-métabolisable 2-désoxyglucose inhibe cette libération dans le
striatum (Ren, Ferreira et al. 2010) suggérant I’existence de mécanismes de détection du
glucose. En accord avec ces résultats, une étude avait auparavant démontré 1’existence de
neurones sensibles aux variations de glucose (Papp, Lukats et al. 2007). Méme si la majorité y
est insensible, le glucose active (15%) ou inhibe (11%) certains neurones du NA. Les auteurs
dénotaient aussi une régionalisation de leur expression, avec les neurones inhibés par le
glucose se trouvant préférentiellement dans le NAs et ceux excités dans le NAc, en accord
avec la dichotomie fonctionnelle généralement décrite pour ces deux sous-régions. Par contre,
il n’a pas encore ét¢ montré a ce jour I’existence de neurones sensibles au glucose dans le

VTA.

1.3.2.3.2 Acides aminés

Les régions cérébrales sensibles aux variations de concentrations protéiques sont les
mémes que celles qui sont sensibles aux signaux hormonaux, a savoir 1’hypothalamus et le
tronc cérébral (Faipoux, Tome et al. 2008). Les di¢tes riches en protéines ont un effet
sati¢togene (Latner and Schwartz 1999, Bensaid, Tome et al. 2002) alors que celles faibles en
protéines favorise la prise de nourriture savoureuse (Griffioen-Roose, Mars et al. 2012).
Quelques études se sont intéressées aux effets d’acides aminés en particulier et démontrent
qu’ils peuvent également affecter les circuits neuronaux régulateurs de I’humeur et de la PA,
comme le tryptophane qui améliore ’humeur chez des jeunes femmes en santé (Kroes, van
Wingen et al. 2014) alors qu’une déplétion favorise la prise alimentaire sucrée chez les
personnes en surpoids (Pagoto, Spring et al. 2009). De plus, un repas carencé en tyrosine, le
précurseur de la DA, réduit bien la teneur en tyrosine du NA, mais n’affecte ni la
concentration extracellulaire basale de DA ni le plaisir ou la motivation pour la nourriture. Par
contre, le manque de tyrosine bloque la libération de DA stimulée par I’AMPH (McTavish,
Cowen et al. 1999, Hardman, Herbert et al. 2012). Ces quelques études se limitent toutefois a
des interventions uniques et il reste a déterminer de fagon plus spécifique 1’impact d’une

déficience chronique sur la fonction dopaminergique.
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1.3.2.3.3 Acides gras

Comme pour le glucose, il existe dans 1’hypothalamus des neurones sensibles aux AG,
dont I’activité ¢lectrique varie en fonction de leur concentration (Wang, Cruciani-
Guglielmacci et al. 2006, Le Foll, Irani et al. 2009). Les AG injectés au niveau central
diminuent de facon transitoire la PA (Obici, Feng et al. 2002, Schwinkendorf, Tsatsos et al.
2011) et I’aspect qualitatif semble important. Par contre, au moment ou j’ai commencé mon
doctorat, il n’existait aucune information quant aux effets individuels de différents types d’AG
sur la fonction dopaminergique mésolimbique ou les mécanismes impliqués. Afin
d’appréhender pleinement le sujet de ce projet, il me semble important de présenter les AG,
leurs répartitions dans [’alimentation et 1’organisme, leur métabolisme périphérique et

détection centrale.
2. Les acides gras

2.1 Structure des acides gras

Les AG sont des chaines d’hydrocarbones qui s’achévent par un acide carboxylique. Il
existe des AG a courte chaine (2 a 6 atomes de carbone), a chaine moyenne (8 a 12 atomes de
carbone), a chaine longue (14 a 18 atomes de carbone) ou a trés longue chaine (20 a 26 atomes
de carbone). Les AG se distinguent aussi par la présence et le nombre de double liaison entre
atomes de carbone. On distingue alors les AG saturés (AGS) et les AG insaturés. Les AGS
comme 1’acide palmitique (AP) se caractérisent par I’absence de double liaison. Les AG
insaturés comprennent une ou plusieurs doubles liaisons entre deux atomes de carbone. Les
AG insaturés w-9 comme I’acide olé¢ique (AO) contiennent une seule double liaison au niveau
du 9™ carbone et sont qualifiés d’AG mono-insaturés (AGMI). Les AG poly-insaturés
(AGPI) contiennent quant a eux plusieurs doubles liaisons. Ils peuvent étre de type w-3
comme I’acide a-linolénique ou la premiére double liaison se situe au niveau du 3°™ carbone,
ou de type w-6, comme 1’acide arachidonique, ou la premiére double liaison se trouve au
niveau du 6™ carbone. Il existe aussi les AG trans, présents en faible quantité a 1’état naturel
dans certaines viandes et produits laitiers. Ils sont aussi produits industriellement par le

processus d’hydrogénation qui conduit a leur saturation (suppression des doubles liaisons)

(Sommerfeld 1983).
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Les mammiferes sont capables de synthétiser eux-mémes plusieurs AG a partir de
I’acide palmitique, premier produit issu de la lipogénése. D’autres AG, qualifiés d’essentiels,
ne sont pas synthétisés par I’organisme et proviennent exclusivement de I’alimentation (noix,
poissons et certaines huiles végétales). C’est le cas des AGPI acide linoléique et acide a-
linolénique, précurseurs de la syntheése d’autres AGPI tels que 1’acide arachidonique et I’acide

docosahéxaénoique (Rustan and Drevon 2001).
2.2 Les acides gras dans ’alimentation

2.2.1 Caractéristiques de deux régimes : I’un traditionnel, I’autre contemporain

La révolution industrielle qui s’est opérée en Occident au cours du si¢cle dernier s’est
accompagnée de I’augmentation de I’apport en glucides et de la diminution de I’apport total en
AG. Cependant la proportion d’AGS par rapport aux AG insaturés ainsi que le ratio AGPI w-
6/w-3, typiquement ¢élevé dans la diete nord-américaine, a augmenté (Simopoulos 2002,
Lloyd-Jones, Adams et al. 2010). Certains pays ont néanmoins réussi a plus ou moins
maintenir les habitudes alimentaires qui existaient avant 1’ére industrielle, notamment sur le
continent européen. Cette tendance tend néanmoins a disparaitre avec « 1’occidentalisation »
des habitudes alimentaires des pays d’Europe et d’Afrique du Nord, notamment ceux du

pourtour méditerranéen (Garcia-Closas, Berenguer et al. 2006).

2.2.1.1 Le régime occidental

Le fromage, la viande rouge, le lait, les huiles, la glace, les gateaux/biscuits et le beurre
représentent plus de 50% des apports en AGS du régime occidental/nord-américain (Cotton,
Subar et al. 2004). Ce type de diete est largement consommeé en Amérique du Nord, en Europe
de I’Ouest, mais aussi dans plusieurs pays d’Orient, d’Asie et en voie de développement. De
par les aliments consommés, le régime occidental contient beaucoup d’AGS (notamment
I’AP) et peu d’AG insaturés comme les AGPI w-3 (Kris-Etherton, Harris et al. 2002,
Simopoulos 2002, Trumbo, Schlicker et al. 2002). Ce type de régime est généralement
reconnu pour étre délétére pour la santé cardiovasculaire (Tchernof and Després 2013, Myles
2014) et les fonctions cognitives (Takechi, Galloway et al. 2010, Kanoski and Davidson

2011). La diminution des apports en AGS se révele étre bénéfique pour 1’organisme. En
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Finlande par exemple, ou le climat et les ressources favorisent la consommation d’AGS, il a
¢té démontré 1’amélioration de la santé cardiovasculaire de la cohorte suivie suite a la

réduction de la consommation de gras, en particulier de type saturé (Aro and Becker 2010).

De nombreux produits consommés dans la diéte occidentale contiennent également des
AG trans, ces AG dont I’hydrogénation augmente la stabilité a température ambiante. On les
trouve dans la nourriture transformée industriellement comme les biscuits, les patisseries, les
produits surgelés et les produits frits avec des huiles transformées. Les recommandations
nutritionnelles sont de limiter leur consommation a cause de leur risque athérogénique ¢levé

(Health-Canada. 2006, de Souza, Mente et al. 2015, Ganguly and Pierce 2015).

2.2.1.2 Le régime méditerranéen

Les pays entourant la mer Méditerranée (Italie, Gréce, Croatie) mais également le
Japon ont plutot une histoire de consommation de nourriture faible en AGS et AG trans (Keys,
Menotti et al. 1986). La cuisine traditionnelle méditerranéenne se caractérise par une
consommation élevée en huile d’olive, noix, graines, fruits, légumes et poissons et une
consommation faible de viande rouge, produits raffinés et autres sucreries (Willett, Sacks et al.
1995). Les apports sont ainsi riches en AGMI (en AO) et en AGPI de type w-3, de part un
ratio plus faible w-6/w-3 (Kris-Etherton, Eckel et al. 2001). A I’inverse du régime occidental,
le régime méditerranéen est reconnu pour étre protecteur de la santé cardiovasculaire (autant
chez des individus sains que présentant dé¢ja des problemes métaboliques et cardiovasculaires)
et mentale (Sanchez-Villegas, Martinez-Gonzalez et al. 2013, Ros, Martinez-Gonzalez et al.
2014, Martinez-Gonzalez, Salas-Salvado et al. 2015). Bien que de nombreux pays tendent a
s’¢loigner du régime méditerranéen, d’autres, notamment en Amérique et Europe du Nord,
essaient de favoriser ’adhérence a ce régime (da Silva, Bach-Faig et al. 2009). Il a d’ailleurs
été récemment déterminé que I’adhérence au régime méditerranéen réduirait les colits de santé
engendrés par les traitements des maladies coronariennes et cardiovasculaires au Canada et

aux Etats-Unis, et possiblement d’autres pays (Abdullah, Jones et al. 2015).

La composition en AG de la dicte consommée est importante a prendre en
considération car la qualité du gras, plutot que la quantité totale, serait un facteur de risque de

maladies cardiovasculaires, comme le démontre cette étude ou des hommes nourris avec un
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régime faible en gras ou un riche en gras contenant tous 2 une proportion égale d’AGS, AGMI
et AGPI ont des taux de cholestérol similaire (Nelson, Schmidt et al. 1995). De méme, une
diete riche en gras mais équilibrée en sorte de gras (un tiers de chacun des types, saturé, mono-
insaturé et poly-insaturés) améliore la fonction vasculaire et réduit les signes d’inflammation
chez des femmes obéses (Silver, Kang et al. 2014). De par les compositions respectives des
deux types de régime discutés, I’AP, ’AO et ’acide linoléique sont les trois AG les plus

présents dans 1’alimentation.

2.2.2 Agencement des acides gras fournis par I’alimentation

Les AG provenant de 1’alimentation se trouvent en grande majorité (95%) sous la
forme de triglycérides qui sont un assemblage de trois AG estérifiés et d’une molécule de

glycérol. Le reste peut se trouver en tant que :

- diglycérides, un ensemble de deux AG liés a une molécule de glycérol, retrouvés
dans les huiles végétales en plus ou moins grande proportion,

- phospholipides, dont la structure est similaire aux diglycérides : deux AG liés a une
molécule de glycérol mais a laquelle est joint un groupement phosphate,

- esters de cholestérol, ou la fonction hydroxyle de la molécule de cholestérol est
estérifiée par un AG,

- et AG libres (Michalski, Genot et al. 2013).

2.3 Les acides gras dans ’organisme

Le glucose et les corps cétoniques (dans certaines conditions particulieres comme
’allaitement et le jetine prolongé) représentent les sources primaires d’énergie de I’organisme.
Mais les AG représentent la forme majeure de réserve d’énergie. La masse grasse d’un corps
en santé représente 20 a 30% du poids total (Mean Percentage Body Fat by Age Group and
Sex in the United States, NHNES Survey. 2009, Anjos, Teixeira Fda et al. 2013, Lowry and
Tomiyama 2015). Evidemment ces chiffres varient aussi en fonction de 1’age, du sexe, de
I’ethnicité, de la condition physique, ou encore des conditions métaboliques. Les AG servent
aussi a la composition des membranes cellulaires, a la signalisation cellulaire et I’adressage

protéique.
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2.3.1 Répartition tissulaire

2.3.1.1 Répartition périphérique

Le tissu adipeux est la source majeure de réserve d’énergie ou sont stockées, en
conditions homéostatiques, de 10 a 25% des réserves lipidiques totales. Le foie est composé de
gras a hauteur d’environ 5% de son poids total. La aussi ces chiffres varient en fonction de
I’age, du sexe, de la condition physique, et des conditions pathologiques comme 1’obésité et le
diabete de type 2 ou du gras peut aussi s’accumuler de fagon ectopique au niveau du ceeur, du

pancréas et des muscles (Arsenault, Beaumont et al. 2012).

Les AG étant un des composants majeurs de 1’alimentation, la modification des
habitudes alimentaires influence incontestablement la composition en AG de 1’organisme. La
qualité des AG alimentaires modifie premi¢rement la composition en AG du compartiment
sanguin. En effet, le profil plasmatique d’AG refléte le profil des AG ingérés par
I’alimentation (Judd, Marshall et al. 1989, Moilanen, Rasanen et al. 1992, Ma, Folsom et al.
1995, Raatz, Bibus et al. 2001). Par exemple, dans une étude qui a comparé le profil
plasmatique de sujets Italiens, Finlandais et Américains, les AG insaturés étaient les plus
¢levés chez les Italiens alors que les Finlandais présentaient le taux le plus élevé d’AGS
(Dougherty, Galli et al. 1987). Le profil des AG alimentaires se refléte également dans la
composition du tissu adipeux (Field, Angel et al. 1985, Garland, Sacks et al. 1998, Baylin,
Kabagambe et al. 2002) et du muscle (Andersson, Nalsen et al. 2002).

Une ¢étude ayant regroupé les résultats de plusieurs autres qui ont analysé la
composition plasmatique et adipeuse en AG chez des individus adultes sains a montré que les
triglycérides du tissu adipeux sont composés (par ordre décroissant d’abondance) d’acide
oléique (AGMI), palmitique (AGS) et linolénique (AGPI). Tout comme dans le tissu adipeux,
les AG majeurs contenus dans le plasma, que ce soit sous la forme d’AG libres, de
triglycérides, d’esters de cholestérol ou de phospholipides sont I’AP, I’AO et 1’acide
linoléique, 1’ordre d’importance en termes d’abondance pouvant varier (Hodson, McQuaid et
al. 2009). Si toutes les fractions sont ajoutées, on retrouve I’AP comme étant le plus abondant,

suivi de I’AO et de I’acide linoléique (Hodson, Skeaff et al. 2008). La présence majoritaire en
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périphérie de ces trois AG refléte bien la composition alimentaire en AG des régimes

occidental et méditerranéen.

2.3.1.2 Répartition dans le systeme nerveux central

Le cerveau humain est composé a 60% de lipides. Les membranes cellulaires sont
particulierement riches en lipides, qui comptent pour 50% des protéines totales qui les
constituent. Et celle de la gaine de my¢éline en compte jusqu’a 70%. Les phospholipides, les
sphingolipides et le cholestérol sont les formes de lipides les plus abondantes (Calderon,
Attema et al. 1995, van Meer, Voelker et al. 2008). Par ailleurs, il existe des domaines
membranaires ou les sphingolipides et le cholestérol sont concentrés. Ces microdomaines,
nommeés radeaux lipidiques, sont particulierement fluides et sont des zones privilégiées pour

I’adressage des protéines et 1’exocytose (Simons and Ikonen 1997).

Comme pour les tissus périphériques, la qualit¢ des AG alimentaires modifient les
niveaux cérébraux de phospholipides, cholestérol et triglycérides (Angulo-Guerrero and Oliart
1998, Kurban, Mehmetoglu et al. 2007). Chez le rat, les phospholipides membranaires sont
constitués d’environ 50% d’AGS, 25% d’AGMI et 30% d’AGPIL. Alors que le contenu en
AGMI et AGPI des phospholipides sont affectés par I’apport alimentaire, celui en AGS ne
I’est pas (Abbott, Else et al. 2012). Il est a noter que le contenu en AGPI des membranes est le
plus faible comparé aux tissus périphériques comme le foie ou le muscle). Alors que c’est
I’inverse chez les humains, ou le cerveau est ’organe avec les membranes cellulaires les plus
riches en AGPI (Hulbert, Rana et al. 2002). Mais autant chez I’humain que les murins, 1’acide
arachidonique et 1’acide docosahéxaénoique sont les AGPI les plus abondants des membranes
cellulaires dans le cerveau (Bazinet and Laye 2014). Ils jouent un role essentiel dans la
structure et la fonction de membranes cellulaires, le développement cérébral et les désordres
neurologiques comme la maladie d’Alzheimer, la schizophrénie ou encore le trouble du déficit

de l'attention (Alessandri, Guesnet et al. 2004).

De facon plus précise, la concentration en AG individuels est aussi modifiée suivant
I’apport alimentaire. Par exemple, huit semaines de di¢te enrichie en gras éléve les taux d’AP,
d’acide arachidonique et d’acide docosapentaenoique (Levant, Ozias et al. 2013). Deux études

précédentes avaient montré I’inverse (Yu, Bi et al. 2010). Mais les études présentent des
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différences, notamment au niveau de la qualité¢ des AG (¢rans comparé a saturés), et de 1’age
auquel les souris ont été soumises au régime (tout au long de la période de gestation et du
développement comparé a des adultes), soulignant les différences entre la nature des AG et

entre le cerveau au moment du développement et a 1’age adulte.

L’hypothalamus et le SDM ¢étant impliqués dans la régulation de 1’homéostasie
énergétique, il ne serait pas étonnant d’en voir la composition modifiée par I’alimentation. En
effet, I’enrichissement ou I’appauvrissement de la dicte en AGPI altére la concentration, entre
autres, d’acide linolé¢ique et d’acide arachidonique (Marteinsdottir, Horrobin et al. 1998,
Levant, Ozias et al. 2007). Une autre étude chez le rat a montré une augmentation de quelques
AGPI dont I’acide docosahéxaénoique et I’acide eicosapentaenoique apres huit semaines
d’une dicte riche en AGS et pauvre en AGPI, similaire au régime occidental. Mais de fagcon
¢tonnante, les concentrations hypothalamiques totales d’AGS (incluant 1I’AP) et d’AGMI (dont
I’AO) demeuraient inchangées bien que des altérations plus profondes ont été observées en
périphérie (Dornellas, Watanabe et al. 2015). Il est possible que les AG alimentaires soient
préférentiellement incorporés dans les tissus périphériques plutot que dans le cerveau
(Grandgirard, Piconneaux et al. 1998). Concernant le SDM, quelques études se sont penchées
sur les effets des AGPI. Elles ont démontré que la composition en ces AG est altérée suite a la
modulation de leurs niveaux dans la di¢te (Levant, Ozias et al. 2006, Ahmad, Park et al. 2008).
Mais a ma connaissance aucune étude n’a encore déterminé les effets des AG saturés ou

mono-insaturés alimentaires sur la composition en AG du cerveau.

2.3.2 Métabolisme périphérique

Les AG étant des molécules hydrophobes, ils sont transportés dans les systemes
lymphatique et vasculaire liés a 1’albumine (van der Vusse 2009) ou au sein de complexes
hydrosolubles composés d’un cceur de triglycérides, de phospholipides, de cholestérol et
d’apoprotéines: ce sont les lipoprotéines. On distingue alors deux voies dans le métabolisme
des lipoprotéines: la voie exogene ou les lipides proviennent de 1’alimentation et dont le but
est de les amener vers les organes utilisateurs (tissu adipeux, muscle) et la voie endogene, ou
ce sont les lipides nouvellement produits par la lipogénese qui sont transportés vers les tissus

utilisateurs (Giammanco, Cefalu et al. 2015) (Figure 4).
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Figure 4 : Voies métaboliques des lipoprotéines impliquées dans le transport des lipides
alimentaires et endogénes. CETP : protéine de transfert des esters de cholestérol, HDL :
lipoprotéines de haute densité, IDL : lipoprotéines de densité intermédiaire, LDL
lipoprotéines de faible densité, LDLR : récepteur aux LDL, LPL : lipoprotéine lipase, PL :
phospholipides, VLDL : lipoprotéines de tres faible densité. Lusis & Pajukanta, 2008.

2.3.2.1 Voie exogene des lipides

Tout au long de la partie supérieure du tractus digestif, les triglycérides provenant de
I’alimentation seront réduits en AG libres, monoglycérides et diglycérides. Cette hydrolyse

débute dans la cavité buccale grace a 1’action de la lipase linguale présente dans la salive

Introduction - 53



(Hamosh and Scow 1973). Elle se poursuit dans 1’estomac sous 1’action de la lipase gastrique.
Mais c’est au niveau de I’intestin gréle que se fait la majorit¢ de I’hydrolyse via la lipase
pancréatique et les acides biliaires hépatiques. L’action conjuguée des acides biliaires et des
lipases meéne a I’émulsification des lipides en micelles (complexes hydrosolubles d’acides
biliaires, AG libres et monoglycérides), qui pourront alors étre absorbées par simple diffusion
par les entérocytes di a leur nature lipophile (Phan and Tso 2001). Un systéme de transport
facilit¢ via des protéines telles que CD36 et FATP4 (pour fatty acid transport protein,
isoforme 4), qui sont exprimées par les entérocytes, a également été suggéré (Stahl, Hirsch et
al. 1999, Chen, Yang et al. 2001, Shim, Moulson et al. 2009, Masson, Plat et al. 2010). Par
ailleurs, il est a noter que les diglycérides et triglycérides ne sont pas incorporés dans les
micelles et ne peuvent donc pas étre absorbés. Les acides biliaires seront quant a eux recyclés

par I’iléon (Mansbach and Gorelick 2007).

Apres avoir pénétré les entérocytes, les AG et monoglycérides sont pris en charge par
des protéines de transport (fatty acid binding protein, FABP). Au niveau des entérocytes, les
isoformes 1 et 2 sont exprimées (Gajda and Storch 2015). Les AG et monoglycérides seront
ensuite dirigés vers le réticulum endoplasmique pour servir a la synthése de triglycérides.
Seront d’abord synthétisés les diglycérides a partir des AG libres et des monoglycérides via
I’acyl-CoA monoacylglycerol acyltransferase, puis les triglycérides via 1’acyl-CoA
diacylglycerol acyltransferase (Cao, Hawkins et al. 2004, Uchida, Slipchenko et al. 2013). Les
AG contenant moins de dix carbones ne nécessitent pas d’assemblage et rejoignent
directement la circulation sanguine de la veine porte (Raybould 2002). Les triglycérides seront
alors assemblées avec le cholestérol, les phospholipides et I’apoprotéine B-48 pour former les
lipoprotéines que sont les chylomicrons naissants. L’enzyme microsomal triglyceride
transport protein se charge par la suite d’enrichir les chylomicrons naissants avec des
triglycérides additionnels et d’ajouter I’apoprotéine A-IV pour former les chylomicrons
matures. Les chylomicrons transitent ensuite via I’appareil de Golgi pour gagner la lymphe via
les capillaires de la villosité intestinale avant d’atteindre la circulation sanguine (Hussain

2000).

Dans la circulation générale et les capillaires des différents organes, les chylomicrons

sont soumis a 1’action de la lipoprotéine lipase (LPL) présente a la surface de 1’endothélium
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(Cheng, Oosta et al. 1981). Celle-ci est activée par 1’apoprotéine C-II présente a la surface des
chylomicrons afin d’hydrolyser les triglycérides et libérer le glycérol et les AG (Di Filippo,
Marecais et al. 2014). Ceux-ci peuvent alors étre captés par les organes tels que le tissu adipeux
et les muscles pour étre utilisés comme source d’énergie ou a des fins de réserve. Les
chylomicrons délestés des triglycérides (résiduels) sont retournés au foie pour étre éliminé. La
totalit¢ des chylomicrons est éliminée douze a quatorze heures aprés un repas (Hussain,

Kancha et al. 1996).

2.3.2.2 Voie endogene des lipides

Dans cette voie, ce sont les triglycérides produits par la lipogénése dans les hépatocytes
qui forment le cceur des lipoprotéines. Les lipoprotéines de la voie endogéne sont classées
suivant leur taille et leur densité. De la plus grande et la plus riche en triglycérides (et moins
riche en cholestérol), on trouve les lipoprotéines de trés faible densité¢ (very low density
lipoprotein, VLDL), les lipoprotéines de densité intermédiaire (intermediate density
lipoprotein), les lipoprotéines de faible densit¢ (low density lipoprotein, LDL), et les
lipoprotéines de haute densité (high density lipoprotein, HDL).

La synthése des AG consiste en la transformation d’une molécule d’acétyl-CoA, issue
de I’oxydation du glucose ou de la dégradation des AG, en malonyl-CoA. Cette réaction se fait
dans le cytoplasme des hépatocytes principalement, et celui des adipocytes dans une moindre
mesure, grace a I’acétyl-CoA carboxylase. La molécule de malonyl-CoA subit ensuite 7 cycles
de réactions catalysés par la fatty acid synthase pour aboutir a la formation du produit final qui
est le palmitoyl-CoA. Celui-ci peut subir différentes réactions d’élongation et de désaturation
pour former d’autres types d’AG. Comme pour les chylomicrons, les AG sont assemblés en
triglycérides puis intégrés dans le réticulum endoplasmique aux lipoprotéines que sont les
VLDL. A I'inverse des chylomicrons, I’apoprotéine majoritaire qui constitue les VLDL est la

B-100 (Segrest, Jones et al. 2001).

Apres libération dans la circulation sanguine, tout comme les chylomicrons, les VLDL
subissent 1’hydrolyse par la LPL présente sur les cellules endothéliales. Ces VLDL
partiellement hydrolysées deviennent des lipoprotéines de densité intermédiaire. Celles-ci

peuvent alors étre captées par le foie pour élimination ou subir encore 1’action de la LPL,

Introduction - 55



devenant ainsi des LDL. Enrichies en cholestérol, les LDL seront dégradées au niveau du foie
par digestion lysosomale (Ramasamy 2014). Un taux ¢élevé de LDL est un facteur de risque au

développement d’athérosclérose et de maladies cardiovasculaires (Krauss 2010).

Les HDL servent a transporter le cholestérol contenu dans les tissus périphériques et
les autres lipoprotéines vers le foie pour qu’il soit ¢liminé. Les HDL initialement dépourvues
de cholestérol sont produites par les hépatocytes (Gotto Jr, Pownall et al. 1986) et les
entérocytes (Alpers, Lock et al. 1985). Le cholestérol libre contenu dans les cellules est
transporté vers les HDL via le transporteur membranaire 47P-binding cassette A1 (ABCA1).
La lécithine-cholestérol acyltransférase catalyse ensuite 1’estérification du cholestérol qui
migre vers le ceceur des HDL (Jonas 2000). Les HDL peuvent également s’enrichir en
triglycérides par des échanges avec les autres lipoprotéines via la protéine de transfert des
esters de cholestérol. Les HDL sont hydrolysés par la lipase hépatique et la lipase endothéliale.
Au niveau des hépatocytes, les HDL sont reconnus par le récepteur scavenger receptor Bl et
le cholestérol pénétre par voie extralysosomale dans les cellules. Il sera éliminé par sécrétion
biliaire (Gautier, Masson et al. 2011). A I'inverse des LDL, les HDL sont anti-athérogéniques

et sont associées a un risque moindre de maladies cardiovasculaires (Krauss 2010).
2.3.3 Détection centrale

2.3.3.1 Passage de la barriere hémato-encéphalique

Il a été montré que les AG pouvaient €tre transportés vers le cerveau, d’'une manicre
proportionnelle a la concentration plasmatique (Dhopeshwarkar and Mead 1970, Miller,
Gnaedinger et al. 1987, Rapoport 1996). Environ 5% des AG libres circulants peuvent étre
capté par le cerveau (Rapoport 2001). La qualité des AG contenus dans 1’alimentation peut
modifier ce transport. Par exemple, le transport de I’AP dans le cerveau est augmenté suite a
un régime riche en AGS (Wang, Wang et al. 1994). L’infusion d’AG radio-marqués dans la
circulation sanguine entraine rapidement 1’apparition de marquage dans le parenchyme
cérébral (Purdon, Arai et al. 1997, Smith and Nagura 2001). Mais les mécanismes impliqués
sont encore mal compris. La barricre hémato-encéphalique, composée de cellules
endothéliales unies par des jonctions serrées dont le role est d’assurer un liquide cérébrospinal

et extracellulaire cérébral exempts de tout agent pathogene et toxine (Persidsky, Ramirez et al.
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2006), représente un obstacle majeur a 1’acces des AG aux cellules cérébrales. Il existe
cependant une exception au niveau des organes circumventriculaires comme 1’éminence
médiane et 1’area postrema. Ces régions se situent autour des 3™ et 4™ ventricules cérébraux
respectivement. Cette situation unique et la présence de capillaires fenéstrés (c’est-a-dire
I’absence de jonctions serrées entre les cellules endothéliales) en font des zones d’échange
privilégiées entre la circulation sanguine et le parenchyme cérébral. De par leurs connexions
avec de nombreuses régions impliquées dans la régulation de I’homéostasie énergétique, les
organes circumventriculaires facilitent la transmission des signaux hormonaux et nutritionnels

de la périphérie vers des régions plus profondes (Fry, Hoyda et al. 2007).

Ainsi, hormis a proximité des organes circumventriculaires, toute molécule désirant
accéder au compartiment cérébral doit alors traverser la membrane plasmique apicale, le
cytoplasme endothélial et la membrane plasmique basale des cellules endothéliales. Deux
mécanismes non exclusifs de transport des AG a travers les membranes plasmique sont
actuellement proposés: le transport passif et le transport facilité. Ces deux processus sont

¢galement valables pour I’entrée des AG dans les cellules du parenchyme cérébral.
2.3.3.2 Entrée dans la cellule

2.3.3.2.1 Transport passif ou flip-flop

Le transport passif des AG, aussi connu sous le nom de flip-flop, est soutenu par les
travaux du groupe de James Hamilton (Figure 5). Ce processus basé sur les propriétés
amphiphiles (chaine carbonée hydrophobe et acide carboxylique hydrophile) des AG suggere
qu’apres dissociation de 1’albumine dans la circulation, ceux-ci se fixent a la bicouche
lipidique des cellules et la traversent par mouvement transmembranaire (Hamilton and
Brunaldi 2007). 1l s’agit d’'un mécanisme rapide (de I’ordre de secondes voire millisecondes)
emprunté autant par les AG a chaine courte que ceux a chaine moyenne ou longue, bien que
les AG a chaine carbonée plus courte traversent plus rapidement (Kamp, Zakim et al. 1995,

Zhang, Kamp et al. 1996, Smith and Nagura 2001).
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Figure 5 : Modele de transport passif, dit de flip-flop, des acides gras a travers les membranes

plasmiques. FA: fatty acid, acides gras. Hamilton & Brunaldi, 2007.

2.3.3.2.2 Transport facilité

Le second mode de transport des AG a travers la membrane plasmique se ferait via des
transporteurs (Mitchell and Hatch 2011). C’est un transport saturable qui semble spécifique

aux AG dont la chaine contient au moins neuf carbones (Abumrad, Park et al. 1984).

La premiere famille de transporteurs impliqués dans ce transport facilité regroupe les
FATP. Ces protéines conservées des invertébrés aux mammiféres existent sous six isoformes a
travers 1’organisme mais seules deux sont exprimées dans le cerveau, dont I’hypothalamus :
FATP1 et FATP4 (Fitscher, Riedel et al. 1998, Hirsch, Stahl et al. 1998, Le Foll, Irani et al.
2009). Celles-ci sont également exprimées par I’endothélium de la barriere hémato-
encéphalique (Mitchell, On et al. 2011). Les FATP posseédent un site de liaison aux AG dans
leur domaine extracellulaire (Watkins, Lu et al. 1998). Un mod¢le in vitro de barriére hémato-
encéphalique a montré que I’invalidation de FATP1 réduit le transport d’AP et d’AO alors que
I’absence de FATP4 réduit le transport d’acide linoléique (Mitchell, On et al. 2011).

CD36, et son homologue murin FAT (Abumrad, el-Maghrabi et al. 1993), est une autre

protéine capable de lier les AG et de les transporter a travers la membrane plasmique. Comme
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les FATP, FAT/CD36 est exprimé par de nombreuses cellules adipeuses, musculaires et
intestinales entre autres (Abumrad, Ajmal et al. 2005) mais aussi cérébrales dont
I’hypothalamus et le striatum dorsal. Mais il ne semble pas exprimé dans le VTA (Glezer,
Bittencourt et al. 2009). FAT/CD36 semble moins spécifique de la classe d’AG transportée
puisque la réduction de son expression diminue autant le transport d’AP que d’AO, d’AL,
d’acide myristique et butyrique (Mitchell, On et al. 2011). En plus du métabolisme lipidique
(FAT/CD36 est également un récepteur pour les lipoprotéines), FAT/CD36 joue aussi un role

dans I’inflammation, I’angiogénése et I’athérosclérose (Febbraio, Hajjar et al. 2001).

Ainsi, plusieurs mécanismes semblent disponibles pour permettre aux AG de
provenance alimentaire et primordiaux au bon fonctionnement du cerveau, d’atteindre les
cellules cérébrales. On peut imaginer que le statut énergétique ou métabolique puisse réguler
ces mécanismes. C’est effectivement le cas de la perméabilit¢ de la barriére hémato-
encéphalique, qui est augmentée de fagon temporaire suite a I’injection artérielle d’AO (Han,
Jang et al. 2013). Et de facon trés intéressante, la consommation prolongée d’un régime riche
en gras de type occidental diminue I’expression des protéines des jonctions serrées de la
barriére hémato-encéphalique, notamment au niveau de I’hippocampe, s’accompagnant de

déficits dans I’apprentissage et la mémoire (Kanoski, Zhang et al. 2010).
2.3.3.3 Transport intra-cellulaire

2.3.3.3.1 Prise en charge

Une fois le cytoplasme atteint, les AG sont pris en charge dans leur forme non-
estérifiée, par des protéines chaperonnes qui facilitent leur solubilité (Figure 7). Les FABP
sont des protéines qui lient avec une grande affinité des ligands hydrophobes comme les AG
(Zimmerman and Veerkamp 2002). Dix FABP ont ¢été identifiées chez les mammiferes : elles
sont exprimées par la majorité des tissus mais trois seulement sont retrouvées dans le cerveau :
FABP3, FABPS et FABP7. Leurs niveaux d’expression suivent un gradient temporel et elles
jouent un rdle important dans la neurogénese, la différenciation et la migration cellulaire (Liu,
Mita et al. 2010). FABP3 est presque indétectable pendant 1’embryogénése mais les niveaux
d’expression augmentent graduellement aprés la naissance jusqu’a I’age adulte, ou les niveaux

sont les plus forts. L’expression de FABPS atteint son maximum a la naissance mais diminue
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par la suite. FABP7 est fortement exprimé au stade embryonnaire mais comme FABPS, son
expression diminue pour atteindre des niveaux plus faibles a I’age adulte. Il a été observé une
forte expression dans les tubercules olfactifs (FABP3 et FABP7) et une plus modérée dans le
cortex, I’amygdale et I’hippocampe (FABPS5 et FABP7). En comparaison il semblerait que les
3 isoformes soient peu exprimées dans le striatum, le VTA ou encore 1’hypothalamus (Kurtz,
Zimmer et al. 1994, Owada, Yoshimoto et al. 1996, Owada 2008). Les 3 isoformes se
retrouvent dans les neurones et les cellules gliales (Veerkamp and Zimmerman 2001) mais
FABPS est aussi fortement exprimé dans les fibres nerveuses (substance blanche) et FABP7
particulierement dans les astrocytes (Gerstner, Bremer et al. 2008, Sharifi, Morihiro et al.
2011). FABPS est également présente dans les cellules endothéliales de la barriére hémato-
encéphalique (Mitchell, On et al. 2011). Les FABP lient tous les types d’AG mais exhibent
des affinités pour les AGPI w-6 (FABP3), les AGS (FABP5) ou les AGPI w-3 (FABP7)
(Veerkamp and Zimmerman 2001, Liu, Mita et al. 2010). Une étude récente démontre par
ailleurs que FABPS participe au transport de I’acide docosahéxaénoique au travers de la

barriére hémato-encéphalique (Pan, Scanlon et al. 2015).

Les AG non-estérifiés sont pris en charge par I’acyl-CoA synthétase qui se charge de
les estérifier, une étape nécessaire a leur oxydation ultérieure. Il a ét¢ démontré qu’en plus de
leur capacité a transporter les AG, les FATP détiennent également une activité synthétase
puisqu’elles sont capables de les estérifier en acyl-CoA (Anderson and Stahl 2013). L’ajout du
groupe coenzyme-A les piegent dans le cytoplasme et les empéchent de sortir de la cellule

(Boylan and Hamilton 1992).

Les AG estérifiés peuvent aussi €tre pris en charge par I’acyl-CoA binding protein
(ACBP). Elle est fortement exprimée par le tissu adipeux et le foie (Faergeman, Wadum et al.
2007) mais on la retrouve aussi au niveau du cerveau notamment du noyau arqué de
I’hypothalamus (ARC), le cortex, I’hippocampe, et dans une moindre mesure dans le
mésencéphale (Alho, Fremeau et al. 1988, Malagon, Vaudry et al. 1993). ACBP régule
notamment le métabolisme intra-cellulaire des AG insaturés au niveau de I’hypothalamus
(Bouyakdan, Taib et al. 2015). De plus, au niveau central, la forme sécrétée d’ ACBP peut se
lier aux récepteurs ionotropiques GABA 5, empéchant la liaison des ligands comme le GABA

et le diazepam, bloquant ses effets anxiolytiques (Guidotti, Forchetti et al. 1983).
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Une fois pris en charge par ACBP, FABP ou I’acyl-CoA synthétase, les AG seront

dirigés vers différentes voies métaboliques dépendamment des besoins de la cellule (Figure 6).

Lipoprotéine ~

Albumine
\ Acide graS/ -

/./\\
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\ Réponse immunitaire
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Figure 6 : Transport membranaire et devenir intra-cellulaire des acides gras. ACBP : acyl-
CoA binding protein, CD36 : cluster of differentiation 36, FABP : fatty acid binding protein.
Adapté de Doege & Stahl, 2006 et Furuhashi & Hotamisligil, 2008.
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2.3.3.3.2 Devenir

2.3.3.3.2.1 B-oxydation

L’acyl-CoA synthétase et ACBP liés aux acyl-CoA se chargent de les amener vers la
mitochondrie ou le peroxysome selon la longueur de la chaine carbonée, pour y subir la -
oxydation. Plusieurs étapes caractérisent ce processus qui permet de fournir la cellule en
énergie. Pour cela, les acyl-CoA interagissent tout d’abord avec la carnitine palmitoyl
transferase 1 présente a la surface externe des mitochondries. La carnitine palmitoyl
transferase 1 se charge d’ajouter une molécule de carnitine aux acyl-CoA afin que ceux-ci
puissent passer dans I’espace intermembranaire. Les acylcarnitines atteignent la matrice
mitochondriale en empruntant la carnitine-acylcarnitine translocase. Le groupe acyl est ensuite
redonné a une coenzyme A sous 1’action de la carnitine palmitoyl transferase 2 présente a la
membrane interne pour reformer les acyl-CoA. Les acyl-CoA a chaine courte et moyenne
peuvent diffusent simplement a travers les membranes mitochondriales (Kerner and Hoppel
2000). S’ensuit I’hélice de Lynen, ou la molécule d’acyl-CoA perd successivement deux
atomes de carbones pour aboutir a la génération de molécules d’acétyl-CoA. Celles-ci
serviront dans le cycle de Krebs (qui se passe aussi dans les mitochondries) a fournir de
I’énergie a la cellule sous forme d’ATP ou a synthétiser des corps cétoniques en conditions de
déficit énergétique ou a re-synthétiser des AG lors de condition de surplus énergétique (Shi
and Tu 2015). L’oxydation mitochondriale, ou B-oxydation, des acyl-CoA peut représenter

jusqu’a 20% de 1’énergie produite par le cerveau (Ebert, Haller et al. 2003).

2.3.3.3.2.2 Estérification

Les acyl-CoA présents dans le cytoplasme pourront servir a la synthése de nouveaux
AG qui iront alimenter la production de triglycérides, phospholipides et sphingolipides. Les
triglycérides nouvellement synthétisés pourront servir a approvisionner les gouttelettes
lipidiques, réserves d’énergie cellulaire. Les phospholipides et sphingolipides seront utiles a la
composition de la membrane cellulaire. L’estérification et 1’élongation des acyl-CoA se passe
dans le réticulum endoplasmique qui contient les enzymes nécessaires a la synthése de novo

des AG (Cinti, Cook et al. 1992).
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2.3.3.3.2.3 Autres devenirs

Les AG estérifiés peuvent également étre transportés vers le peroxysome, lieu
privilégi¢ de I’oxydation des acyl-CoA a trés longue chaine (Wanders and Waterham 2006)
mais aussi de certains acyl-CoA a chaine longue comme 1’oleyl-CoA (Taib, Bouyakdan et al.
2013). Enfin, ils peuvent étre dirigés vers le noyau pour participer a la régulation
transcriptionnelle (Furuhashi and Hotamisligil 2008). Il a d’ailleurs été montré que les FABP
pouvaient interagir avec les facteurs de transcriptions de la famille des peroxisome
proliferator-activated receptors (PPAR), FABP3 augmentant ’activité transcriptionnelle de
PPARa (Tan, Shaw et al. 2002). Enfin, les AG estérifiés peuvent participer aux modifications
post-traductionnelles des protéines comme la lipidation (myristoylation, palmitoylation) qui

facilite leur adressage aux membranes (Resh 2016).

2.3.3.4 Régulation de I’homéostasie énergétique par la détection centrale des acides gras

Les nutriments circulants comme les AG peuvent étre pergus au niveau central afin de
réguler les systémes homéostatiques. Au vu des données existantes, on sait qu’il existe un
réseau complexe de régions cérébrales qui participent a la régulation de 1I’homéostasie
énergétique (Shin, Zheng et al. 2009). Mais historiquement les études ont d’abord et surtout
port¢ sur comment D’information nutritionnelle est détectée et intégrée au niveau de

I’hypothalamus, un des acteurs majeurs de cette régulation.

Les travaux d’Oomura dans les années 1970 ont été les premiers a démontrer
I’existence de neurones sensibles aux AG libres dans I’hypothalamus latéral (Oomura,
Nakamura et al. 1975). Les études qui ont suivi ont permis de découvrir d’autres populations
sensibles aux AG et de définir les mécanismes cellulaires. On retrouve notamment des
neurones sensibles a I’AO dans le noyau arqué de I’hypothalamus (ARC). Par la méthode de
patch-clamp sur tranche de cerveau et d’enregistrements multicellulaires in vivo chez le rat, les
auteurs ont montré qu’il existe trois populations de neurones dans I’ARC, dont I’activité
électrique est soit, stimulée, inhibée ou non-affectée par ’AO (Wang, Cruciani-Guglielmacci
et al. 2006). Il semblerait que ces neurones soient ceux qui expriment le neuropeptide
anorexigene pro-opiomélanocortine (POMC) et non ceux qui expriment les neuropeptides

orexigenes agouti-related peptide (AgRP) et neuropeptide Y (NPY) (Jo, Su et al. 2009). De
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facon similaire, il a été montré dans un modéle ex vivo de culture de neurones dissociés du
noyau ventromédian de 1’hypothalamus (VMN) qu’une proportion de neurones sensibles au

glucose I’est aussi a I’AO (Le Foll, Irani et al. 2009).

Des études ont ¢galement montré que 1’infusion d’AO dans le troisiéme ventricule
diminue la production hépatique de glucose et la PA (Obici, Feng et al. 2002, Morgan, Obici
et al. 2004, Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2011). Plusieurs mécanismes ont été proposes,
comme [’activation des canaux potassiques (Obici, Feng et al. 2002), la stimulation de
I’expression de POMC (Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2011) et I’inhibition de I’expression
d’AgRP et de NPY (Obici, Feng et al. 2002, Morgan, Obici et al. 2004) ou encore son
métabolisme intracellulaire. En effet, ’inhibition hypothalamique de la carnitine palmitoyl
transferase 1, I’enzyme qui régule ’entrée des AG dans la mitochondrie pour subir la (-
oxydation, a les mémes effets que l’injection cérébrale d’OA sur la PA, la production
hépatique de glucose et I’expression des neuropeptides hypothalamiques (Obici, Feng et al.
2003) suggérant que l’accumulation d’AG dans le cytoplasme représente un signal
d’abondance nutritionnelle. D’ailleurs, les taux d’acyl-CoA augmentent dans I’hypothalamus
médio-basal suite a I’infusion systémique de lipides (Lam, Pocai et al. 2005). Il semblerait
cependant que les effets de I’AO reposent majoritairement sur son interaction avec la
translocase FAT/CD36. En utilisant une variété de techniques pharmacologiques et la
manipulation de ’expression de FAT/CD36, Le Foll et collegues ont montré que celle-ci
agirait comme un récepteur essentiel a I’action de I’AO sur les populations hypothalamiques

(Le Foll, Irani et al. 2009, Le Foll, Dunn-Meynell et al. 2013).

Ces ¢études démontrent qu’il existe plusieurs voies que les AG peuvent emprunter pour
agir sur ’activité et moduler la réponse cellulaire. Et il se pourrait que ces voies dépendent de
la classe d’AG. En effet alors que 1’acide docosahéxaénoique a des effets similaires a I’AO sur
la PA (Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2011), 1’acide octanoique, un AG a courte chaine, est
sans effet sur la PA (Obici, Feng et al. 2002). Il n’est pas exclu que cet AG ait d’autres effets,
peut-&tre dans d’autres régions du cerveau, mais cela n’a pas été étudié.

Comme I’acide octanoique, I’AP n’a pas d’effet sur la PA (Kleinridders, Schenten et al. 2009,
Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2011). Par contre, il altére la voie de signalisation de la leptine

et de I’insuline et active des voies de signalisation pro-inflammatoires. On notera I’absence de
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ces altérations chez les rats traités avec I’AO (Benoit, Kemp et al. 2009, Kleinridders,

Schenten et al. 2009).

Ces différences peuvent s’expliquer en partie par le fait que les AG ne subissent pas le
méme destin intracellulaire. Par exemple 1’oxydation de I’AP est mitochondriale alors que
celle de I’AO se ferait préférentiellement dans le peroxysome. De plus, 1’estérification de
I’AO en triglycérides et phospholipides est supérieure a celle de I’AP. Mais seul le
métabolisme de I’AP dépend des concentrations de glucose (Taib, Bouyakdan et al. 2013). De
plus, le métabolisme de ces AG dépend aussi du type cellulaire ; il est actuellement admis que
I’oxydation des AG serait majoritaire dans les astrocytes (Ebert, Haller et al. 2003, Taib,
Bouyakdan et al. 2013).

3. Stress et prise alimentaire

Un stress définit tout événement qui perturbe I’homéostasie de 1’organisme et menace
son intégrité. Il peut s’agir d’un stress réel ou percu, de nature psychologique (difficultés
professionnelles, stress social) ou physique (inflammation, vision d’un prédateur), externe
(vision d’un danger) ou interne (baisse de la volémie) a I’organisme. Suite a un tel événement,
des processus allostatiques, de nature comportementale et physiologique, sont alors activés
afin de rétablir 1’équilibre homéostatique. Ces processus inclus ’activation de la branche
sympathique du systéme nerveux autonome et de I’axe HHS, deux systémes complémentaires
servant a maintenir et restaurer I’homéostasie pendant un épisode de stress. La puissance, la
nature du stress, les variations génétiques et les antécédents personnels entre autres sont des
facteurs qui peuvent influencer I’intensité d’activation de ces cascades neuroendocrines (de

Kloet, Joels et al. 2005).
3.1 La réponse au stress

3.1.1 Le systeme nerveux sympathique

L’activation du systéme nerveux sympathique est la premicre réponse et la plus rapide

de I'organisme face a un stress. Elle entraine la sécrétion de noradrénaline par les neurones
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pré-ganglionnaires et d’adrénaline par les glandes médullo-surrénales. Leur libération conduit
a l’inhibition des fonctions végétatives telles que la reproduction et a 1’augmentation du
rythme cardiaque et de la respiration. En parall¢le, la stimulation de la néoglucogénese, de la
glycogénolyse et de la lipolyse. Ceci permet de redistribuer le sang et I’oxygene vers le
cerveau et les muscles et de les approvisionner en nutriments. Cette réponse de premiere ligne
permet a 1’organisme de choisir entre le combat et la fuite (fight-or-flight response), le concept
initialement décrit par Walter B. Cannon au début du XXeéme si¢cle (Cannon 1927). Afin de
limiter I’activation du systéme nerveux sympathique, ces réponses sont rapidement atténuées
par I’activation conjointe de la portion parasympathique du systéme nerveux autonome, qui
représente un frein a ’accélérateur qu’est le systetme nerveux sympathique (Ulrich-Lai and

Herman 2009).
3.1.2 L’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien

3.1.2.1 Cascade d’activation

Suite a D’activation du systéme nerveux sympathique, alors que la libération
d’adrénaline et de noradrénaline s’atténuent, 1’organisme active le second systéme permettant
de faire face a I’élément stresseur, 1’axe HHS. 1l s’agit d’une réponse plus lente mais plus fine
et soutenue qui permet d’amplifier la réponse initiale du systéme nerveux sympathique. L’axe
HHS a 3 composantes : ’hypothalamus, ’hypophyse et les glandes surrénales, chacune étant
activée a la suite d’une cascade d’évenements.

Les neurones parvocellulaires du noyau paraventriculaire de [’hypothalamus
(paraventricular hypothalamic nucleus, PVN) sont les principaux intégrateurs des signaux de
stress. Au niveau du tronc cérébral, des afférences du NTS de diverses natures
(catécholamines, sérotonine, enképhaline, somatostatine, GLP-1) activent le PVN
préférentiellement suite a un stress systémique. L’activation des neurones parvocellulaires est
¢galement sous le contrdle de structures limbiques telles que I’hippocampe, 1’amygdale et le
PFC, qui travaillent de concert pour acheminer au PVN I’information relative a un stress de
nature systémique aussi bien que psychogénique. En réponse, les neurones parvocellulaires du
PVN sécretent la corticolibérine (corticotropin-releasing hormone, CRH) et la vasopressine

(également appelée hormone antidiurétique). Ces deux hormones sont libérées au niveau de
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I’éminence médiane dans le systéme porte hypothalamo-hypophysaire qui irrigue 1’hypophyse.
En réponse les cellules corticotropes de 1’hypophyse antérieure produisent et liberent
I’hormone corticotrope (adrenocorticotropic hormone, ACTH) a partir de son précurseur la
POMC, dans la circulation générale. Celle-ci atteint les glandes surrénales ou les cellules du
cortex (la couche externe) initient alors la synthése et la libération de glucocorticoides
(GC) que sont le cortisol chez ’humain et la corticostérone (CORT) chez les rongeurs. En
retour, les GC exercent, a travers leurs récepteurs, un rétrocontrole négatif a chaque étage de
I’axe afin de mettre fin a son activation et protéger 1’organisme d’une exposition prolongée

détrimentaire a sa fonction.

3.1.2.2 Patron de sécrétion des glucocorticoides

Suite a un stress (choc électrique, contention), la concentration plasmatique d’ACTH
atteint son maximum apres 15 minutes. Le pic de CORT libre apparait quant a lui environ 30
minutes apres le début du stress. La CORT n’accéde cependant aux tissus cibles qu’apres un
certain délai car tel que mesuré dans 1’hippocampe, le striatum dorsal et le tissu adipeux, le pic
a lieu 20 minutes plus tard. Toutefois, le retour aux concentrations basales se fait en méme
temps dans tous les compartiments, soit environ 110 minutes apres le début du stress. Le pic et
le retour aux valeurs basales peuvent se faire plus ou moins rapidement suivant la nature et
I’intensité du stress (exposition a un nouvel environnement contre un test de nage forcée par
exemple) (Bilang-Bleuel, Rech et al. 2002, Droste, de Groote et al. 2008, Qian, Droste et al.
2011). A titre d’exemple, les valeurs plasmatiques de cortisol chez 1’humain sont de 100-
540nM le matin et 80-480nM le soir. Dans le cerveau, la concentration extracellulaire de

CORT libre atteint 10-15nM au plus haut chez le rat (Droste, de Groote et al. 2008).

En plus de I’activation suite a un stress, 1’axe HHS suit un patron de sécrétion
circadien. Le PVN recoit de nombreuses afférences du noyau suprachiasmatique, 1’oscillateur
principal responsable des rythmes circadiens de I’organisme, modulant ainsi I’activité de I’axe
HHS suivant la photopériode (Hermes, Coderre et al. 1996, Reppert and Weaver 2002). Les
hormones de 1’axe HHS suivent donc un rythme journalier de sécrétion, ou les niveaux sont
bas pendant la période de repos (le sommeil) et augmentent a I’approche de la période

d’activité¢ (la journée). De ce fait, la sécrétion de CORT, d’ACTH et de CRH est a son
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maximum aux premieres heures du matin et diminue progressivement jusqu’a atteindre son
taux le plus bas au milieu de la nuit (Hellman, Nakada et al. 1970, Weitzman, Fukushima et al.
1971, Watabe, Tanaka et al. 1987, Veldhuis, Iranmanesh et al. 1990). Il en va de méme chez
les rongeurs dont le rat Wistar. Toutefois, les rongeurs étant des animaux nocturnes, le pic de
sécrétion a lieu a I’approche de la phase d’obscurité (Atkinson and Waddell 1997, Yao,
DuBois et al. 2006). Un rythme de sécrétion ultradien a la fréquence approximative d’une
pulsation par heure a également été démontré pour la CORT et ’ACTH (Veldhuis,
Iranmanesh et al. 1990, Qian, Droste et al. 2012). La raison de ces activités oscillatoires est de
préparer 1’organisme a la période d’activité et de le tenir prét dans 1’éventualité d’un épisode

de stress (Lightman and Conway-Campbell 2010).

3.1.2.3 Les récepteurs aux glucocortidoides

Les GC exercent leurs actions via deux types de récepteurs aux similarités structurelle
et fonctionnelle : le récepteur aux GC (GR) et le récepteur aux minéralocorticoides (MR),
agissant tous deux comme facteurs de transcription (Funder 1997). Comme leur nom
I’indique, les MR ont pour ligand les minéralocorticoides (principalement 1’aldostérone) mais
lient les GC avec autant d’affinité (Krozowski and Funder 1983). Alors que les MR ont une
affinité de liaison pour les GC six a dix fois plus grande que les GR et qu’ils sont occupés a
pres de 90% en tout temps, les GR ne sont occupés qu’a des concentrations élevées de GC,
comme c’est le cas suite a 1’activation de I’axe HHS (Reul and de Kloet 1985). Ainsi, les MR
servent principalement a réguler I’activité basale de I’axe HHS alors que les GR sont plut6t

mis en jeu lors de la réponse au stress.

Les GR ont une expression ubiquitaire relativement aux MR dont I’expression est plus
réduite, principalement au sein de structures qui refletent sa fonction dans 1’homéostasie
sodique telles que le rein et certaines régions limbiques du SNC (Kretz, Schmid et al. 2001)
(Kloet, Vreugdenhil et al. 1998, Reul, Gesing et al. 2000). Les GR sont exprimés a tous les
niveaux de I’axe HHS, autant par les neurones que par les cellules gliales. Leur expression a
été¢ détectée dans I’hypophyse, incluant les cellules produisant ’ACTH (Ozawa, Ito et al.
1999) et dans les glandes surrénales (Paust, Loeper et al. 2006, Djikic, Budec et al. 2012). IIs

sont abondants dans les neurones a CRH du PVN (Cintra, Fuxe et al. 1987) et se retrouvent
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aussi dans I’amygdale, I’hippocampe, le cortex et le NTS (Reul and de Kloet 1985, Morimoto,
Morita et al. 1996). Les GR sont également exprimés par les neurones a DA du VTA
(Hensleigh and Pritchard 2013) et les MSN du striatum, du moins ceux exprimant les DIR
(Ambroggi, Turiault et al. 2009). C’est dans les structures limbiques que 1’on retrouve le plus
de MR, surtout dans 1I’amygdale et I’hippocampe. On y retrouve d’ailleurs une forte co-
localisation avec les GR, démontrant que, dans une méme région, les GC peuvent activer deux
récepteurs a la fois (Reul and de Kloet 1985, Han, Ozawa et al. 2005, Prager, Brielmaier et al.
2010).

Les GC sont des molécules lipophiles et diffusent donc facilement a travers la
membrane plasmique pour atteindre les récepteurs localisés dans le cytosol. La liaison du
ligand au GR entraine sa dissociation de la protéine chaperonne Hsp90 et sa translocation
nucléaire. Il se lie alors sous forme de dimere au promoteur de génes contenant I’é¢lément de
réponse aux GC, qui peut étre positif ou négatif. Il existe plus de 4000 sites de liaison des GR
sur le génome humain et plusieurs centaines de genes impliqués dans divers processus comme
I’apoptose, le rythme circadien et la signalisation intracellulaire, qui sont sensibles aux
variations de GC. Par le processus de trans-activation, les GC stimulent par exemple
I’expression de NFKBIA et de PERI. Par le phénomeéne de trans-répression, ils inhibent celle
de la CRH, de la POMC mais aussi celle, entre autres, de TNFA et IL1B, d’ou leurs effets anti-
inflammatoires (Roumestan, Gougat et al. 2004, Reddy, Pauli et al. 2009). Ces effets géniques
sont essentiels a la régulation protéique et au maintien de la fonction de ’axe HHS a moyen et
long terme. Cependant, la rapidité de certaines réponses cellulaires, comme la modification de
I’activité électrique (Chen, Hua et al. 1991) laisse supposer I’existence de mécanismes de
régulation non-génomiques. Ces effets sont en fait les premiers mis en jeu suite a 1’activation
de I’axe HHS, n’induisent pas directement la transcription de genes et ne sont pas sensibles
aux inhibiteurs de transcription ou a ceux des récepteurs aux GC décrits plus haut (Losel,
Falkenstein et al. 2003). Ils mettent en jeu deux récepteurs : I'un correspond a la forme
membranaire du GR classique (mGR) et D’autre est un GPCR aux -caractéristiques
pharmacologiques différentes des mGR. Leur activation affectent plusieurs types cellulaires et
mettent en jeu divers neurotransmetteurs ou second messagers (Mitre-Aguilar, Cabrera-

Quintero et al. 2015). Au niveau du PVN par exemple, les GC modérent 1’activité¢ des
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neurones a CRH de maniere directe via la libération rétrograde d’endocannabinoides ou
indirecte via la modulation du tonus excitateur et inhibiteur de leurs afférences (Di, Malcher-
Lopes et al. 2003, Karst, Berger et al. 2005, Karst, Berger et al. 2010). Je ne détaillerai
cependant pas les effets rapides non-génomiques des MR (Gomez-Sanchez and Gomez-

Sanchez 2014).

3.1.2.4 Biodisponibilité des glucocorticoides

En plus du patron de sécrétion qui fait varier I’exposition des tissus aux GC, la
biodisponibilit¢ de ces derniers est aussi controlée par des transporteurs et enzymes de

dégradation.

Dans la circulation sanguine, la biodisponibilité¢ des GC est régulée par leur liaison a
des protéines de transports. Quatre-vingt a quatre-vingt-dix pourcents de la CORT est liée a la
transcortine (ou corticosteroid-binding globulin, CBG) et a I’albumine dans une moindre
mesure, ne laissant qu’une fraction sous la forme libre, qui est celle biologiquement active

(Dallman, Akana et al. 1987).

L’accés de la CORT au compartiment central est limité par la barriere hémato-
encéphalique et la présence de la glycoprotéine P au niveau des cellules endothéliales
(Cordon-Cardo, O'Brien et al. 1989). Le role de la glycoprotéine P est de limiter I’entrée de
xénobiotiques dans le cerveau. Bien que les souris avec une absence de glycoprotéine P
présentent une plus grande incorporation de dexaméthasone radiomarquée dans le parenchyme
cérébral (Schinkel, Wagenaar et al. 1995), il n’est pas clair dans quelle mesure la diffusion de
la CORT, une molécule lipophile, a travers la barriere hémato-encéphalique dépend de

transporteurs saturables tels que la glycoprotéine P (Mason, Pariante et al. 2010).

L’acces tissulaire des GC est quant a lui régulé de maniere dynamique par I’activité de
I’enzyme 11B-hydroxysteroide déshydrogenase (11B-HSD) présente dans le réticulum
endoplasmique des cellules (Naray-Fejes-Toth and Fejes-Toth 1996). Il en existe deux
formes : 11B-HSDI1, responsable de la conversion de la forme inactive des GC (cortisone et
11-deshydrocorticostérone) en forme active (cortisol et CORT), et 11B3-HSD2 qui catalyse la
réaction inverse (Oppermann, Persson et al. 1997). L’isoforme 11B3-HSD1 est exprimée dans

le foie, les reins, le tissu adipeux et les poumons (Gomez-Sanchez, Romero et al. 2008). Elle
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est aussi trés présente dans le cerveau, particulierement dans I’hippocampe, le cortex,
I’amygdale (Roland, Krozowski et al. 1995) et I’hypothalamus notamment dans les neurones a
CRH du PVN (Bisschop, Dekker et al. 2013). Elle semble par contre absente des cellules
corticotropes de 1’hypophyse, suggérant aucune régulation de la biodisponibilit¢ de CORT a
ce niveau (Korbonits, Bujalska et al. 2001). 11B-HSD2 est fortement exprimée dans le rein
ainsi que dans les glandes surrénales (Roland, Krozowski et al. 1995, Gomez-Sanchez,
Gomez-Sanchez et al. 2010) mais au niveau du cerveau, son expression est plus restreinte que
celle de 113-HSD1 : on retrouve 1’enzyme dans le NTS et I’hypothalamus (Roland, Li et al.
1995, Geerling, Kawata et al. 2006), plus particuliérement dans les neurones magnocellulaires
du PVN et du noyau supra-optique (Haque, Wilson et al. 2015). Une certaine présence a aussi
¢été décrite dans le cortex, 1’hippocampe et I’hypophyse antérieure (Moisan, Seckl et al. 1990,
Korbonits, Bujalska et al. 2001). Ces ¢tudes ont démontré que de facon générale, 11B3-HSDI1
co-localise avec les GR et les MR, favorisant ainsi 1’action des GC alors que 113-HSD2 est
retrouvée uniquement dans les cellules exprimant les MR. Ce dernier détail est
particulierement pertinent au niveau biologique car cela augmente la spécificité des MR aux

minéralocorticoides.

3.2 Stress et prise alimentaire

Un axe HHS dysfonctionnel fait partie des facteurs pouvant causer des troubles
psychiatriques comme 1’anxiété et la dépression (Jacobson 2014) et leur présence peut
favoriser I’ingestion de nourriture a haute densité calorique. Les études animales démontrent
qu’un stress aigu ou chronique a tendance a diminuer la PA (Levine and Morley 1981). Mais
lorsque 1’animal a acces a de la nourriture savoureuse a haute densité calorique, il privilégiera
ce type de nourriture plutét que de la nourriture standard (Pecoraro, Reyes et al. 2004,
Cottone, Sabino et al. 2009). Chez les humains, la réponse est plus variée, possiblement di
aux différences inter-individuelles, a I’intensité et a la nature du stress. Certaines études
rapportent des personnes chez qui le stress a un effet anorectique (Popper, Smits et al. 1989,
Stone and Brownell 1994). D’autres rapportent une augmentation de la prise de nourriture,
notamment celle riche en gras et en sucre plutdt que santé, et surtout chez les femmes
(Grunberg and Straub 1992, Oliver and Wardle 1999, Zellner, Loaiza et al. 2006,
Mikolajczyk, El Ansari et al. 2009). Les GR sont d’ailleurs localisés dans les neurones a NPY
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de ’ARC (Hisano, Kagotani et al. 1988) et dans les neurones a DA du VTA (Hensleigh and
Pritchard 2013). De plus, I'infusion intra-ventriculaire de dexaméthasone (DEX), un GC de
synthése, induit I’expression de NPY (Zakrzewska, Cusin et al. 1999) et un choc électrique
stimule la libération de DA dans le NAs (Kalivas and Duffy 1995). La facilité d’acces et
I’abondance de ce type de nourriture en fait un recours fréquent pour apaiser les symptomes
d’anxiété et diminuer le stress ressenti (Dallman, Pecoraro et al. 2003). Chez les rongeurs,
I’acces a de la nourriture riche en gras diminue la sécrétion d’ACTH et de CORT et réduit les
comportements anxieux et dépressifs en réponse au stress (Pecoraro, Reyes et al. 2004, Finger,
Dinan et al. 2011). Mais au-dela de I’effet « bénéfique » a court terme, ce type de
comportement devient détrimentaire a long-terme, perturbant les systemes de régulation de la

balance énergétique, menant au surpoids et a I’obésité.

Lorsque I’obésité est installée, comme c’est le cas dans les modele animaux utilisant un
régime riche en gras, les niveaux plasmatique de CORT sont €levés par rapport a des animaux
de poids normal (Livingstone, Jones et al. 2000, Sharma, Fernandes et al. 2013, McNeilly,
Stewart et al. 2015). De facon intéressante, ceux-ci correlent positivement avec le
comportement anxieux (temps passé dans les bras fermés du EPM) (Ferraz, Delattre et al.
2011). Chez les personnes présentant des troubles anxieux, on observe généralement un axe
HHS hyper-réactif, c’est-a-dire une réponse accrue au stress (Jacobson 2014). Quant aux
niveaux basaux, les résultats sont plus contrastés d’une part a cause de I’existence de
différentes formes de troubles anxieux (trouble d’anxiété généralisée, syndrome de stress post-
traumatique, phobie sociale, crises de panique) et d’autre part a cause de la méthode de mesure
de cortisol qui peut étre faite dans le plasma, 1’urine, les cheveux ou encore la salive et qui
détecte suivant les cas la forme totale, libre ou liée (Incollingo Rodriguez, Epel et al. 2015).
Par contre, un résultat communément retrouvé dans les cas d’obésité tant chez les rongeurs
que chez les humains est I’altération du métabolisme intra-tissulaire de la CORT au niveau du
tissu adipeux. Tant I’expression que l’activité de 11B-HSDI1, I’enzyme responsable de la
formation de la forme active de CORT (ou cortisol chez les humains), est augmentée dans le
tissu adipeux viscéral de sujets obeses (Livingstone, Jones et al. 2000, Rask, Olsson et al.
2001, Paulmyer-Lacroix, Boullu et al. 2002, Sandeep, Andrew et al. 2005, Paulsen, Pedersen

et al. 2007). Bien que leurs niveaux plasmatiques demeurent constants, les souris sur-
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exprimant 11B-HSD1 dans le tissu adipeux y présentent des niveaux ¢élevés de CORT, et
développent plusieurs caractéristiques du syndrome métabolique telles qu’une obésité
abdominale, dyslipidémie et hypertension (Masuzaki, Yamamoto et al. 2003). A I’inverse, la
déficience en 11B-HSDI1 protége du syndrome métabolique suite a un régime riche en gras
(Morton, Paterson et al. 2004). La maturation et I’accumulation des adipocytes, la lipolyse, la
stimulation hormonale et I’inflammation sont autant de facteurs par lesquels 1’augmentation de
CORT dans le tissu adipeux favoriserait I’apparition du syndrome métabolique (Black 2006,
Peckett, Wright et al. 2011).

Une caractéristique commune aux pathologies métaboliques et psychologiques que
sont I’obésité et I’anxiété est donc la dérégulation de I’axe HHS, un facteur qui participerait a
leur étiologie et expliquerait ’association qui existe entre elles (Chan, Inouye et al. 2003,
Pasquali, Vicennati et al. 2006, Pariante and Lightman 2008, Faravelli, Lo Sauro et al. 2012).
En effet, le fait de présenter des troubles dépressifs ou anxieux augmente la probabilité de
devenir obése (de Wit, Fokkema et al. 2010, Luppino, de Wit et al. 2010, Pan, Sun et al.
2012), possiblement a cause de 1’adoption de mauvaises habitudes de vies telles une réduction
de I’activité physique ou un régime alimentaire mal équilibré¢ (Sanchez-Villegas, Ara et al.
2008, Strine, Mokdad et al. 2008, Deasy, Coughlan et al. 2015). A son tour, l'obésité,
particuliecrement abdominale, augmente I’incidence des troubles anxieux et dépressifs

(Kivimaki, Batty et al. 2009, Luppino, de Wit et al. 2010).

De facon intéressante, quelques études ont montré que les AG peuvent directement
moduler ’axe HHS. Une premiere étude avait montré que [’augmentation des taux circulants
d’AG, via I’infusion d’une solution d’intra-lipides, stimule la sécrétion d’ACTH et de CORT
(Widmaier, Rosen et al. 1992). Plus récemment, un autre groupe a montré que c’était la
diminution des niveaux plasmatiques d’AG libres qui entrainaient la sécrétion d’ACTH et de
CORT (Oh, Oh et al. 2012). Ces résultats en apparence contradictoires suggerent en fait
I’existence d’une boucle de contre-régulation pour restaurer les niveaux plasmatiques d’AG,
via I’action lipolytique de la CORT, lorsque ceux-ci sont bas alors qu’un exceés d’AG, comme
ce fut le cas suite a I’infusion de la solution d’intra-lipides, pourrait altérer les mécanismes

hypothalamiques de détection des AG et stimuler inutilement 1’axe HHS.
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But de I’étude

La régulation de I’homéostasie énergétique repose sur la capacité des cellules du SNC
a détecter les signaux nerveux, hormonaux et métaboliques périphériques et ce travail
s’intéressait & examiner plus en détails les effets des AG sur le SDM. Car, bien qu’il soit
maintenant reconnu que les neurones a DA du VTA détectent les hormones circulantes pour
ajuster le tonus dopaminergique, la PA et le comportement motivé, rien n’est connu en ce sens
concernant les AG. De plus, plusieurs groupes s’intéressent a 1’impact d’un régime riche en
gras sur le SDM mais il n’est pas clair si les altérations moléculaires et comportementales
dépendent de la classe des AG et si elles sont une cause ou une conséquence de la prise de
poids. Enfin, il est intéressant de savoir si cela affecte également la physiologie du stress étant
donné la relation qui existe entre les émotions et la PA. Le but de cette étude était donc
d’évaluer I'impact des deux AG les plus fréquemment retrouvés dans 1’organisme et la
nourriture (I'un mono-insaturé et I’autre saturé) premierement sur la fonction dopaminergique
mésolimbique et deuxiémement sur 1’axe HHS, et de déterminer si leurs effets a long terme
dépendent du gain de poids et des altérations hormonales réguliérement observées avec celui-
ci.

L’objectif de la premiére étude était de déterminer 1’existence de mécanismes de
détection des AG au niveau des neurones a DA du VTA et de voir si cela modifiait le
comportement alimentaire et/ou motivé. La seconde étude visait a examiner les effets de la
consommation prolongée de diétes enrichies en gras saturés ou mono-insaturés sur la fonction
dopaminergique mésolimbique, au niveau moléculaire et comportemental, indépendamment
du poids et d’altérations hormonales classiques. Dans la troisieme étude nous avons ¢élargi
notre recherche a la fonction de ’axe HHS et au comportement anxieux en réponse a la

consommation de ces dictes riches en gras.

Approche expérimentale

Les approches expérimentales seront détaillées dans chaque article présenté ici. Voici

cependant une premicre énumération succinte.

Nous avons utilisé le rat male adulte de souche Wistar comme modéle animal pour la

majorité des expériences. Nous avons examiné les effets de 1’injection cérébrale unique d’AG
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via I’implantation par chirurgie stéréotaxique de cannules a hauteur du VTA. Afin d’évaluer
I’impact d’un apport chronique d’AG, nous avons développé trois dictes auxquelles nous
avons soumis les animaux pendant huit semaines : une diéte contrdle, a base d’huile de féves
de soya et faible en gras (17%) et deux dictes isocaloriques (50% des calories provenant des
lipides) enrichies en AG saturés pour I’une (a base d’huile de palme) ou mono-insaturés pour
I’autre (a base d’huile d’olive). La composition détaillée de ces trois di¢tes se trouve dans le
tableau supplémentaire fourni avec ’article 2. La PA et le poids corporel ont été suivis a la
fréquence requise suivant les expériences et plusieurs parameétres endocriniens (leptine,
insuline, CORT) et biochimiques (glucose, AG, marqueurs d’inflammation) ont également été

mesures.

Nous avons utilisé plusieurs tests comportementaux permettant d’évaluer 1’activité
locomotrice, la motivation et 1’activité de 1’axe HHS.

e [’activité locomotrice a été mesurée dans des boites de plexiglass équipées de
faisceaux laser permettant de détecter les mouvements et d’évaluer 1’activité horizontale et
verticale.

e Le comportement motivé a été évalué grace au test de conditionnement opérant,
développé par le comportementaliste américain B.F Skinner. L’animal apprend a discriminer
entre un levier actif et un levier inactif afin d’avoir acces a des croquettes de sucrose. En ratio
fixe (un appui sur le levier équivaut a une croquette) ou progressif (le nombre d’appui requis
pour obtenir une croquette augmente de maniere exponentielle), ce dispositif permet d’évaluer
la motivation des animaux a travailler pour obtenir la nourriture et donc son pouvoir
renfor¢ant (Sharma, Hryhorczuk et al. 2012).

e Une mani¢re de déterminer si les AG affectent le SDM est d’observer la
réponse des animaux a ’AMPH. Le test de la sensibilisation comportementale tire avantage de
la capacité de ’AMPH a engendrer une réponse locomotrice (Smith 1965, Geyer, Russo et al.
1987, Antoniou, Kafetzopoulos et al. 1998), mesurée dans le méme type de boite que décrite
au premier point. L’activation des voies dopaminergiques par des expositions répétées a
I’AMPH accroit sa valence et provoque 1’augmentation progressive de la réponse locomotrice,
avec un effet maximal lors d’une nouvelle prise apres une période d’abstinence, qui peut aller

jusqu’a un an apres le traitement (Paulson, Camp et al. 1991). La sensibilisation
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comportementale se divise en deux phases : I’induction et I’expression, toutes deux impliquant
la signalisation dopaminergique mais a des niveaux anatomiques différents. Elle est chez
I’animal un modé¢le permettant d’étudier la persistance des changements moléculaires et
cellulaires qui s’operent lors du passage de 1’'usage récréatif de drogue a celui d’abus (Bordet
2002).

e Les propriétés récompensantes de I’AMPH ont été¢ examinées par le test de
préférence de place conditionné (conditionned place preference, CPP). Dans une boite séparée
en deux compartiments visuellement et tactilement distincts, I’animal apprend a associer un
coté de la boite avec 1’administration d’AMPH et ’autre avec le véhicule. Apres plusieurs
jours de conditionnement, typiquement trois a cinq jours, ’animal choisit généralement de
passer plus de temps dans I’environnement précédemment associ¢ a I’injection d’AMPH
(Costello, Carlson et al. 1989, Bardo, Valone et al. 1999, Orsini, Buchini et al. 2004). Test
complémentaire a la sensibilisation comportementale, le CPP permet également d’évaluer la
capacit¢ de ’AMPH a produire une association contextuelle en plus de son pouvoir
récompensant (Prus 2009).

e La sensibilit¢ de I’axe HHS a été évaluée par le test de suppression a la DEX.
Lorsqu’administré a un animal en santé, ce GC de synthése inhibe la sécrétion naturelle
d’ACTH et de CORT. Ce test permet de vérifier I’intégrité fonctionnelle de la boucle de rétro-
controle négative de I’axe HHS (Carroll, Feinberg et al. 1981).

e Le comportement anxieux a été étudié via le test de ’open field (OFT) et du
labyrinthe en croix surélevé (elevated plus maze, EPM). Tous deux basés sur le désir
d’exploration de I’animal et la tendance a éviter les zones potentiellement dangereuses, ces
deux tests sont couramment utilisés pour évaluer les propriétés de drogues anxiolytiques et
d’antidépresseurs. D’une durée typique de cinq a dix minutes, ils donnent également une
indication de I’activité locomotrice. L’OFT consiste en une grande boite divisée en trois
zones : centre, périphérie et murs. Le temps que 1’animal passe dans chacune de ces zones est
suivi : peu d’anxiété se traduit par une grande activité exploratoire alors qu’une moindre
activité ambulatoire et un plus grand pourcentage de temps passé le long des murs reflétent un
comportement anxieux (Prut and Belzung 2003). L’EPM est une plateforme en forme de signe

«+ » élevée a une hauteur d’environ 50cm du sol. Deux bras sont ouverts alors que les deux
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autres sont munis de murs. Un comportement anxieux favorisera le temps passé dans les bras

fermés relativement aux bras ouverts (Pellow, Chopin et al. 1985).

Enfin, les expériences d’électrophysiologie sur tranches de VTA de souris ont permis
d’évaluer la sensibilité des neurones & DA aux concentrations d’AG. L’utilisation de neurones
du mésencéphale murin mis en culture ou triés par cytométrie en flux a servi a regarder
I’incorporation cellulaire des AG et I’expression de geénes impliqués dans leur métabolisme

respectivement.
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Pour chacun des articles présentés dans cette theése, j'ai effectu¢ la totalité des

expériences, I’analyse et I’interprétation des résultats sauf :

les expériences d'¢lectrophysiologie réalisées par Zhenyu Sheng

I’analyse par chromatographie en phase gazeuse exécutée par Isabelle Poirier et
Caroline Daneault

la culture cellulaire, le traitement et I’immunohistochimie, ainsi que le tri
cellulaire, I’extraction d’ARN et la synthése d’ADN complémentaire effectués
par Marie-Josée Bourque, Nicolas Giguéere et Charles Ducrot

le dosage initial de corticostérone fait par Sandeep Sharma

Marc Florea et Demetra Rodaros ont aidé aux expériences comportementales

impliquant I'amphétamine

Concernant la rédaction des articles, j'ai fait la revue de la littérature, écrit les versions

initiales puis finalisé les manuscrits avec 1’aide de mes superviseurs Stephanie Fulton et

Thierry Alquier. Christine Des Rosiers, Louis-Eric Trudeau, Vanessa Routh et Andreas

Arvanitogiannis, ont participé a l'analyse et l'interprétation des résultats et ont relu les

manuscrits respectifs pour lesquels ils sont co-auteurs.
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Article 1: Effets de D’injection aigue d’acides gras sur le
comportement alimentaire, motivé et la transmission

dopaminergique
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Abstract

Long-chain fatty acids (FA) act centrally to decrease food intake and hepatic glucose
production and alter hypothalamic neuronal activity in a manner that depends on FA type and
cellular transport proteins. However, it is not known if FA are sensed by ventral tegmental
area (VTA) dopamine (DA) neurons to control food-motivated behavior and DA
neurotransmission. We investigated the impact of the monounsaturated FA oleate (OA) in the
VTA on feeding, locomotion, food reward and DA neuronal activity and DA neuron
expression of FA handling proteins and FA uptake. A single intra-VTA injection of OA, but
not the saturated FA palmitate, decreased food intake and increased locomotor activity.
Furthermore, intra-VTA OA blunted the rewarding effects of high-fat/sugar food in an operant
task and inhibited DA neuronal firing. Using sorted DA neuron preparations from TH-eGFP
mice we found that DA neurons express FA transporter and binding proteins and are capable
of intracellular transport of long-chain FA. Finally, we demonstrate that a transporter blocker
attenuates FA uptake into DA neurons and blocks the effects of intra-VTA OA to decrease
food-seeking and DA neuronal activity. Together, these results suggest that DA neurons detect
FA and that OA has actions in the VTA to suppress DA neuronal activity and food-seeking
following cellular incorporation. These findings highlight the capacity of DA neurons to act as
metabolic sensors by responding not only to hormones but also to FA nutrient signals to

modulate food-directed behavior.

Significance statement

Emerging evidence is drawing attention to the capacity of FA to directly modify neural
signaling and excitability. Mesolimbic DA neurons respond to numerous metabolic hormones
to alter appetite and motivation, yet their capacity to detect lipid signals is unknown. As initial
evidence that FA can be sensed in the midbrain, OA suppressed feeding and food reward upon
administration into the VTA. Shedding light on the cellular mechanisms involved, we
demonstrate that DA neurons express the machinery for FA shuttling and can incorporate FA
and that OA reduces DA neuronal firing and food-motivated responding in a manner mediated
by cellular transport. These results suggest lipid nutrient signals as a further source of

metabolic influence on mesolimbic and reward-relevant function.
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Introduction

Long-chain fatty acids (FA) are among the metabolic signals that are centrally detected to
control energy homeostasis. Initial work discovered that hypothalamic neurons alter their
firing rate in response to FA application (Oomura et al., 1975) while more recent studies
demonstrated the impact of centrally administered FA to suppress feeding and hepatic glucose
production (Obici et al., 2002; Lam et al., 2005; Schwinkendorf et al., 2011). The ability of
FA to inhibit food intake and modulate autonomic function and neurotransmission is reported
to be mediated by cellular FA transport and intracellular metabolism (Obici et al., 2003; Lam
et al., 2005; Le Foll et al., 2013; Moulle et al., 2013). In turn, blocking FA hydrolysis from
triacylglycerol in the brain has been shown to increase appetite and weight gain (Wang et al.,

2011; Cansell et al., 2014; Picard et al., 2014Db).

Several lines of evidence indicate that the influence of FA on energy metabolism depends on
the chemical structure of the FA chain. The monounsaturated FA oleate (OA) and the
saturated FA palmitate (PA) are the most abundant long-chain FA in circulation and can exert
different signaling and metabolic actions in the brain. OA, the most extensively produced FA
in nature, has been shown to decrease food intake when acutely administered into the third
ventricle (Obici et al., 2002; Morgan et al., 2004; Schwinkendorf et al., 2011) and to inhibit or
excite hypothalamic neurons (Wang et al., 2006; Jo et al., 2009; Le Foll et al., 2009). In
addition, we have shown that OA has a distinct intracellular metabolic fate in neural cells as

compared to PA (Taib et al., 2013).

The mesolimbic dopamine (DA) system plays a key role in mobilizing behavior required to
meet energy demands. DA neurons of the ventral tegmental area (VTA) respond to numerous
hormones and peptides to modulate DA tone and food-directed behaviors (Palmiter, 2007;
Fulton, 2010; Liu and Borgland, 2015). Prolonged intake of high-fat diets and the
development of obesity can elicit molecular and neural adaptations in DA signaling that are
associated with blunted reward responses and enhanced food seeking (Wang et al., 2001;
Fulton et al., 2006; Davis et al., 2008; Stice et al., 2008; Johnson and Kenny, 2010; Sharma et
al., 2013; Sharma and Fulton, 2013; Hryhorczuk et al., 2015; Décarie-Spain et al., 2016). We
recently demonstrated that long-term intake of dietary lipids enriched in PA (from palm oil)

dampens mesolimbic DA function while a high-fat diet containing mostly OA (olive oil) is
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protective against such changes (Hryhorczuk et al., 2015). While these results suggest that the
effects of chronic high-fat feeding on DA tone rely on the class of dietary lipids, it is not
known if FA are detected by DA neurons and if they can modulate appetite and mesolimbic
DA neurotransmission. Here we report that intra-VTA injection of OA, but not PA, inhibited
free-feeding intake and stimulated locomotor activity. VTA OA also blunted the rewarding
effects of sucrose in an operant task and decreased DA neuronal firing amplitude and
frequency of excitatory inputs onto DA neurons. DA neurons isolated from TH-eGFP mice
were found to express genes encoding FA handling proteins and we provide evidence for
cellular transport of long-chain FA in DA neurons using a fluorescent FA analogue. Finally,
we demonstrate that a transporter blocker not only attenuates FA uptake into DA neurons but
also blocks the effects of intra-VTA OA to suppress food-motivated responding and DA
neuronal activity. Together, these findings suggest that FA are detected by DA neurons and
that the monounsaturated FA OA can suppress DA neuronal activity and the rewarding effects

of food following cellular incorporation.

Material and Methods

Animals. Experiments were approved by the CRCHUM Animal Care Committee, the
Université¢ de Montréal Animal Ethics Committee and the Institutional Animal Care and Use
Committee of the New Jersey Medical School and are in accordance with the policy of the
Society for Neuroscience. All behavioral testing was carried out in rats in order to maintain
precise VTA micro-injections whereas remaining experiments were performed in mice due to
the availability of a transgenic lines and methods established for primary DA neuron cultures.
Male Wistar rats (Charles River, Saint-Constant, Quebec) weighing 250-280g upon arrival
were housed in reverse-cycle rooms (lights off at 10am) for 8-10 days prior to surgery. Male
C57Bl/6 mice (4-6 weeks old) were used for electrophysiological recordings. TH-eGFP
transgenic mice (C57Bl/6 background) expressing green fluorescent protein (GFP) under the
control of the tyrosine hydroxylase (TH) promoter (Matsushita et al., 2002) were used for
fluorescence-activated cell sorting (FACS). Primary DA neuron cultures were derived from

postnatal (P0-P2) C57B1/6 mice (Fasano et al., 2008).
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Stereotaxic surgery. Stereotaxic surgery was carried out under isoflurane anesthesia and
guided by rat brain atlas coordinates (Paxinos and Watson, 1998). Rats were implanted with
bilateral guide cannula (26 gauge, Plastics One, Inc) terminating 2mm above the VTA (5.8mm
posterior to the Bregma, £0.6mm from midline, -6mm from dura). Coordinates for VTA
cannula implants were verified in a separate group of rats (n=10): Rhodamine-filled latex
microspheres (100nL; LumaFluor Inc.) were bilaterally microinjected into the VTA and
transcardial perfusions were carried out two days later under ketamine/xylazine anesthesia
with ice-cold PBS followed by 10% buffered formalin. Brains were removed, post-fixed and
immersed in a 30% sucrose-PBS solution. Frozen brain sections (30um) were cut on a cryostat

and visualized with a fluorescence microscope (Zeiss Axio Imager 2).

Intra-VTA injections. OA and PA (Na'; Sigma-Aldrich) were complexed to hydroxypropyl-p-
cyclodextrin (HPB, CTD Holdings, Inc., Alachua, FL, USA) and dissolved in artificial
cerebrospinal fluid (aCSF, in mM: 125 NaCl, 2.5 KCl, 0.3 KH,PO4, 26 NaHCO3, 10 glucose,
1.3 MgSOQO,, and 2.4 CaCly; pH 7.4) to a final amount of 6nmol per side. The 6nmol dose
represents 1/5 of that used in prior studies assessing feeding in response to third ventricle OA
and PA complexed to HPB (30nmol - Obici et al., 2011; Schwinkendorf et al., 2011). As we
found a significant anorectic response to 60nmol, but not 30nmol, of OA infused into the
lateral ventricle (data not shown) we used a 10:1 ventricle to parenchyma dilution to arrive at
the 6nmol intra-VTA dose. Phloretin (EMD Millipore) was solubilized in 15% ethanol and
diluted to 100uM in aCSF. Substances were delivered in a volume of 500nL per side at a rate
of 100nL/min using a bilateral internal cannula (Plastics One, Inc) that projected 2mm beyond
the guide cannula.

Separate experiments were carried out to determine if FA injection into the VTA elicits neural
degeneration and inflammation. Rats (n=8) received an injection of OA or PA (6nmol) in one
side of the VTA and vehicle in the contralateral side. Two days after surgery, rats were
perfused and brains processed as above. Slices were stained with FluoroJade-C (Histo-Chem,
Inc., Jefferson, AR, USA). Inflammatory marker expression in the VTA in response to OA
(bnmol) injections was assessed in rats used for the food intake experiment. OA was re-
administered into the VTA 24 hours after the last injection and then rats (n=9-12) were

sacrificed 3 hours later. Harvested brains were snap-frozen in isopentane and kept at -80°C
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until gPCR measures (described below) of tumor-necrosis factor alpha (TNFa) and interleukin

1 beta (IL1b).

Food intake. A first cohort of rats (n=40) was used to evaluate the effect of intra-VTA OA and
PA on chow intake. Rats were habituated to powder chow diet for 4-7 days. Food was
removed 3 hours before injection of OA, PA or vehicle that occurred immediately preceding
the onset of the dark cycle. Food cups filled with powder chow were fastened inside a larger
cup to catch spillage and food consumption and body weight were monitored at 2, 6, 12 and

21 hours post-injection.

Locomotor activity. Ambulatory activity was evaluated in metabolic chambers (AccuScan
Instruments, Columbus, OH, USA) in which rats were habituated 24 hours prior to FA

injection. Injections were done just before the onset of the dark phase.

Operant responding. A new group of rats (n=10) with bilateral VTA cannulae were trained to
respond for 45 mg high-fat plus high-sucrose pellets (TestDiet, Saint Louis, MO, USA) on a
progressive ratio schedule of reinforcement in rat operant chambers with retractable levers
(Med Associates Inc., St. Albans, VT, USA) as described previously (Sharma et al., 2012).
Once stable breakpoint responding was achieved, the effects of an intra-VTA vehicle injection
was assessed followed by an injection of OA the following day. After breakpoint responding
re-stabilized (number of rewards earned did not vary by more than 15%), operant responding
was assessed in the same manner in response to vehicle and then phloretin + OA co-injection.
Behavioral testing began 1 hour after injection at the beginning of the dark phase. Cannula
placement was verified by injections of methylene blue (500nl per side) after completion of

the experiment.

Electrophysiology. Whole-cell patch-clamp recordings were performed as described
previously (Sheng et al., 2014). Briefly, 300um coronal slices containing the VTA were cut
with a vibratome and maintained at room temperature for at least one hour in oxygenated
aCSF (in mM: 126 NaCl, 1.9 KCI, 1.2 KH2PO4, 26 NaHCO3, 2.5 glucose, 1.3 MgCl2, and
2.4 CaCl2; pH 7.4) before being transferred to the recording chamber. DA neurons were
identified by the presence of an H current (Ih). Only cells with an access resistance under

30MQ that did not vary by more than 20% throughout the experiment were kept for analysis.
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A total of 29 neurons were analyzed. Borosilicate pipettes (4—6MCQ; Sutter Instruments,
Novato, CA) were filled with an intracellular solution containing (in mM): 128 K-gluconate,
10 KCl, 4 KOH, 10 HEPES, 4 MgCl2, 0.5 CaCl2, 5 EGTA, 2 Na2ATP, and 0.4 Na2GTP; pH
7.2. Cells with membrane potentials more negative than -45mV in 2.5mM glucose and action
potentials which overshoot OmV were considered viable for recording. Miniature excitatory
postsynaptic currents (mEPSCs) were recorded in neurons voltage- clamped at -60mV in
extracellular solution supplemented with 1uM tetrodotoxin (TTX, to block presynaptic action
potentials) and 20uM bicuculline (to block GABAA currents). 6uM OA was bath perfused for
10 minutes. In the transporter blockade condition, 100uM phloretin was co-applied with OA
for an additional 10 minutes. Recordings from the last minute of each condition were used in

the analysis.

Fluorescence-activated cell sorting. PO-P2 mice were cryo-anesthetized and decapitated for
tissue collection. As described previously (Mendez et al., 2008; Fulton et al., 2011), freshly
dissociated cells from the VTA were prepared and GFP-positive neurons were purified by

FACS and directly collected in Trizol.

Quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Total RNA from VTA and ventromedial
hypothalamus (VMH) microdissections and FACS-sorted cells were extracted using Trizol
(Qiagen, Toronto, ON, Canada). Concentration and purity of RNA were systematically
assessed. RNA were reverse transcribed into cDNA using the Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT, Life Technologies, Inc, Burlington, ON, USA).
Genes were amplified using the Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen) in the presence of
appropriate primer pairs. Results were normalized to B-actin or cyclophilin and analyzed using

the standard curve method (Taib et al., 2013).

Primers. Primers were designed using BLAST ( U.S. National Library of Medicine) and
synthesized by Integrated DNA Technologies, Inc. based on the following sequences: actb (B-

actin) forward: TTCTTGGGTATGGAATCCTGTGGCA, reverse:
ACCAGACAGCACTGTGTTGGCATA; cd36 forward:
TGCATGAATTAGTTGAACCAGGCCA, reverse: CCACAGTTCCGATCGCAGCC, ppia
(cyclophilin) forward: GCTTTTCGCCGCTTGCTGCA, reverse:

TGCAAACAGCTCGAAGGAGACGC; fabp3 forward: GATGACCGGAAGGTCAAGTC,
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reverse: GCCATGAGTGAGAGTCAGGA; fabp5 forward:
AAACCGAGAGCACAGTGAAGA, reverse: AAGGTGCAGACCGTCTCAGT; fabp7
forward: AGTACATGAAGGCTCTGGGCGTG, reverse:
ATCACCACTTTGCCGCCTTCCT;  fatpl forward: GCAGGTACTACCGCATTGCT,
reverse: GAACTTCTTGCGCAGTACCA; fatp4 forward: TGTGGTGCACAGCAGGTATT,
reverse: TTTCCTGCTGAGTGGTAGAGG; gadl (GAD67) forward:
ATATCATTGGTTTAGCTGGTGAATG, reverse: GTGACTGTGTTCTGAGGTGAAGAG;
il1b forward: CTTGTGCAAGTGTCTGAAG, reverse: GAACAGGTCATTCTCATCAC; th
forward: CGACCCGTGGCCGGTCTAC, reverse: GCAGTCTGGCTCGGGTGAGTG; tnfa
forward: CACGCTCTTCTGTCTACTG, reverse: AAGATGATCTGAGTGTGAGG.

Fatty acid uptake in dopamine neurons. Midbrain DA neurons grown on a cortical glial layer
were prepared from P0-P2 wild-type mice as described (Fasano et al., 2008). FA uptake was
assessed with C1-BODIPY 500/510-C12, a fluorescent FA analog that with the fluorophore
head resembles the chemical structure of a long-chain FA (20uM in 0.8% DMSO;
MolecularProbes). Ten days after seeding, cells were treated with BODIPY, BODIPY +
phloretin (100uM in 15% ethanol) or vehicle alone in culture medium (Neurobasal additioned
with glutamax) for 45 minutes. Following 3 washes with ice-cold PBS cells were fixed with
10% formalin for 10 minutes. TH immunofluorescence was carried out as described
previously (Fulton et al., 2011). The Image] analyzing tool (http://imagej.nih.gov/ij/) was used
to determine BODIPY fluorescence intensity. For each condition, integrated density was

measured in 63X magnified fields (n= 45) derived from 3 individual coverslips per condition.

Statistical analyses. Data are presented as mean + standard error of the mean (SEM) and were
analyzed using GraphPad Prism (version 5.02 for Windows GraphPad Software, San Diego
California USA). Two-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferonni post-tests was
used to analyze food intake and locomotor activity data. One-way ANOVA was used in
electrophysiology and immunofluorescence experiments. Operant responding and qPCR data

were analyzed with Student’s t-test. Statistical significance was set at p<0.05.
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Results

Intra-VTA oleate inhibits food intake and stimulates locomotor activity

We tested the acute effects of intra-VTA OA and PA on food intake. As illustrated in Figure
1A and B, OA inhibited chow intake while stimulating ambulatory locomotor activity.
Comparatively, an equimolar dose of PA did not alter chow intake or locomotion (Fig. 1C, D).
Bilateral VTA cannula coordinates were confirmed by rhodamine microbead injections (Fig.
1E). The anorectic effects of OA were not associated with local inflammation or neural
degeneration: IL-1 and TNFa mRNA levels in the VTA were unchanged (Fig. 1F) as was
FluoroJade-C staining following OA or PA injection (Fig. 1G).

Intra-VTA oleate suppresses food reward

To determine if OA alters motivation for palatable food we assessed effort-based, operant
responding for high-fat/high-sugar food rewards in a progressive ratio task. OA decreased
breakpoint thresholds by 23% relative to vehicle treatment (Fig. 2A). As the central effects of
FA can involve transporter-mediated processes, we next sought to establish if blocking
intracellular uptake could mitigate the ability of OA to suppress food-motivated behavior. Co-
injection of the transporter blocker phloretin (100uM) prevented attenuated breakpoint
responding by OA (Fig. 2B). No changes were observed in the proportion of correct to
incorrect lever presses (Fig. 2C and D). Subsequent histological assessment revealed that

bilateral cannulas were positioned in the VTA in all rats (Fig. 2E).

Oleate modulates dopamine neuronal activity

Whole-cell patch recordings were performed to establish if reductions in food intake and food
reward by intra-VTA OA are associated with changes in the activity of DA neurons. Current-
clamp recordings revealed an effect of OA to inhibit DA neuronal activity: 52% of neurons
(15/29) decreased their action potential frequency (APF) in response to OA (basal: 0.91
+0.09Hz vs. OA: 0.44 +0.07Hz; t=0.972; p<0.0001). We next ascertained if OA-induced
changes rely on intracellular incorporation of OA by co-applying phloretin and OA during
current-clamp recordings. Phloretin blocked the effect of OA to inhibit APF (Fig. 3A and B,
representative trace). We then examined the influence of OA on mEPSCs (in presence of
TTX). OA significantly decreased current amplitude and frequency, an effect that was

partially reversed by co-application of phloretin (Fig. 3C, D and E, representative trace). A

Résultats : Article 1 - 91



smaller subset of DA neurons (9/29) exhibited an increase in APF in response to OA (basal:
1.01 £0.28Hz vs OA: 1.38 £0.32Hz, p< .005); however, unlike with OA inhibited neurons,
phloretin had no effect on APF in OA excited neurons (OA: 1.38 +0.32Hz vs. OA+phloretin:
1.29 £0.29Hz). Remaining neurons (5/29) were unresponsive to OA (basal: 1.84 +0.74Hz,
OA: 1.65 +0.59Hz).

Dopamine neurons express fatty acid handling proteins

Specific isoforms of FA transport proteins (FATP) and FA binding proteins (FABP) are
centrally expressed, namely CD36, FATP1, FATP4, FABP3, FABPS and FABP7 (Liu et al.,
2010; Mitchell et al., 2011). To determine if these FA handling proteins are present in DA
neurons we performed qPCR experiments in FACS-purified GFP positive (GFP+) and
negative (GFP-) cells isolated from the VTA of TH-eGFP mice and compared to expression
levels obtained from VTA and VMH microdissections. Given that the metabolic and
neurophysiologic actions of FA have been most characterized in the VMH all data were
normalized to results obtained from this region. That sorted GFP+ cells were dopaminergic is
evidenced by high expression of TH and absence of GAD67 (GABA marker). In contrast,
there was minimal TH in GFP- cells. DA neurons and the VTA as a whole were found to

express FATP1, FATP4 and FABP3, with minimal expression of CD36, FABPS5 and FABP7
(Fig. 4).

Fatty acids are taken up by dopamine neurons

FA intracellular transport was assessed with BODIPY, a fluorescent long-chain FA analog.
BODIPY application to primary DA neurons resulted in punctate labeling in TH
immunopositive (TH+) neurons as well as labeling in non-TH cells (Fig. 5E, magnified in
5H). Optical z-stack imaging and orthogonal reconstruction revealed cellular BODIPY
labeling of spherical form resembling lipid droplets in TH+ cell bodies and processes (Fig. SE
and F). The magnitude of BODIPY incorporation was diminished by the addition of phloretin
to the incubation medium (Fig. 5F and G). BODIPY application significantly increased
cellular fluorescence intensity (expressed as integrated density value) compared to the vehicle
condition whereas co-application of phloretin attenuated the intensity of fluorescent labeling

in TH+ neurons (Fig. 5J).
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Discussion

Central lipid sensing contributes to the control of food intake and energy homeostasis whereas
impediments in this process can dispose to weight gain and obesity. As initial evidence that
FA can be detected in the midbrain, the present study reveals that OA suppresses feeding and
food reward and stimulates locomotor activity upon acute administration into the VTA.
Shedding light on the cellular mechanisms involved, we demonstrate that OA can inhibit DA
neuronal firing, that DA neurons comprise the machinery for FA uptake and shuttling, that
long-chain FA are taken up by DA neurons and that blocking cellular transport counteracts the
behavioral and electrophysiological effects of OA in the VTA. These findings underscore the
capacity of DA neurons to act as metabolic sensors by responding not only to hormones but
also to FA nutrient signals to generate adaptive changes in feeding and food-directed behavior.
The anorectic influence of intra-VTA OA observed is consistent with its actions to decrease
food intake when delivered into the third ventricle (Obici et al., 2002; Morgan et al., 2004;
Schwinkendorf et al., 2011). Moreover, our results distinguish the impact of OA by
demonstrating that PA, another ubiquitous long-chain FA, fails to affect food consumption
when administered into the VTA. Importantly, the infusion of either FA was not associated
with local toxicity and inflammation. These findings are in line with previous evidence that
unsaturated FA species (OA and docosahexanoic acid), but not saturated FA like PA have an
anorectic action upon intraventricular infusion (Schwinkendorf et al., 2011). PA has been
more associated with inflammatory pathway stimulation and diminished central leptin and
insulin signaling (Benoit et al., 2009; Kleinridders et al., 2009; Gupta et al., 2012).
Concomitant with reduced feeding, rats exhibited an increase in locomotor activity following
OA (but not PA) injection, an effect that could be due to increased time available for
behaviors other than feeding and/or to direct cellular actions of OA in the VTA. Although
others have reported opposite effects of OA on locomotion (Gobbi et al., 1999; Contreras et
al., 2014), the peripheral route of administration in these studies may well explain the

discrepancy with our results.

As the VTA and its corticolimbic targets are a critical component of the circuitry controlling

motivation, we investigated the effect of OA on effort-based responding for palatable food.
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Acute OA into the VTA diminished the rewarding effects of high-fat/sucrose food. This
finding is in agreement with previous work demonstrating that intracarotid infusions of a lipid
emulsion (Intralipid - comprising mostly polyunsaturated and monounsaturated FA) reduces
food-motivated responding (Cansell et al., 2014). Moreover, Cansell and colleagues
demonstrated that deletion of the gene encoding lipoprotein lipase, an enzyme hydrolyzing FA
from triacylglycerol, from the nucleus accumbens (NAc) blocks the effects of lipid infusion to
decrease food reward. It remains to be determined if the effect of moderating FA levels in the
NAc on food-seeking is mediated by distinct FA such as OA and which mechanisms are

involved.

In accordance with blunted motivation and food-seeking, the firing frequency of the majority
of recorded DA neurons was reduced in response to OA application. As has been
demonstrated with other anorectic hormones and peptides (Liu and Borgland, 2015), OA can
directly inhibit DA neuronal activity thereby bypassing FA-sensing mechanisms of the
hypothalamus. Similar to observations in the hypothalamus (Wang et al., 2006; Jo et al.,
2009), approximately 80% of DA neurons responded to OA, a smaller subset of which were
excited by OA. These divergent neuronal activity changes in response to OA suggest that DA
neurons can be distinguished based on their response to nutritional signals. Indeed,
heterogeneity in the functional, anatomic, electrophysiological and genetic properties of VTA
DA neurons is well documented (Sanchez-Catalan et al., 2014; Walsh and Han, 2014;
Yetnikoff et al., 2014). OA treatment had no effect on membrane potential or input resistance
suggesting that it does not modulate non-synaptic (background or leak) ion channel
closure/opening. OA significantly reduced the frequency of mEPSCs indicating a reduction in
the probability of presynaptic glutamate release. The decrease in mEPSC amplitude may
reflect this decrease in transmitter release; however, it could also suggest post-synaptic

modifications of ionotropic glutamate receptors.

FATPs and FABPs are centrally expressed and contribute to cell differentiation, FA uptake,
energy balance and cognitive processes (Moulle et al., 2012). While there is de novo FA
synthesis in the brain (Moore, 2001; Medina and Tabernero, 2002), the FA incorporated in
neural cells are largely derived from the periphery. Our results demonstrate that DA neurons

express the machinery for intracellular FA transport and shuttling and that they are capable of
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FA incorporation. Interestingly, expression of CD36, the FATP most tied to the effects of
intra-hypothalamic FA on energy balance (Le Foll et al., 2013; Moulle et al., 2013), was
minimal or absent in the VTA and in purified DA neurons, respectively. Rather, FATP1 and
FATP4 were expressed at relatively elevated levels and thus could participate in cellular
uptake and behavioral actions of OA in VTA. Among FA binding proteins expressed in brain,
FABPS is predominantly expressed in immature neurons and glia, FABP7 in glial cells and
FABP3 is enriched in mature neurons (Mitchell and Hatch, 2011). Correspondingly, DA
neurons exhibited high levels of FABP3 (compared to whole VTA and VMH) and minimal
FABPS and FABP7 expression, a finding consistent with reports of FABP3 expression in
substantia nigra DA neurons in mice (Shioda et al., 2014). FABP3 also exhibits considerable
affinity for monounsaturated FA such as OA (Tan et al., 2014) to further suggest a potential
role for FABP3 in mediating the effect of OA in DA neurons. Along with the expression of
genes encoding FA handling proteins we found that DA neurons are capable of intracellular
FA transport. The FA analog BODIPY is processed by cells as a long-chain FA (Carten et al.,
2011) and is readily taken up by neurons (Kaushik et al., 2011). BODIPY accumulated in
structures resembling lipid droplets, which are intracellular organelles that store triglycerides.
This observation is consistent with our previous work showing that OA is esterified into
triglycerides in hypothalamic neurons (Taib et al., 2013) and suggests that the metabolic fate
of FA is similar between VTA DA and hypothalamic neurons.

The mechanisms by which FA gain entry into cells are not entirely clear, however several
lines of evidence implicate active transporter-mediated processes (Mitchell and Hatch, 2011).
With the application of phloretin, a non-specific inhibitor of FA transport in various systems
(Mitchell et al., 2009; Zhou et al., 2010; Poreba et al., 2012; Chabowski et al., 2013), we show
that blocking transport diminishes FA uptake into DA neurons and prevents OA-induced
suppression of food-motivated responding and DA neuronal activity. Along with the gene
expression profile, these results suggest that the behavioral and physiological actions of intra-
VTA OA at least partly rely on interactions with transporters and/or binding proteins. In the
hypothalamus, the effects of FA on neuronal activity and feeding are largely tied to the
membrane FA transporter CD36 and are shown to be independent of FA intracellular

metabolism (Le Foll et al., 2013; Moulle et al., 2013). However, FA-induced alterations in ion
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channel activity as well as FA mitochondrial oxidation can also account for the cellular effects
of FA (reviewed in Picard et al., 2014). Such alternative pathways may be involved in the
actions of OA observed here since CD36 expression was barely detectable in DA neurons and
VTA. Although our FA uptake and electrophysiological data support a direct effect of OA on
DA neurons, we cannot exclude the possibility that OA modulates DA neurons via regulation
of GABA inputs or neighboring astrocytes. Indeed, astrocytes take up, metabolize and release
FA (Taib et al., 2013; Bouyakdan et al., 2015) and FA oxidation in astrocytes produces ketone
bodies (KB) (Auestad et al., 1991; Bixel and Hamprecht, 1995) that could in turn alter
neuronal activity (Guzman and Blazquez, 2001; Ma et al., 2007; Tanner et al., 2011).
Moreover, Le Foll et al. describe that hypothalamic KB generation induced by high-fat
feeding decreases food intake (Le Foll et al., 2014). Thus, we cannot rule out the contribution
of FA-derived KB and look towards future investigations to identify the metabolic and

molecular signals involved in the impact of OA in the VTA.
Summary

The collective results suggest that OA in the VTA represents a signal of energy surfeit to curb
food intake and food-oriented behaviors. That these catabolic actions were selective to a
monounsaturated but not saturated long-chain FA further emphasizes the significance of FA
type in the central signaling and metabolic action of FA. The effects of OA to suppress
appetite and food-motivated behavior were linked to OA-induced inhibition of DA neuronal
firing and to interactions with FA transporters, possibly including intracellular OA uptake.
Brain FA content is fairly stable in response to short-term dietary changes in FA; however,
human obesity and the metabolic syndrome are linked to increased central FA uptake (Karmi
et al.,, 2010). Thus a question for future research is if VTA sensing of FA is altered by
prolonged consumption of energy-dense food and the development of obesity and if such

changes could contribute to uncontrolled reward-seeking and/or hyperphagia and weight gain.
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Figure 1. Intra-VTA oleate inhibits food intake and stimulates locomotor activity.

Bilateral micro-injection of OA (6nmol/side) reduced food intake (A) and increased locomotor

activity (B). (C-D) Injection of PA into the VTA at an equivalent concentration had no effect
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on food intake and locomotion. n=12-15/group group for food intake assessments; n=7-
10/group for locomotor activity experiment. (E) VTA cannula placement verification using
rhodamine nanobeads (scale bar: 500um). (F) IL-1p and TNFa gene expression was similar
between vehicle and OA-injected rats. Normalized to B-actin; n=9-10/group. (G) FluoroJade-C
staining was similar in rats receiving VTA injection of vehicle, OA or PA. Results are

expressed as mean = SEM. One-way ANOVA. *p< 0.05 vs. vehicle injected animals.
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Figure 2. Oleate blunts the rewarding effects of high-fat/sugar food. (A) Intra-VTA
injection of OA decreased breakpoint responding for high-fat/sucrose pellets in a progressive
ratio operant task. (B) The co-injection of the transporter blocker phloretin prevented the
effect of OA. (C-D) The percentage of correct lever responses was unaffected by either
treatment. (E) Injector cannula placements; each symbol depicts a different rat (n=7). Results

are expressed as mean + SEM. * p<0.05.
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Figure 3. Oleate modulates dopamine neuronal activity. (A) Whole-cell current clamp

recordings of spontaneous electrical activity of VTA DA neurons. OA decreased action

potential frequency (APF) of the majority of recorded DA neurons. The co-application of

phloretin prevented OA-induced APF inhibition. n=6. (B) Representative trace. Resting

membrane potential is indicated by the horizontal dashed line and noted on the left. (C, D)

Voltage clamp recordings showing that OA decreased the amplitude (Iygpsc, C) and the

frequency (D) of miniature excitatory post-synaptic currents in OA-inhibited neurons, an

effect prevented by phloretin. n=7. (E) Representative traces. Downward deflections represent

mEPSCs. Results are expressed as mean £ SEM. One-way standard (A, B) or repeated
measures (C, D, E) ANOVA. *p<0.05. **p<0.01. ***p<(.001.
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Figure 4. Gene expression profile of fatty acid handling proteins in dopamine neurons
and VTA. DA neurons (GFP+) and non-DA cells (GFP-) were FACS-sorted from TH-eGFP
mice. GFP+ neurons were dopaminergic as evidenced by high levels of TH mRNA and
absence of GAD67 mRNA. Cyclophilin served as reference gene and all results were
normalized to values obtained from VMH tissue. FABP: fatty acid binding protein, FATP:
fatty acid transport protein, GAD67: glutamate decarboxylase, TH: tyrosine hydroxylase.
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Figure 5. Fatty acid uptake in primary dopamine neurons. Application of the long-chain
FA analogue BODIPY to the culture medium resulted in intracellular punctuate labeling
(green) in the cytoplasm as well as processes of DA neurons identified by TH-
immunofluorescence (red). (A, D, G) Vehicle application. (B, E, H) BODIPY (20uM)
application (C, F, I). BODIPY (20uM) + phloretin (100uM) application. (J) BODIPY
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fluorescence intensity values across treatment conditions. Three coverslips per condition.

Results are expressed as mean + SEM. One-way ANOVA. ***p< 0.001 vs vehicle, " **

0.001 vs BODIPY. TH: tyrosine hydroxylase.

p<
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Abstract

Over consumption of dietary fat is increasingly linked with motivational and emotional
impairments. Human and animal studies demonstrate associations between obesity and
blunted reward function at the behavioral and neural level, but it is unclear to what degree
such changes are a consequence of an obese state and whether they are contingent on dietary
lipid class. We sought to determine the impact of prolonged ad libitum intake of diets rich in
saturated or monounsaturated fat, separate from metabolic signals associated with increased
adiposity, on dopamine (DA)-dependent behaviors and to identify pertinent signaling changes
in the nucleus accumbens (NAc). Male rats fed a saturated (palm oil), but not an isocaloric
monounsaturated (olive oil), high-fat diet exhibited decreased sensitivity to the rewarding
(place preference) and locomotor-sensitizing effects of amphetamine as compared to low-fat
diet controls. Blunted amphetamine action by saturated high-fat feeding was entirely
independent of caloric intake, weight gain and plasma levels of leptin, insulin and glucose and
was accompanied by biochemical and behavioral evidence of reduced DIR signaling in the
NAc. Saturated high-fat feeding was also tied to protein markers of increased AMPA receptor
mediated plasticity and decreased DA transporter expression in the NAc but not to alterations
in DA turnover and biosynthesis. Collectively, the results suggest that intake of saturated
lipids can suppress DA signaling apart from increases in body weight and adiposity-related
signals known to affect mesolimbic DA function, in part by diminishing D1 receptor
signaling, and that equivalent intake of monounsaturated dietary fat protects against such

changes.

Introduction

Growing evidence suggests that dietary lipids can impact behavior and mental health. While
well associated with obesity and cardiometabolic disease, excess intake of fat is increasingly
linked to motivational and emotional impairments and the development of neuropsychiatric
disorders (Bale et al, 2010; Hryhorczuk et al, 2013; Lai et al, 2014). Prolonged intake of high-
fat food in rodents can reduce mesolimbic dopamine (DA) function and turnover (Davis et al,

2008), decreased nucleus accumbens (NAc) DA overflow (Geiger et al, 2009), modulate DA-
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related behaviors and striatal neuroadaptive responses (Sharma et al, 2013a; Sharma and
Fulton, 2013b; Teegarden et al, 2009; Vucetic et al, 2012) and blunt DA reuptake in the NAc
(Cone et al, 2013). We previously found that chronic high-fat feeding and weight gain in mice
promotes depressive-like behavior, enhances physiological and behavioral responses to stress
and elicits neuroplastic changes in the ventral tegmental area (VTA) and striatum coincident

with reduced DA tone (Sharma et al, 2013a; Sharma et al, 2013Db).

Metabolic status has long been known to modulate the response to drugs of abuse (Carr,
2007). More recently it was established that peripherally-derived hormones such as leptin and
insulin, the levels of which are largely regulated by caloric load and diet composition, target
the VTA to affect reward-relevant behaviors and psychostimulant action (Abizaid et al, 2006;
Fulton et al, 2006; Labouebe et al, 2013). Though study of the interaction between metabolic
hormones and DA-dependent behavior and signaling has received considerable attention, little
is known about how dietary lipids impact mesolimbic function apart from major metabolic

changes associated with weight gain.

Several lines of evidence suggest that peripheral metabolic tissues are differentially impacted
by saturated and unsaturated fat. Relative to diets comprising mostly unsaturated fat, a diet
enriched in saturated fat can have deleterious metabolic actions that include increasing visceral
fat mass (de Wit et al, 2012; Rosqvist et al, 2014). Here we studied the effects of prolonged
intake of high-fat diets containing saturated or monounsaturated fat on DA-dependent
behaviors and signaling in a manner that permitted assessment of dietary lipid impact
separately from key metabolic changes known to affect mesolimbic function. Our results show
that, independent of caloric intake, weight gain and leptin, insulin and glucose levels, saturated
but not monounsaturated high-fat feeding decreases sensitivity to the rewarding effects of
amphetamine (AMPH), suppresses the locomotor-sensitizing effects of AMPH, attenuates D1
receptor-induced locomotor responses and elicits neuroadaptations in the NAc coincident with

decreased D1R signaling and enhanced AMPA receptor-mediated plasticity.

Materials and methods

Animals and diets. All experimental manipulations were carried out in accordance with the

guidelines of the CRCHUM Animal Care Committee and where applicable the Concordia
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University Animal Research Ethics Committee. Male Wistar rats (Charles River, St Constant,
QC, Canada) weighing between 250-280g upon arrival were housed 2 per cage in a reversed
12h-light-dark cycle (lights off at 10am). Rats were assigned one of three customized diets: (1)
a low-fat, control diet containing roughly equal amounts of monounsaturated and saturated
fatty acids (FAs) (“CTL”; AIN-93G Purified Rodent Diet with 17% Kcal from fat derived
from soybean oil, Dyets Inc.), (2) a monounsaturated high-fat diet (HFD; “OLIVE”, Modified
AIN-93G Purified Rodent Diet with 50% Kcal from fat derived from olive oil) or (3) a
saturated HFD (“PALM”, Modified AIN-93G Purified Rodent Diet with 50% Kcal from fat
derived from palm oil). As depicted in Table S1, the three diets were designed for equal
sucrose content, and the two HFDs were matched for protein, fat content and caloric density.
Rats were singly-housed for feeding and body weight measures. Food intake and body weight
were measured once per week just before dark cycle onset. All behavioral tests were
conducted 8 to 9 weeks after the start of the diet and animals were maintained on their

respective diet throughout each experiment.

Drugs. d-amphetamine sulfate (AMPH; Sigma-Aldrich, Dorset, United Kingdom) was
dissolved in 0.9% saline (SAL) and administered intraperitoneally (IP) at 0.75, 1.5, 3 or
4.5mg/kg in SAL. The D1 receptor agonist SKF82958 (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) was
dissolved in 0.9% SAL and administered IP at 0.1mg/kg.

Amphetamine-induced conditioned place preference. Rats (n=75) from each diet group were
randomly assigned to one of three AMPH doses. Conditioned place preference (CPP)
chambers had two compartments distinguished by tactile and visual cues and a neutral middle
compartment connected by manual guillotine doors (Med Associates, Inc.; St. Albans, VT,
USA). All testing was performed during the dark phase. Pre-test: On the first day of the
experiment rats were placed in the middle compartment and allowed to explore the entire
apparatus for 15 minutes. Time spent in each compartment was recorded (MedPC-1V
Software, Med Associates). Assignment of AMPH treatment to a compartment (AMPH-
paired) and to the initial preferred or non-preferred side was counterbalanced within each diet
group. Conditioning (3 days): Rats were injected with SAL and confined to one side of the
apparatus for 30 minutes. Four hours later they were injected with AMPH (1.5, 3.0 or
4.5mg/kg) and confined to the other side of the apparatus. Post-test: Rats were placed in the
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middle compartment with the doors open and were free to explore the entire apparatus for 15
minutes. Time spent in each compartment was recorded and compared to pre-test measures.
Results are expressed as time spent in the AMPH-paired side minus time spent in the SAL-

paired side during pre- and post-test day.

Amphetamine sensitization. Testing was carried out in chambers (42 x 42 x 21 c¢m) using the
Versamax Animal Activity Monitoring system (AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA).
Habituation: Following 8 weeks on one of three diets, a new cohort of rats (n=46) was placed
in the chambers and locomotor activity was recorded for 6 hours in the middle of the dark
phase to assess basal locomotion. Pre-treatment: The following day rats from each diet group
were split in two groups that were matched for average body weight. Rats were injected with
AMPH (1.5mg/kg) or SAL once every 2 days for 10 days (5 injections). Rats were kept in the
test chambers during the entire pre-treatment period and returned to their home cage after the
last injection. Sensitization: Seven days after the last pre-treatment injection, all rats received
0.75mg/kg of AMPH. Locomotor activity was recorded 1 hour before and 2 hours after
injection.

D1 receptor-induced locomotion. A separate group of rats (n=25) were used to test the
locomotor response to a DIR agonist (SKF82958). A 0.1mg/kg dose was chosen as it was
shown to be the lowest dose to induce locomotion in Wistar rats (Wang and McGinty, 1997).
Rats were acclimated to locomotor chambers described above one day before testing.
Locomotor activity was measured 1 hour prior and 3 hours after injection in the middle of the

light phase.

Plasma biochemical analyses. Rat (n=49) were sacrificed after 8 weeks of diet. Blood was
collected in EDTA-coated tubes and centrifuged at 11000g for 15 minutes at 4°C. Plasma was
kept at -20°C until use. Leptin and insulin levels were analyzed by ELISA kits (EMD
Millipore, Billerica, MA, USA and ALPCO Diagnostics, Salem, NH, USA). Glycemia was
assessed from tail blood after 7.5 weeks on each diet using a glucometer (Accu-Check, Roche

Diagnostics, Basel, Switzerland).

Gas chromatography-mass spectrometry. Plasma fatty acid composition was measured by gas

chromatography-mass spectrometry (GC-MS) using a previously described modified method
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(Gelinas et al, 2011). Briefly, total lipids were extracted with a mixture of methyl-tert-butyl
ether (MTBE), methanol and water, according to Matyash et al. (Matyash et al. 2008) and FAs
were analyzed as their methyl ester (FAME) derivatives. Injections (2ul) were performed into
an Agilent 6890N gas chromatograph equipped with a Select FAME CP7420 capillary column
(100 m; 250 um inner diameter; 230 um thickness) coupled with a 5975 Mass Selective
Detector operated in PCI mode using ammonia as reagent gas. FAs were identified according
to their retention time and m/z, and their concentration was calculated according to a mix of

internal and external labeled standards with known concentrations.

High-performance liquid chromatography. Ten days after the CPP task, rats (from the
3.0mg/kg AMPH condition) were anesthetized, decapitated and brains removed and frozen.
Brains were stored at -80°C until further use. Brain punches of the NAc were collected on
300pm brain sections and kept at -80°C. One week before the experiment 100ul of filtered
0.IM phosphate buffer was added to the punches. Tubes were vortexed for 20 seconds and
samples were centrifuged at 10000rpm for 10 minutes at 4°C. 150ul of 0.1M NaOH were
added to the protein pellets and concentrations were determined using the BCA Protein Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA). The supernatant was filtered (0.45um
syringe driven filter units, EMD Millipore) and 10ul were used to determined DA,
homovanillic acid (HVA) and 3.,4-Dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) content as
previously described (Hernandez et al, 2007).

Western immunoblotting. Brains from a separate group of drug-naive rats (n=36) after 8 weeks
of diet were rapidly removed and frozen. Tissue punches of the NAc (core and shell) were
homogenized in 50ul of lysis buffer - 20mM Tris, pH 7.5; 150mM NaCl; ImM Na2EDTA;
ImM EGTA; 1% Triton; 2.5mM sodium pyrophosphate; 1mM B-glycerophosphate; 1mM
sodium orthovanadate; lpg/ml leupeptin; ImM phenylmethylsulfonyl fluoride; 1pl
phosphatase inhibitors cocktails 2 and 1ul phosphatase inhibitors cocktails 3 (Sigma-Aldrich).
Homogenates were centrifuged at 13000g for 10min at 4°C. Supernatants were collected and
proteins quantified with a BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). Proteins
were separated on a 10% sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel by electrophoresis and
transferred onto a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Bedford, MA, USA). Membranes were

incubated for 2 h at room temperature in 5% skim milk - Tris-Buffered Saline - 0.1% Tween-
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20 (TBS-T) (5% SKM) to block non-specific binding sites and probed overnight at 4°C with
primary antibody (anti-TH, 1:40000, Millipore MAB318; anti-DAT, 1:1000, Millipore
AB2231; anti-D1R, 1:500, Millipore AB1784P; anti-phospho DARPP-32Thr34, 1:1000, Santa
Cruz sc135687; anti-phospho DARPP-32Thr75, 1:1000, Cell Signaling 2301s; anti-DARPP-
32, 1:1000, Cell Signaling 2302; anti-GAPDH, 1:50000, Cell Signaling 2118; anti-GLURI,
1:1000, Santa Cruz sc13152) in 5% SKM except for D2R (1:1000; Millipore AB5084P) and
phospho-GluR1 Ser845 (1:1000; Santa Cruz sc135699) which were incubated in 3% BSA
(Sigma-Aldrich). Following rinses in TBS-T, membranes were incubated for 2h at room
temperature with the appropriate secondary antibody coupled to horseradish peroxidase (Goat
anti-Rabbit IgG-HRP, 1:10000, Bio-Rad 170-6515 or Goat anti-Mouse IgG-HRP, 1:10000,
Bio-Rad 170-6516) in 5% SKM. Antibodies were revealed by chemiluminescence using the
Western Lightning Plus-ECL Kit (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) and autoradiography
films (Harvard Apparatus Canada). Signals were scanned and analyzed by densitometry using
ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Protein size was determined using a protein standard (Bio-

Rad).

Statistical analyses. Results were analyzed using GraphPad Prism v6. A one-way analysis of
variance (ANOVA) with Bonferonni post-tests was used to analyze AMPH locomotor
sensitization, metabolic and protein expression data. Analyzed and illustrated AMPH
locomotor sensitization results represent AUC values (locomotor activity 2 hours post-
injection) of AMPH treated rats normalized to AUC values of saline treated rats. A linear
regression analysis with dose as a continuous variable was employed to determine the effects
of diet on AMPH CPP across the three doses tested. At each AMPH dose, one-tailed t-tests
were used to assess AMPH place preference within each diet. For analysis of the D1 receptor
agonist data we used a non-parametric Kruskal-Wallis test with post-hoc Dunn’s pairwise
comparisons due to the detection of unequal variances between diet groups. Data are
presented as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical significance was set at

p=<0.05.
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Results

Diet-induced metabolic outcomes

All animals gained weight over the course of the diet manipulation; however there were no
differences in caloric intake and body weight gain between the CTL, OLIVE and PALM
groups after 8 weeks (Fig. 1A and B). Palmitate and oleate are the two most abundant
circulating long-chain fatty acids and are major constituents of the PALM and OLIVE diets,
respectively (Table S1). To verify that dietary interventions modified the plasma composition
of these FAs in the expected manner, we measured plasma FA levels by GC-MS. As shown in
Figure 1C, the plasma ratio of oleate to palmitate largely matches the diet ratio of these FAs
(Fig. 1C inset). Finally, we measured the circulating concentrations of three metabolic signals
known to impact mesolimbic DA tone, namely glucose, leptin and insulin, and found no
differences between the PALM, OLIVE and CTL groups following the dietary intervention
(Fig. 1D-F)

A saturated high-fat diet decreases sensitivity to the rewarding effects of AMPH

To determine if prolonged intake of a saturated or a monounsaturated HFD can affect
mesolimbic DA reward function we studied the effects of diet on AMPH place preference
using three doses of AMPH, each dose administered to a separate group of rats. At the lowest
dose tested (1.5mg/kg) only the CTL group developed a significant AMPH place preference
while the OLIVE group showed a modest, non-significant, place preference and the PALM
group failed to show preference for the AMPH-paired side (Fig. 2A). Both the CTL and
OLIVE groups but not the PALM group demonstrated a significant CPP at a higher AMPH
dose (3.0mg/kg, Fig. 2B). Finally, at the highest dose tested (4.5mg/kg), rats fed the OLIVE
diet exhibited place preference and there was a near-significant CPP in rats fed the PALM diet
(Fig. 2C). As illustrated in Figure 2D, the magnitude of AMPH CPP for the CTL and OLIVE
groups was similar across the three doses whereas preference for the AMPH-paired side

increased as a function of dose for the PALM group (linear regression, p<0.05 vs. CTL
group).

Saturated high-fat feeding suppresses the locomotor-sensitizing effects of AMPH
To further assess mesolimbic function we examined the locomotor sensitizing effects of

AMPH following the three diets. Seven days following AMPH or SAL pre-treatment
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injections, locomotor activity was measured in response to a lower dose of AMPH according
to a protocol of repeated intermittent AMPH exposure (Robinson and Becker, 1986) (Fig.
3A). While there was no difference in pretreatment (Fig. 3B) or in basal locomotor activity
(Fig. 3C inset; measured for 6 hours prior to treatments), the locomotor-sensitizing effects of

AMPH were attenuated in the PALM group relative to CTL (Fig.3C and D).

Saturated high-fat feeding alters expression of DA-related proteins without affecting DA
turnover in the NAc

We next sought to determine if the observed behavioral changes elicited by saturated high-fat
feeding are associated with alterations in DA-related protein expression and DA turnover in
the NAc. As psychostimulant-induced locomotion requires NAc AMPA receptor activation
(Wolf, 1998), we also measured the expression of the phosphorylated GluR1 subunit of the
AMPA receptor. As shown in Figure 4A, dopamine transporter (DAT) protein levels, both
mature glycosylated (membrane-bound, 75KDa) and immature non-glycosylated (50KDa)
forms, were decreased in the NAc of the PALM group relative to CTLs. On the other hand,
levels of DIR, pDARPP-32™"° and pGIuR1%™° expression were increased in the PALM
group as compared to CTLs. Expression of TH, D2R and pDARPP-32Thr34 did not differ
between diet groups. Consistent with our behavioral results showing that the monounsaturated
HFD largely fails to alter mesolimbic DA function, we did not find changes in any of the
measured proteins in the OLIVE group. As the biochemical and behavioral alterations could
be due to changes in DA metabolism, we quantified DA turnover in NAc samples via HPLC.
NAc DA turnover, expressed as the ratio between DOPAC and DA, did not differ between
groups (Fig. 4B-D).

Saturated high-fat feeding attenuates the locomotor response to a D1R agonist

As an inhibitor of cAMP-dependent protein kinase (PKA), the observed increases in
pDARPP-32 at Thr75 are suggestive of decreased D1R-PKA signaling. Given that D1R and
its downstream effector PKA are critical for the sensitizing (Vezina, 2004), conditioned
activity (Gerdjikov et al, 2007) and conditioned rewarding effects of AMPH (Beninger et al,
2003), we investigated locomotor activity following administration of a D1R agonist. Relative

to the saline-injected control condition (Fig. SA), the agonist effectively stimulated locomotor
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activity in each diet group (Fig. 5B), however the locomotor response to the D1 agonist was

reduced in rats fed the PALM diet relative the OLIVE group.

Discussion

Beyond its adverse effects on metabolic and cardiovascular health, emerging findings are
linking excess dietary fat and the development of obesity to impaired neural signalling and
neurological disorders such as depression (reviewed in Hryhorczuk et al., 2013 and Martinez-
Gonzalez and Martin-Calvo, 2013). Comparing two principle lipid classes, here we find that
chronic intake of a saturated HFD independent of obesity or weight gain suppressed DA-
dependent behaviors whereas an isocaloric diet consisting of monounsaturated lipids was
protective. This dampening of mesolimbic function by saturated fat intake is tied to attenuated
DIR signaling, lower DAT expression and increased AMPA receptor mediated plasticity in
the NAc. Of significance, the observed changes in mesolimbic DA function did not rely on
changes in key adiposity hormones known to modulate DA neurotransmission and thereby
suggest that saturated dietary lipids can diminish reward-relevant function apart from

neuroadaptive processes triggered by weight gain and obesity.

The dietary interventions aimed to assess the influence of fat type and amount on AMPH-
induced behaviors and DA signaling. In order to remove the potential contribution of
nutritional components other than fat, diets were designed to be ingredient-matched, including
sources of carbohydrate and protein, and to have equal sucrose content. Although the type and
amount of dietary fat, namely saturated and unsaturated, can lead to different metabolic
outcomes in both in rodents (Buettner et al, 2006; Carsia et al, 2008; Keita et al, 2013) and
humans (Kien et al, 2014; Rosqvist et al, 2014), caloric intake and body weight were similar
across diet groups after 8 weeks in the present study, an effect that was reproducible over
multiple cohorts we studied. Moreover, glucose, leptin and insulin levels were comparable
across groups at the end of the 8-week regimen. Extending the period of high-fat feeding
would likely result in significant metabolic changes as it is seen with rats of same strain fed
HFD for longer periods of time (Hoefel et al, 2011; Panchal et al, 2011; Sampey et al, 2011).
We cannot rule out that our saturated HFD regimen diminished central sensitivity to leptin and

insulin or that alterations in other hormones contribute to our results. However, it should be
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noted that HFD-induced central leptin and insulin resistance is characteristically associated
with elevated plasma concentrations of these hormones and increased body weight (Munzberg

et al, 2004; Wang et al, 2001b).

Previous studies report that diet-induced obesity (DIO) (Davis et al, 2008; Morales et al, 2012)
or genetic susceptibility to DIO (Thanos et al, 2010) impairs acquisition of place preference
induced by psychostimulant drugs. Here our results suggest that this effect is contingent on
lipid class but not on weight gain and associated metabolic changes. Further, we extend these
suppressive effects of saturated high-fat feeding to AMPH psychomotor sensitization, D1R-
mediated locomotor responses and distinct neuroadaptive changes in the NAc. Prolonged
intake of the saturated HFD (PALM) reduced the effectiveness of AMPH to elicit a place
preference, an effect not observed with the monounsaturated (OLIVE) HFD. The saturated
HFD prevented AMPH place preference acquisition at the lowest dose tested but became
apparent as AMPH dose escalated to suggest that saturated high-fat feeding lowers the
sensitivity to the conditioned rewarding effects of AMPH. Saturated high fat feeding is
reported to disrupt the blood-brain barrier at the level of the hippocampus and impair learning
and memory (Kanoski et al, 2010), advancing the possibility that reduced sensitivity of the
PALM group in the CPP task could be linked to such impairments. However, hippocampal
dysfunction appears to be tied to weight gain and increased adiposity not observed in the
present study (Davidson et al, 2012). Our observations are in line with those of Davis and
colleagues showing that high-fat feeding without added weight gain diminishes AMPH place
preference (Davis et al, 2008). In this study however, access to the HFD was restricted (pair-
feeding) contrary to the free-feeding conditions used here. Consistent with the CPP results, we
found that the saturated HFD suppressed AMPH-induced locomotor sensitization. Although
not statistically significant, animals consuming the monounsaturated HFD showed slightly
reduced AMPH locomotor sensitization and appeared less responsive to the conditioned
rewarding effects of AMPH at the lowest dose tested. Thus, we cannot exclude the possibility
that consumption of the OLIVE HFD over a longer time period may also blunt mesolimbic
signaling. Of note, given that locomotor responses to AMPH were similar across diet groups
during the pretreatment phase of the locomotor sensitization test, it is unlikely that the effects

of the PALM diet on AMPH-induced behavioral responses is due to changes in the
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pharmacokinetic properties of the drug. Rather, saturated high-fat feeding appears to
selectively modulate signaling mechanisms related to the neuroplastic changes associated with
repeated AMPH treatment as opposed to those responsible for its primary neurophysiological

effects.

Given that chronic food restriction increases the reward value of drugs of abuse (Carr, 2007) it
is not surprising that sustained caloric overload has inverse actions. Consistent with this
observation, heightened reward responses during food restriction have been linked to
decreased leptin (Fulton et al, 2000) and insulin signaling (Carr et al, 2000). However, our
findings suggest that increased caloric intake, body mass, leptin, insulin and glucose are not
necessary for reduced mesolimbic DA function by high-fat feeding. One possibility is that
excess dietary saturated fat results in higher circulating levels of saturated long-chain fatty
acids like palmitate that may foster greater central actions of these FAs. Indeed, oleate and
palmitate have distinct intracellular metabolism in the brain (Taib et al, 2013) and palmitate
has been shown to act centrally to impair signaling processes including those that lead to
reduced leptin receptor signaling (Benoit et al, 2009; Kleinridders et al, 2009). In line with this
prospect, we found that the ratio of oleate to palmitate in plasma matched that of the different
diets. Another possibility is that these dietary lipids differentially modulate gut ethanolamines
that have been shown to influence DA tone via a gut-brain axis (Tellez et al, 2013). A final
explanation stems from evidence that overconsumption of saturated fats stimulate peripheral
and central immune responses (Maric et al, 2014; Thaler et al, 2012; Valdearcos et al, 2014;
van Dijk et al, 2009). However, it should be noted that such pro-inflammatory processes have

been consistently tied to a significant increases in body weight.

Behavioral perturbations by saturated HFD were accompanied by modifications in the
expression of several DA-related proteins in the NAc. Levels of DAT were lower in the NAc
of rats fed the saturated HFD. This finding is in agreement with a report by Cone et al.
showing a reduction in the expression of the plasma membrane-associated immature form of
DAT in the NAc of non-obese rats exposed to 6 weeks of HFD that was associated with
reduced DA reuptake (Cone et al, 2013). Decreased DAT expression by saturated lipids may
well contribute to diminished AMPH action as AMPH blocks DA reuptake and elicits reverse
DA transport through DAT (Jones et al, 1998; Sulzer et al, 1995). Indeed, DAT expression
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correlates positively with AMPH potency (Siciliano et al, 2014) and AMPH fails to evoke DA
release and locomotion in mice lacking DAT (Cagniard et al, 2014; Jones et al, 1998;

Spielewoy et al, 2001).

Additionally, our data suggest that reduced DIR signaling could be a factor underlying
blunted AMPH action. While the saturated HFD increased D1R expression in the NAc this
could be compensatory to decreased D1R signaling given that saturated HFD increased NAc
pDARPP-32Thr75, a marker of reduced DIR-PKA signaling and attenuated locomotor
responses to a DIR agonist relative to rats fed the monounsaturated HFD. Indeed, D1R-PKA
signaling plays a critical role in the expression of AMPH place preference and sensitization
(Hiroi and White, 1991; Vezina, 2004) and thus saturated HFD may diminish AMPH
conditioned responses via modifications in DIR. Interestingly, phosphorylation of DARPP-
32™7 is under the control of cyclin-dependent kinase 5 (CDKS5) and its activation by the
transcription factor AFosB, two molecules that are upregulated in the NAc by chronic HFD
(Sharma et al, 2013b; Teegarden et al, 2009). Contrary to reports that D2 receptor binding is
supressed in obese individuals (Stice et al, 2008; Volkow et al, 2008; Wang et al, 2001a) and
D2 receptor expression is reduced in diet- (Johnson and Kenny, 2010) or genetically-induced
(Hamdi et al, 1992) obese rodent models, we did not find significant decreases in D2 receptor
levels. Thus, changes in D2 receptor expression, binding and signaling may be secondary to

high-fat feeding that is coupled with weight gain and obesity.

Finally, the saturated HED potentiated expression of the pGluR1%™* subunit of the AMPA
receptor (AMPAR) in the NAc. AMPAR transmission in the NAc is a crucial control point for
psychostimulant-related behaviors: phosphorylation at the Ser845 residue of GluR1 promotes
AMPAR insertion, increases excitability and is critical for synaptic plasticity (Loweth et al,
2014; van Huijstee and Mansvelder, 2014). It is not clear how such synaptic changes could
contribute to suppressed AMPH responses by saturated dietary lipids. Palatable food and
psychostimulants have been shown to increase pGluR1°™* in the NAc (Peng et al, 2011;
Rauggi et al, 2005; Valjent et al, 2005) while increasing glutamatergic signaling in the NAc is
reported to enhance goal-directed behavior for food (Stuber et al, 2011) and drug rewards
(Cornish and Kalivas, 2000). We speculate that AMPAR-mediated synaptic adaptions by
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saturated HFD could underlie potential increases in reward seeking behavior as a means to

compensate for dampened mesolimbic function.

Future studies are warranted to identify how saturated lipid intake is modulating these NAc
signaling elements; however our data suggest that they do not stem from alterations in DA
metabolism and biosynthesis given that NAc DA turnover and TH expression were similar
across groups. Though, interpretation of these tissue measures is limited by the fact that they
do not provide a direct index of extracellular DA levels. Nonetheless, our findings are in
agreement with data showing that 6 weeks of HFD fails to alter evoked DA release in the NAc
of non-obese rats (Cone et al, 2013). On the other hand, there is evidence of decreased NAc
DA flux in rats receiving HFD for 12 weeks (Davis et al, 2008). In view of the different diet
durations used in these studies it may be that longer periods (>8 weeks) of high-fat feeding are
required for decreases in NAc DA turnover in rats. Further studies are required to determine if
altered DA and glutamatergic signaling and changes in the conditioned behavioral responses

to AMPH by saturated HFD are tied to alterations in in vivo DA release.

Summary

Humans and animal studies have demonstrated associations between obesity and impaired
reward function but it has not been clear if they are a consequence of the obese state, to what
degree they depend on dietary components and if metabolic changes are involved. While
genetic components underlying obesity can affect DA signaling and modulate reward
sensitivity in humans (Stice and Dagher, 2010; Stice et al, 2008) and rodents (Fulton et al,
2006; Geiger et al, 2009; Shin et al, 2011) several lines of evidence suggest secondary
influence of the obese state on reward functions (Davis et al, 2008; Fulton et al, 2006; Geiger
et al, 2009; Johnson et al, 2010; Shin et al, 2011). Our results show that a diet rich in saturated
fat independent of weight gain and related metabolic changes impairs sensitivity to the
rewarding and locomotor effects of AMPH and elicits neuroadaptations in the NAc coincident
with reduced DIR signaling. In line with the reward deficiency hypothesis (Davis et al, 2004;
Wang et al, 2002), could excess saturated fat intake contribute to neurobehavioral adaptations
that promote increased consumption of rewarding, palatable foods as a means to compensate
for reward hyposensitivity? This possibility is supported by findings showing that blunted

AMPH responses are linked to increased risk for compulsive drug use in humans (Casey et al,
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2014). Furthermore, anhedonia (reduced ability to experience pleasure from reward), a feature
of depression, is exhibited by rodents consuming a saturated HFD (Sharma et al, 2013a;
Sharma et al, 2013b) and is associated with obesity in women (Davis et al, 2004). Indeed, the
association between depression and obesity may be partly rooted in diets biased towards
saturated fat intake (Hryhorczuk et al, 2013) as circulating levels of the saturated fatty acid
palmitate correlate positively with depression severity in humans (Tsuboi et al, 2013).
Determining the mechanisms by which overconsumption of saturated dietary lipids leads to
perturbations in mesolimbic DA signaling may thus have important implications not only for
our understanding of overeating and obesity but also for the link between mood disorders and

metabolic disease.
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Figure 1. Similar food intake and weight gain across CTL, PALM and OLIVE diet
groups. (A) Cumulative food intake (B) and body weight were assessed weekly during 8
weeks. (n=11-12 per group). C, The ratio of oleate/palmitate in plasma (n=7-8 per group)
reflected that found in the two high-fat diets (insert). Plasma levels of (D) leptin (n=9 per
group) and (E) insulin (n=8 per group) and (F) fasting blood glucose (n=16-18 per group)
were similar between groups after 8 weeks on respective diets. Mean+SEM.
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Figure 2. Amphetamine-induced conditioned place preference is suppressed by saturated
high-fat feeding. Results are expressed as time spent in the AMPH-paired side minus time
spent in the SAL-paired side before and after conditioning. (A) Only rats fed the CTL diet
acquired place preference for 1.5mg/kg AMPH (n=10-11 per group). (B) At the dose of
3mg/kg AMPH, CTL and OLIVE rats acquired place preference but not the PALM rats (n=7-8
per group). (C) The 4.5mg/kg AMPH dose elicited a place preference in the OLIVE group and
a near-significant effect in the PALM group (p=0.069) (n=7-8 per group). (D) Magnitude of
place preference for each diet group across the 3 doses of AMPH used. A multiple regression
analysis across the dose range used revealed differences between PALM and the CTL group.
Solid bars: before conditioning; Hatched bars: after conditioning. SAL: saline; AMPH:
amphetamine. Mean+SEM. *p<0.05.
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Figure 3. Dampened amphetamine locomotor sensitization in rats fed the saturated high-
fat diet. (A) AMPH sensitization experimental layout. (B) AMPH increased locomotor
activity compared to SAL-injected animals throughout the pre-treatment phase (n=7-9 per
group). (C) AMPH (1.5mg/kg) pre-treatment increased response to the locomotor activating
effect of a single 0.75mg/kg AMPH injection. Basal locomotor activity was similar in all
groups (insert) (n=7-9 per group). (D) AMPH locomotor sensitization was reduced in rats fed
the PALM diet as compared to controls. Relative AUC: the response of AMPH-treated rats is
expressed in fold change relative to that of SAL treated counterparts (n=8-9 per group). SAL:
saline; AMPH: amphetamine. Mean+=SEM. *p<0.05
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Figure 4. Effects of high-fat diets on protein expression and dopamine turnover in the
nucleus accumbens. (A) The PALM diet caused a decreased in DAT levels whereas
pGLURI1, DIR and pDARPP-32Thr75 were increased (n=7-13 per group). B-D, There were
no changes in (B) dopamine turnover, (C) dopamine and (D) DOPAC content in the nucleus
accumbens (n=6-8 per group). Dopamine turnover is expressed as the ratio between the
dopamine metabolite DOPAC and dopamine. DOPAC: 3,4-dihydroxyphenylacetic acid.
Mean+SEM. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.
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Table S1. Diet composition

CTL OLIVE PALM
Fat source Soybean oil Olive oil Palm oil
Fat (g/kg) 70 270 270
Casein (g/kg) 200 200 200
L-Cystine (g/kg) 3 3 3
Sucrose (g/kg) 100 100 100
Cornstarch (g/kg) 397.5 197.5 197.5
Dyetrose (g/kg) 132 132 132
Mineral Mix (g/kg) 35 35 35
Vitamine Mix (g/kg) 10 10 10
% Kcal Fat 17 50 50
% Kecal carbohydrates 62 43 43
% Kcal proteins 21 7 7
Total Kcal/g 3.8 4.8 4.8
% palmitic acid (C16:0) 10.2 10.512 44.5
% stearic acid (C18:0) 4.5 3.0 4.2
% oleic acid (C18:1) 22.7 77 39.4
% linoleic acid (C18:2) 54.8 7 9.5
% linolenic acid (C18:3) 7.8 0.6 N/A
% saturated fat 15 17.1 51.1
% monounsaturated fat 234 72.3 38.8
% polyunsaturated fat 61.2 10.6 9.7
N/A data not available
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Abstract

Overconsumption of dietary fat can elicit impairments in emotional processes and the response
to stress. While excess dietary lipids have been shown to alter hypothalamus-pituitary-adrenal
(HPA) axis function and promote anxiety-like behaviour, it is not known if such changes rely
on elevated body weight and if these effects are specific to the type of dietary fat. The
objective of this study was to investigate the effect of a saturated and a monounsaturated high-
fat diet (HFD) on HPA axis function and anxiety-like behaviour in rats. Biochemical,
metabolic and behavioural responses were evaluated following eight weeks on one of three
diets: (1) a monounsaturated HFD (50%kcal olive oil), (2) a saturated HFD (50%kcal palm
oil), or (3) a control low-fat diet. Weight gain was similar across the three diets while visceral
fat mass was elevated by the two HFDs. The saturated HFD had specific actions to increase
plasma levels of corticosterone and tumour-necrosis-factor-alpha and suppress mRNA
expression of glucocorticoid and mineralocorticoid receptors, corticotropin-releasing hormone
and 11B-hydroxysteroid dehydrogenase-1 in the paraventricular nucleus of the hypothalamus.
Both HFDs enhanced the corticosterone-suppressing response to dexamethasone
administration but failed to increase anxiety-like behaviour as measured in the elevated-plus
maze and open field tests. These findings demonstrate that prolonged intake of saturated fat,
without added weight gain, increases CORT and modulates central HPA feedback processes.
That saturated HFD failed to affect anxiety-like behaviour suggests that the anxiogenic effects
of prolonged high-fat feeding rely on significant weight gain and associated metabolic

impairments.

Résultats : Article 3 - 141



Introduction

Western diets are characterized by excess fat intake that promotes obesity and increases
susceptibility to major illnesses such as type 2 diabetes and cardiovascular disease (Riccardi et
al., 2004). Another major complication of obesity are mood disorders (Hryhorczuk et al.,
2013). Overweight and obesity are reported to significantly increase the risk of anxiety and
depression (Delesus et al., 2016; Gariepy et al., 2010; Luppino et al., 2010). In turn, the
incidence of depression and anxiety increases the odds of developing obesity (de Wit et al.,
2010; Luppino et al., 2010). A common feature of both metabolic and mood disorders is
alterations in hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis function (Faravelli et al., 2012;
Pasquali et al., 2006). Upon activation, the HPA axis induces a cascade of hormonal release
events initiated by corticotrophin-releasing hormone (CRH) in the paraventricular nucleus
(PVN) that leads to the release of glucocorticoids (GC). Corticosterone (CORT), the principal
GC, acts on central GC receptors to affect immune, behavioural and metabolic processes
(Charmandari et al., 2005; Sapolsky et al., 2000) and as a negative feedback to suppress
further HPA activation (Nicolaides et al., 2015). Oversecretion of cortisol is associated with
obesity (Kreze et al., 1995; Magiakou et al., 2006; Nieuwenhuizen and Rutters, 2008) and
triggers the accumulation of abdominal (visceral) fat which is associated with greater
cardiometabolic risk (Lopresti and Drummond, 2013). Hypercortisolism is also linked to
anxiety disorders and atypical depression, hypofunctionality of the HPA axis and alteration in

GC signaling in the PVN.

We and others have found that obesity in rodents caused by chronic high-fat feeding leads to
anxiety- and depressive-like behaviours that are associated with anhedonia, increased plasma
levels of CORT and neuroplastic adaptations in key brain regions controlling motivation and
the response to stress (Dutheil et al., 2015; Martire et al., 2014; McNeilly et al., 2015; Sharma
et al., 2013; Tannenbaum et al., 1997). Alterations in plasma free fatty acids (FA) have been
shown to modulate HPA axis function (Widmaier et al., 1992). Interestingly, a specific drop in
plasma levels of the saturated FA palmitic acid, but not in unsaturated FAs (oleic or linoleic),
is reported to stimulate HPA activation (Oh et al., 2014). Despite these findings, it is not
known if the effects of excess dietary lipids on HPA axis function are specific to saturated

dietary lipids and if they rely on increases in body weight and adiposity. Consistent with the
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differential metabolic effects of saturated and unsaturated lipids in numerous tissues (Benoit et
al., 2009; Kanoski and Davidson, 2011; Kien et al., 2014), we previously demonstrated that
the long-term intake of a saturated (palm oil), but not a monounsaturated (olive oil), high-fat
diet (HFD) can suppress motivated behavior and mesolimbic dopamine function and signaling
independent of obesity and associated metabolic disturbances in the rat (Hryhorczuk et al.,

2016).

Using the rat model of high-fat feeding developed previously that does not exhibit changes in
body weight following different dietary interventions (26), we sought to assess the impact of
prolonged saturated or monounsaturated HFDs on HPA axis activity and anxiety-like
behaviour to identify changes in the central expression of GC-relevant genes. Chronic intake
of the saturated, but not the monounsaturated, HFD resulted in elevated plasma CORT and
decreased the expression of several GC-related genes in the PVN. High-fat feeding also
heightened HPA responses to a dexamethasone (DEX) challenge but did not affect anxiety-
like behaviour. These findings identify the specific impact of saturated dietary lipids on HPA
tone and central feedback mechanisms that are independent of changes in body weight and
suggest that the anxiogenic effects elicited by HFDs rely on weight gain and associated

metabolic impairments.

Material and methods

Animals and diet. All procedures were approved by the Animal Care Committee of the
CRCHUM. Male Wistar rats (Charles River, St Constant, QC, Canada) weighing 250-280g
upon arrival were group housed in a reverse 12h light/dark cycle with ad libitum access to
food and water. Rats were fed one of three diets as previously described (Hryhorczuk et al.,
2016): a control diet (17% kcal soybean oil; “CTL”), an oleic acid-enriched HFD (50%kcal
olive oil; “OLIVE”) or a palmitic acid-enriched HFD (50%kcal palm oil; “PALM”) for 8
weeks. HFDs were isocaloric and diverged only in fat source (19). Body weights were
measured throughout and behavioural and biochemical experiments were carried out after 8
weeks. Five separate groups of rats (total n=143) were used for (1) locomotor activity and
CORT measurements, (2) plasma biochemistry, (3) fat pads collection and gene expression

analysis, (4) dexamethasone suppression test and (5) anxiety-like behaviour testing.
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Plasma and tissue collection. Rats (n=95) were sacrificed at the beginning of the dark phase
under isoflurane anaesthesia following 8 weeks of diet. Brains were rapidly extracted and
snap-frozen in isopentane. Trunk blood was collected in EDTA-coated tubes and centrifuged
at 11000g for 15 minutes at 4°C. Plasma was stored at -20°C. Free fatty acids were measured
by an enzymatic colorimetric method assay (Wako Chemicals USA, Inc.). C-reactive protein
(CRP) was measured by ELISA (Life Diagnostics, Inc.) and TNFa by AlphalLISA (Perkin
Elmer). Basal peak (nocturnal) CORT levels were measured by ELISA (Enzo Life Sciences,
Inc.) from blood samples collected from the tail vein at the beginning of the dark phase after
7.5 weeks of diet. Subcutaneous (dorsolumbar) and visceral (perirenal, retroperitoneal and
perigonadal) fat depots were collected, weighed and values expressed as a function of total

body weight.

Locomotor activity. Rats (n=49) were introduced into acrylic chambers (42x42x21cm,
AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA) equipped with light beam sensors to detect
horizontal and vertical movements in the middle of the light period. Basal locomotor activity
was recorded over a period of 6 hours in the middle of the following dark phase using the

Versamax Animal Activity Monitor.

Gas chromatography-mass spectrometry. Composition of plasma fatty acids, both free and
bound to phospholipids, triglycerides and cholesterol was determined by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) as previously described (Hryhorczuk et al., 2016).

Gene expression analysis. RNA was extracted from anterior pituitary and brain punches of the
PVN, hippocampus (CA1, CA3 and dentate gyrus) and central (CeA) and basolateral (BLA)
amygdala using QIAzol (Qiagen). Spectrophotometric quantification and visualization on a
1% agarose gel were systematically performed to ensure RNA quality. 0.5ug of RNA were
reverse transcribed into cDNA using the Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (Life Technologies, Inc.). Genes of interest were amplified by quantitative PCR
using the QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen) in the presence of appropriate primer
pairs on a Corbett Rotor-Gene 6000. //4-HSDI forward: TGTCTCGCTGCCTTGAACTC,
reverse: ATGTCCAGTCCACCCAAGAG; 11p-HSD2 forward:
TGCTTCAAGACAGAGGCAGT, reverse: TGATGGCATCTACAACGGGG; p-actin
forward: TGAAGTGTGACGTTGACATCC, reverse: ACAGTGAGGCCAGGATAGAGC;
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CRH forward: GGAGAAGAGAGCGCCCCTAA, reverse:
CGGATCAGAATCGGCTGAGG; CRH-R1 forward: CAATGTGGCCTGGTGTAGGT,
reverse: GGTGGAGTACGTGAGCACAA; CRH-R2 forward:
CCGAATCGCCCTCATCATCA, reverse: GGATACTCCGCAGCACTAGG; Cyclophilin
forward: CTTGCTGCAGACATGGTCAAC, reverse: GCCATTATGGCGTGTGAAGTC;
GR forward: ACCAACGGAGGCAGTGTGAAA, reverse: GGGGACCCAGCGGAAAAC;
MR Sforward: GACAATTCCAAGCCCGACACC, reverse:
CTTGGCCCACTTCACGACCTG. Expression levels were determined by the standard curve
method and normalized to that of cyclophilin for the hippocampus, B-actin for the CeA, BLA
and pituitary and to the geometric mean of f-actin and cyclophilin for the PVN.

Dexamethasone suppression test (DST). Dexamethasone (DEX; Sigma-Aldrich) powder was
reconstituted in anhydrous ethanol (2% final volume) and dissolved in saline to a
concentration of 20ug/kg. DEX is administered to the animals (n=28) when CORT levels are
low (start of the light phase (Yao et al., 2006), thus DEX was injected between 1 and 2hrs
before the start of the light phase. Measurement of DEX-induced suppression of CORT
secretion was done 9hrs following the injection. Blood from the tail vein was collected in
EDTA-coated tubes right before and 9hrs after the injection. Blood was handled and CORT

levels measured as mentioned above.

Anxiety-like behaviour tests. Anxiety-like behaviour was evaluated using the elevated-plus
maze (EPM) and open field (OF) tests in a separate cohort of rats (n=20). Activity was
recorded using the SMART video-tracking software (Panlab S.L.U.). The tests were
performed successively on two consecutive days at 330 LUX in the middle of the light phase.
Animals were brought into the experimental room 2 hours prior to testing. EPM - The
apparatus consists of two open arms and two closed arms (45x10cm) built in a plus shape and
elevated 60cm above the floor. Each rat was placed in the center of the EPM always facing the
same open arm and allowed to explore the maze for 5 minutes. Travelled distance, number of
entries and time spent in center and in each arm were recorded. OF - Each rat was placed in
the center of the OF arena (90x90x40cm) and allowed to explore for 10 minutes. The arena
was divided in a center and a periphery zone. Number of entries in center, distance and time in

periphery and center were recorded.
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Statistical analysis. Data were analyzed using GraphPad Prism. Data are presented as means =+
standard errors of the mean (S.E.M). Results were analyzed using one-way analysis of

variance (ANOVA) with Bonferonni’s post-hoc test. Significance was set at p <0.05.

Results

High-fat feeding induced metabolic changes

As reported previously (Hryhorczuk et al., 2016), rats fed the PALM, OLIVE or CTL diet
gained a similar amount of body weight over eight weeks and had comparable locomotor
activity (Table 1). However, rats fed the PALM or OLIVE HFD has greater amounts of total
and visceral fat, without changes in subcutaneous fat mass, as compared to CTL. Notably,
there were no differences in fat mass between PALM and OLIVE groups. There was a trend
for elevated plasma free FA in the two HFD groups (PALM and OLIVE) compared to the
CTL group and consumption of each of the HFDs induced more marked changes in the
proportion of individual long chain FA in plasma (Table 1). As expected, the OLIVE diet
increased the proportion of monounsaturated FA (MUFA) notably oleic acid, while lowering
SFA and polyunsaturated FA (PUFA) content. In contrast, the PALM diet significantly
increased the overall proportion of SFA compared to the OLIVE and CTL groups. Notably,
the two HFDs significantly decreased the ratio of n-3:n-6 polyunsaturated FA compared to the
CTL group (CTL: 0.047 £0.003, OLIVE: 0.022 +0.003, PALM: 0.016 +0.002; p<0.0001).
CRP levels were unchanged but TNFa levels were elevated in the PALM-fed rats. Finally, the
PALM but not the OLIVE diet significantly increased peak (nocturnal) CORT levels almost
two fold compared to the CTL group (Table 1).

Saturated high-fat feeding downregulates the expression of GC-related genes in the
paraventricular nucleus

Measures of stress-related gene expression in brain regions implicated in GC negative
feedback revealed a decrease in the levels of mineralocorticoid receptor (MR), CRH and 118-
HSD1 in the PVN of rats fed the PALM diet (Fig. 1A). In addition, there was a near-
significant decrease in the expression of glucocorticoid receptor (GR) in PALM-fed rats (Fig.
1A). BLA mRNA expression of CRH-R1 but not CRH-R2 was decreased by both HFDs

whereas expression of CRH receptors were unchanged in the CeA (Fig. 1B). Hippocampal
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expression of GR and MR was similar across the three diet groups (Fig. 1C). The expression

of GR, MR, CRH-R1 and CRH-R2 in the anterior pituitary was not affected by diet (Fig. 1D).

High-fat feeding increases the sensitivity of the HPA axis to DEX challenge

Altered CORT levels and PVN gene expression in PALM fed rats prompted us to investigate
HPA negative feedback responses using the DEX suppression test, a widely used method to
evaluate HPA axis sensitivity. Nadir CORT levels were similar across groups and the
intraperitoneal injection of DEX suppressed CORT secretion in all groups (Fig. 2A), but the
degree of CORT suppression was higher in the PALM and OLIVE groups as compared to
CTL (Fig. 2B).

Anxiety-like behaviour is unaffected by high-fat feeding without obesity

Consistent with observations of similar locomotor activity (Table 1), distance travelled by rats
fed in the three diet groups was similar in both the EPM and OF tests (Fig. 3A and D). The
proportion of entries made (Fig. 3B) and time spent (Fig. 3C) in the open arms of the EPM
were comparable between groups. In agreement with the EPM data, the number of entries
made (Fig. 3E) and proportion of time spent (Fig. 3F) in the center of the OF arena were not

different across groups.

Discussion

The present study identified multiple changes in components and responsiveness of the HPA
axis according to the amount and/or type of dietary fat consumed. While prolonged intake of
the saturated HFD did not elicit changes in body weight or fat mass relative to the
monounsaturated HFD it specifically produced marked increases in plasma levels of CORT
and TNFa and lead to reductions in PVN expression of genes of central GC signaling and
negative feedback. Despite these unique effects of the saturated HFD, there were no specific
changes in HPA sensitivity and anxiety-like behavior: both HFDs heightened HPA responses
to a DEX challenge while neither HFD altered anxiety-like behaviour.

As previously reported (Cano et al., 2008; McNeilly et al., 2015; Pratchayasakul et al., 2011;
Tannenbaum et al., 1997), we found that chronic HFD increases plasma CORT levels in rats.

This occurred in rats fed the saturated PALM HFD but not the monounsaturated OLIVE HFD,
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an important point that was not addressed in the aforementioned studies. Moreover, our data
are in agreement with studies showing that diets containing mostly unsaturated fat do not
enhance CORT (Bruder-Nascimento et al., 2013; Man et al., 2011). Greater CORT levels are
positively associated to visceral fat mass (Tchernof and Després, 2013), yet visceral fat
deposition was similar between the two HFD groups suggesting that the type of dietary fat
rather than the amount of visceral adipose tissue is the main parameter controlling CORT
levels in a non-obese HFD model. PVN mRNA expression of MR (a trend for GR), CRH and
11B-HSD1 expression was decreased in rats fed the saturated HFD, results that are in line with
observations that stress-induced elevation in CORT decreases GR (Herman et al., 1995;
Noguchi et al., 2010), MR (Whitnall, 1993) and CRH (Makino et al., 2001) expression in the
PVN. Saturated high-fat feeding also decreased PVN expression of the 113-HSDI, the enzyme
catalysing cortisone into corticosterone. This finding is consistent with two studies reporting
downregulation of hippocampal 11B3-HSDI1 activity and expression when CORT levels are up
(Jamieson et al., 1997; Pelletier et al., 2007). Overall, downregulation of the genes promoting
the feed-forward response to stress and CORT production could very well represent an
adaptive mechanism to mitigate the impact of high CORT on the tissue, prevent deficits and

lessen the stress response of the organism.

CRH-R1 was found to be decreased in the BLA of both HFD groups. The amygdala is an
important extra-hypothalamic source of CRH production that participates in the regulation of
the stress response and anxiety-related behaviours (Roozendaal et al., 2009). Thus, reducing
CRH-R1 expression could serve as a means to reduce the reactivity of the HPA axis. Beside
the hypothalamus and the amygdala, the hippocampus and the anterior pituitary are two
additional structures involved in the regulation of the HPA axis activity. They both express
high levels of GR and MR (Ozawa et al., 1999; Reul et al., 1989; Spencer et al., 1990) and as a
target of CRH, corticotrophs of the anterior pituitary also express CRH receptors (De Souza,
1995). Studies have shown altered stress-related gene expression in the hippocampus
following high-fat feeding, but the impact of HFD on the expression of GCs and CRH
receptors in the pituitary has not been investigated. None of the genes we studied in these
regions were affected by high fat feeding although analyses at the protein level would be

valuable.
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In the face of altered CORT concentration and gene expression, the DEX suppression test
allowed us to assess GC-mediated feedback sensitivity. Results of the present study
demonstrate higher CORT suppression following the injection of DEX in rats fed either the
PALM or OLIVE HFD, denoting enhanced HPA feedback. DEX main site of action is
believed to be the pituitary (Cole et al., 2000), in which we showed no changes in gene
expression, but this does not exclude the possibility of enhanced GR signalling in the anterior
pituitary by high-fat feeding. The combined DEX/CRH test would be a useful test to pinpoint

more precisely the neuroendocrine alterations caused by high fat feeding.

Diet-induced obesity stimulates anxiodepressive behaviour in rodent models. Several lines of
evidence suggest that the metabolic impairments, including peripheral inflammation, that
accompany obesity underlie the incidence of depression in obese populations (Daly, 2013;
Hamer et al., 2012; Perez-Cornago et al., 2014). In the current study, the rats fed the saturated
HFD presented with some signs of metabolic dysfunction including hypercortisolemia,
increase in plasma TNFa and decrease of the n-3:n-6 FA ratio; however, PALM fed rats
gained similar weight and adiposity relative to OLIVE rats and showed no differences in
plasma CRP levels. Interestingly, plasma CRP levels have been shown to be one of the best
predictors of depression onset in obese people (van Reedt Dortland et al., 2013). Taken
together, we posit that broader metabolic dysfunction that is tied to the development of
obesity, including elevations in inflammatory signals like CRP, are required for the effects of
saturated HFD to elicit anxiety behaviour. In this light, it remains possible that longer periods
of high-fat feeding leading to significant weight gain in this rat model would potentiate

anxiety-like behaviour.

Conclusion

In this study we show that consumption of a saturated diet, independently of obesity and major
metabolic changes, alters HPA axis function and sensitivity. As we have reported earlier for
the mesolimbic dopamine system (Hryhorczuk et al., 2016), this work identifies additional
alterations caused by the prolonged intake of dietary saturated fat. Our data demonstrate that
saturated fat increases plasma CORT concentration along with a reduction in GC-related gene

expression and increased HPA axis sensitivity. However saturated high-fat feeding prior to
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obesity failed to modulate anxiety. Together, these data suggest that while HPA tone and
central feedback mechanisms are altered by saturated dietary lipids, the anxiogenic effects of
high-fat feeding appear to depend on the development of significant weight gain as well as the
presence of inflammation (Andre et al., 2014; Dutheil et al., 2015; Sharma et al., 2013;
Sharma and Fulton, 2013), both of which were minimal in this study. This work highlights that
the type of dietary fat and its metabolic consequences is a key element to understanding its

endocrine and behavioural actions.
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Table 1. Metabolic profiling and plasma fatty acids composition (% of total fatty acids)

after 8 weeks of high-fat feeding. DGLA: Dihomo-y-linolenic acid; EPA: Eicosapentaenoic

acid; DPA: Docosapentaenoic acid; DHA: Docosahexaenoic acid; FA: fatty acids; MUFA:

mono-unsaturated fatty acids; PUFA: poly-unsaturated fatty acids; SFA: saturated fatty acids.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. * vs CTL, # vs OLIVE.

CTL OLIVE PALM p value
Starting body weight (g) 344.08 £5.42 336.27 +4.90 341.29 +4.72 0.55
Final body weight (g) 629.79 +16.17  656.29 +18.96  645.03 £13.05 0.52
Total fat (% of body weight) 8.17 +0.67 10.59 £0.47 ** 10.99 +0.98 ** 0.0008
Visceral fat (% of body weight) 6.03 £0.45 8.78 £0.50 *** 9.31 £0.14 *** < 0.0001
Subcutaneous fat (% of body weight) 2.15 £0.25 1.80 £0.20 1.68 £0.10 0.24
Basal locomotor activity (cm) 12099 +1524 9836 +1388 10350 £1136 0.4717
Free fatty acids (mM) 0.18 +0.04 0.33 +0.06 0.27 +0.03 0.11
Peak corticosterone (ng/ml) 32.46 +4.12 43.06 £3.71 61.13 £7.46** 0.0024
C-Reactive Protein (mg/ml) 1.48 £0.09 1.43 +0.19 1.38 £0.16 0.89
TNFa (pg/ml) 46.79 +8.16 66.37 £8.74 93.17 £9.00 ** 0.0025
Plasma FA composition (%)
#
Myristic C14:0 0.40 +0.03 0.21 £0.02 *** 0.29 +0.02 *, < 0.0001
Palmitic C16:0 22.29 +0.50 19.30 £0.83 23.30 £0.69 *, " 0.0018
Palmitoleic C16:1 4.48 +0.73 1.38 £0.18 *** 0.90 +0.08 *** < 0.0001
#
Stearic C18:0 8.85+1.16 9.11 +0.68 12.40 +0.44 *, 0.0105
HH
Oleic C18:1 n-9 8.15 +0.58 33.29 £2.03 ***  15.20 £0.92 **, < 0.0001
it
Vaccenic C18:1 n-7 2.41 +0.29 2.10 +£0.20 0.98 +£0.06 ***, 0.0003
#H
Linoleic C18:2 n-6 24.06 £1.28 13.27 £0.65 ***  18.18 £0.89 **, < 0.0001
y-Linolenic C18:3 n-6 0.10 +0.01 0.06 £0.01 * 0.06 +0.01 * 0.0105
a-Linolenic C18:3 n-3 0.70 +0.12 0.13 £0.01 *** 0.12 £0.01 *** < 0.0001
DGLA C20:3 n-6 0.08 +0.01 0.04 +£0.00 *** 0.05 +0.01 ** 0.0004
HH
Mead C20:3 n-9 0.01 +£0.00 0.07 £0.01 *** 0.04 +0.00 ***, < 0.0001
#
Arachidonic C20:4 26.75 £2.13 20.40 £2.00 27.89 £1.68 0.0263
EPA C20:5 0.11 +£0.02 0.01 +£0.00 *** 0.01 +0.00 *** < 0.0001
DPA C22:5n-3 0.07 +£0.01 0.02 +£0.00 *** 0.03 +£0.00 *** < 0.0001
DHA C22:6 1.54 +0.24 0.60 +0.10 ** 0.56 +0.11 ** 0.0005
#itH
Total % SFA 31.53 £1.70 28.62 £1.52** 35.99 +1.16***, < 0.0001
HitH
Total % MUFA 15.05 +1.61 36.76 £2.41***  17.07 £1.06 < 0.0001
#H
Total % PUFA 53.42 +3.81 34.61 £2.79***  46.94 +2.71**, < 0.0001
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Figure 1. A saturated high fat diet suppresses the expression of stress-related genes in the
paraventricular nucleus of the hypothalamus and basolateral amygdala. Gene expression
was determined by qPCR and mRNA levels were normalized to reference genes. (A) The
saturated fat diet decreased the expression of GR, MR, CRH and 11B-HSDI1 in the
paraventricular nucleus of the hypothalamus, but 113-HSD2 was unchanged. (B) CRH-R1 but
not CRH-R2 was decreased by both high-fat diets in the BLA. CRH-R1 and CRH-R2
expression levels were unchanged in the CeA. (C) The expression of GR and MR in the
hippocampus was not affected by the either diet. (D) The expression of GR, MR, CRH-R1 and
CRH-R2 in the anterior pituitary was not affected by the either diet. 11B8-HSD: 11
hydroxysteroid dehydrogenase; BLA: basolateral amygdala; CeA: central amygdala; CRH:
corticotropin releasing hormone; CRH-R: corticotropin releasing hormone receptor; GR:
glucocorticoid receptor, MR: mineralocorticoid receptor. n=6-8. One-way ANOVA. * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001 vs CTL. # p<0.05 vs OLIVE.
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Figure 2. High-fat feeding increases the sensitivity to the corticosterone-suppressing
effect of dexamethasone. Plasma corticosterone levels were assessed right before (T0) and 9
hours (T9) after the injection of dexamethasone (20pug/kg). (A) Nadir corticosterone levels
were similar between groups at TO. Corticosterone secretion was successfully suppressed in
all three groups following dexamethasone injection (T9). (B) The corticosterone-suppressing
effect of dexamethasone (expressed as percentage suppression) was greater in the OLIVE

and PALM groups. One-way ANOVA. n=9-12. * p<0.05 vs CTL.
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Figure 3. High-fat feeding does not elicit anxiety-like behavior. (A-C) Elevated plus maze.

High-fat fed rats exhibited similar total distance travelled (A), percentage entries (B) and time

(C) in open arms of the elevated plus maze. (D-F) High-fat fed rats exhibited similar total

distance travelled (D), number of entries (E) and percentage time spent (F) in the center of the

open field arena. n=6-9.
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Les données les plus récentes de 1’Organisation Mondiale de la Santé font état de 1,9
milliard d’adultes en surpoids dans le monde en 2014. Parmi ceux-ci 600 millions sont ob¢ses
(OMS, aide-mémoire 311). La prévalence de I’obésité n’a cessé de croitre depuis les années
1980 et si la tendance se maintient il est prédit que d’ici 2019, il y aura plus de personnes en
surpoids ou obeses que de personnes avec un poids santé dans la moiti¢é des provinces du
Canada (Twells, Gregory et al. 2014). Face a ces données, il n’est donc pas nécessaire de
rappeler a quel point il est important d’élucider les mécanismes responsables du contrdle de la

PA.

Au début de ce projet, la littérature florissait déja d’études rapportant que la
consommation excessive de nourriture riche en gras affecte les processus cognitifs,
émotionnels et motivationnels et entraine des désordres cardiométaboliques et psychologiques.
Cependant il n’¢était pas clair a quel point les altérations de ces processus, auxquels participent
le SDM et I’axe HHS, sont une cause ou une conséquence des pathologies comme 1’obésité.
Trés souvent les modeles animaux d’obésité sont ceux induits par la diéte et la distinction
entre les différentes classes d’AG est rare. De plus, I’existence de mécanismes de détection

des AG au niveau du VTA était ignorée.
I1 ressort trois points importants des résultats présentés ici :

1- Les neurones a DA du VTA sont capables de détecter les AG : ils sont équipés pour
I’incorporation et le métabolisme des AG et pergoivent les variations d’AO pour

moduler les comportements alimentaire et motivé.

2- La consommation prolongée de gras saturés, en 1’absence de gain de poids et de
désordres métaboliques, induit une hyposensibilit¢ du SDM aux effets
récompensant et locomoteurs de I’AMPH, qui s’accompagne de changements dans
I’expression de plusieurs protéines impliquées dans la signalisation

dopaminergique.

3- La consommation de ce type de nourriture, également avant toute altération
métabolique majeure, altere I’expression de génes impliqués dans le rétro-controle

négatif des GC et la sensibilité de I’axe HHS.
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Les interprétations présentées dans les articles de cette thése reposent sur une base
solide de résultats pour lesquels nous avons utilisé des approches variées et complémentaires.

Toutefois, certains points méritent d’étre discutés plus en détails.

Notre premicre étude montre pour la premiére fois que similairement aux neurones
hypothalamiques, les neurones a DA du VTA sont sensibles aux signaux nutritionnels que sont
les AG. Nous montrons que 1’AO module I’activité €lectrique des neurones a DA, qu’ils sont
capables d’incorporer les analogues fluorescents d’AG a long chaine comme I’AO et ’AP, et
que cela est inhibé en partie par ’utilisation de phlorétine, un inhibiteur des transporteurs des
AG. Les neurones a DA du VTA expriment FATP1 et FATP4, et méme si nous ne I’avons pas
encore établi dans notre modéle de culture cellulaire, il est probable qu’ils expriment aussi
CD36. La phlorétine étant un inhibiteur non-spécifique, il sera intéressant de déterminer si
I’un des transporteurs mentionnés ci-dessus est préférentiellement utilisé¢ par I’AO. Le sulfo-
N-succinimidyl oleate par exemple permettra d’évaluer le role de CD36, qui est notamment
nécessaire a 1’effet anorectique des AG hypothalamiques sur la PA (Moulle, Le Foll et al.
2013). L’utilisation d’inhibiteurs spécifique aux FATP1 (Matsufuji, lkeda et al. 2013) et
FATP4 (Blackburn, Guan et al. 2006) serviront également a discerner leurs implications. Une
fois les mécanismes de détections des AG clairement identifiés, il restera a savoir si et dans
quelle mesure ils sont altérés par la consommation de dicte riche en gras, comme c’est le cas
dans I’hypothalamus, ou aussi peu que trois jours de diete riche en gras perturbe ces

mécanismes (Morgan, Obici et al. 2004, Pocai, Lam et al. 2006).

Avec I’étude des dictes riche en gras, nous avons établi un modele ou I’exposition
prolongée a des AGS spécifiquement altere a la fois les processus de motivation et de la
réponse au stress. La dépendance a la nourriture induite par le stress fait référence au réconfort
émotionnel apporté par la prise de nourriture riche en gras et qui est renforcée en période de
stress (Adam and Epel 2007). Etant donné 1’abondance de ce type de nourriture et les hauts
niveaux de stress rapportés par la population (Stambor 2006), I’implication simultanée des GC
et du SDM dans la recherche et la consommation de nourriture a haute densité calorique
pourraient expliquer le fort taux de surpoids actuel. Ce modele expliquerait comment les
personnes stressées ou anxieuses cherchent a apaiser leur mal-étre grice a ce type de

nourriture. Cet effet serait par ailleurs amplifié chez les personnes qui s’astreignent a un
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régime car elles sont plus a méme a surconsommer en cas d’épisode de stress, notamment des
gras saturés (Wardle, Steptoe et al. 2000, Johnson, Pratt et al. 2012). C’est ce qu’on peut
observer chez les animaux a qui 1’on a retiré I’acces a la diéte riche en gras, qui présentent un
comportement anxieux et une recherche de nourriture et une réponse accrues suite a un stress
(Sharma and Fulton 2013, Chen, Fiscella et al. 2014). D’autres ont ¢galement montré que cela
induit I’expression de CRH dans la portion centrale de I’amygdale et que cela est normalisé
lorsque la nourriture est & nouveau disponible (Cottone, Sabino et al. 2009), qui pourrait
expliquer la surconsommation en période de stress, similairement aux personnes accoutumées

aux drogues.

Dans les études analysant I’impact de dietes enrichies en gras, la qualité et la quantité
d’AG sont des sources non-négligeables de variabilit¢ qui peuvent mener a différentes
altérations centrales et conséquences métaboliques. Bien souvent les études utilisent une diéte
a base de lard, qui contient environ autant d’AGS que d’AGMI, ou a base d’huile de noix de
coco hydrogénée, riche en AGS mais surtout en AG trans. De plus, la teneur en gras peut
varier entre 38 et 60% des kilocalories totales. Enfin, beaucoup comparent une sorte de
nourriture riche en gras a une di¢te standard ou contrdle et au final, peu d’études se sont
intéressées aux effets spécifiques d’une classe d’AG. 11 existe des études sur les effets de
dietes riches en gras de différentes sources sur la fonction hépatique (Buettner, Parhofer et al.
2006) ou encore le microbiote intestinal (Patterson, RM et al. 2014) mais personne ne s’était
encore intéressé a la fonction dopaminergique mésolimbique et celle de 1’axe HHS. Dans la
seconde partie du projet nous avons donc évalu¢ I’'impact de deux des AG retrouvés le plus
souvent dans 1’alimentation et I’organisme. Nous montrons que la fonction dopaminergique
mésolimbique et celle de 1’axe HHS sont altérées, de fagcon rapide et avant 1’apparition
d’obésiteé et d’altérations métaboliques couramment retrouvées avec elle, par la consommation

de gras saturés spécifiquement.

La composition de nos deux dictes riche en gras nous a permis de cibler les effets
spécifiques a une classe d’AG. La diete OLIVE contient 72% d’AGMI, dont 70% d’AO et la
diete PALM est enrichie en AGS a 51%, dont 45% d’AP. Cela nous permet d’imputer les

effets observés a ces AG spécifiquement. Cependant la dicte PALM contient également
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presque 40% d’AQO. Il est donc possible que les effets néfastes de la dicte PALM aient pu étre

atténués par la portion non négligeable d’AG insaturés.

Une autre force de notre modele réside dans le fait que nous nous soyons affranchis des
effets propres au gain de poids et aux niveaux élevés de leptine, d’insuline ou encore de
glucose, sur le SDM. Il s’agit d’un aspect important de nos études car cela nous a permis de
déterminer que plusieurs altérations peuvent €tre une cause plutdt qu’une conséquence du
surpoids ou de 1’obésité. De maniére générale, les études s’accordent sur le fait que la
consommation prolongée de dicte riche en gras, associée ou non a un gain de poids, induit une
hyposensibilité du systéme dopaminergique. Mais comme nous le discutons dans une revue
récente (Décarie-Spain, Hryhorczuk et al. 2016), il y a beaucoup de divergence quant aux
altérations provoquées par la consommation de di¢te riche en gras. A cause de la grande
variabilité dans les méthodes, le sexe, I’espece, la durée, la composition de la diéte utilisés et
surtout par rapport au gain de poids et a la masse adipeuse que les animaux développent, la
syntheése de DA, sa libération ou encore 1’expression des récepteurs a la DA s’en retrouvent
différemment affectées. Notamment pour ces derniers, les résultats sont inconsistants autant
chez les rongeurs que chez les humains. Chez les rongeurs, D1R est globalement diminué mais
il n’est pas rare de trouver une discordance entre 1’expression génique, I’expression protéique
et la fonction de D2R (Huang, Yu et al. 2005, Huang, Zavitsanou et al. 2006, Vucetic, Carlin
et al. 2012, Carlin, Hill-Smith et al. 2013, Hansen, Jensen et al. 2013, Ong, Wanasuria et al.
2013, Sharma and Fulton 2013, Zhang, Wei et al. 2015). Chez les humains, les niveaux
d’expression de D2R sont inférés a partir de la capacité de liaison d’un agoniste. Deux groupes
ont rapporté une plus faible disponibilité de D2R dans le striatum de personnes obeses (Wang,
Volkow et al. 2001, Volkow, Wang et al. 2008, de Weijer, van de Giessen et al. 2011, van de
Giessen, Celik et al. 2014) mais d’autres rapportent des résultats inverses voire aucune
différence (Steele, Prokopowicz et al. 2010, Dunn, Kessler et al. 2012, Eisenstein, Antenor-
Dorsey et al. 2013, Guo, Simmons et al. 2014, Caravaggio, Raitsin et al. 2015, Karlsson,
Tuominen et al. 2015). Il est impossible de savoir a partir de ces études si I’obésité induit une
hypo-sensibilit¢ ~de la  fonction dopaminergique via une  diminution de
I’expression/disponibilité de D2R ou si une faible fonction dopaminergique pré-existante

stimule une consommation excessive et meénea l’obésité. Dans les deux cas, la
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surconsommation de nourriture servirait a pallier une hypo-fonction dopaminergique. Des
¢tudes supportent chacune de ces hypotheses et plutot que de généraliser quant a une hypo- ou
hyper-fonction, des auteurs soulignent I’aspect dynamique de la fonction dopaminergique,
différents stades de surpoids ou d’obésité induisant différentes perturbations endocriniennes et

métaboliques (Burger and Stice 2011, Horstmann, Fenske et al. 2015).

L’absence de prise de poids chez nos animaux nourris avec la di¢te riche en gras nous a
permis de déterminer que plusieurs altérations peuvent €tre une cause plutét qu’une
conséquence du surpoids ou de I’obésité, permettant par la-méme d’émettre plusieurs

hypothéses quant aux mécanismes par lesquels les AG affectent directement le SNC.

Premierement, ’AO et I’AP pouvant traverser la barriére hémato-encéphalique (Smith
and Nagura 2001, Mitchell, Edmundson et al. 2009, Cansell, Castel et al. 2014), ils seraient
capables d’atteindre le parenchyme cérébrale pour directement moduler I’activité électrique
des neurones et le comportement alimentaire, comme nous le montrons pour ’AO dans le
VTA. Par contre, comme plusieurs groupes avant nous, 1’injection centrale d’AP ne modifie
pas le comportement alimentaire (Kleinridders, Schenten et al. 2009, Schwinkendorf, Tsatsos
et al. 2011, Cheng, Yu et al. 2015). Aucune étude ne rapporte non plus de changement
d’activité électrique de neurones suite a 1’application d’AP. Par contre, il provoque de fagon
aigue une réaction inflammatoire dans 1’hypothalamus telle que mesurée par I’augmentation
des niveaux protéiques de TNFa et II-13 (Cheng, Yu et al. 2015). De méme, la consommation
de nourriture riche en gras saturés induit de I’inflammation hypothalamique, méme en
I’absence d’obésité et en aussi peu qu’'une semaine. La production de cytokines pro-
inflammatoires s’accompagne de 1’activation et de la prolifération des astrocytes et de la
microglie afin de contenir I’inflammation (De Souza, Araujo et al. 2005, Zhang, Zhang et al.
2008, Milanski, Degasperi et al. 2009, Posey, Clegg et al. 2009, Thaler, Yi et al. 2012).
L’absence dans le SNC de la molécule adaptatrice MyD88, recrutée par les TLR4 lors de la
réponse inflammatoire, de méme que ’inhibition de la voie de signalisation NF-kB dans les
neurones hypothalamiques ou les astrocytes, protégent les souris contre la DIO et les
altérations métaboliques associées (Zhang, Zhang et al. 2008, Kleinridders, Schenten et al.
2009, Buckman, Thompson et al. 2015), suggérant que cette inflammation soit responsable de

la résistance centrale a I’insuline et a la leptine observée chez les animaux obeses (Benoit,
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Kemp et al. 2009, Cheng, Yu et al. 2015). Par contre, huit jours de régime en gras et en sucre
ne suffisent pas a provoquer une résistance a la leptine dans le NA ou le VTA (van den
Heuvel, Eggels et al. 2014). 11 se peut que le défaut de sensibilité s’installe plus tard, comme
montré par cette étude : apres six mois de HFD, la phosphorylation de STAT3 par la leptine
est réduite dans le VTA de rats HFD (Matheny, Shapiro et al. 2011). La encore, le gain de
poids est un facteur important a prendre en considération puisqu’un autre groupe a montré que
sous HFD ce sont les animaux les plus lourds qui sont le moins sensibles a 1’effet anorexigéne
de la leptine dans le VTA (Bruijnzeel, Qi et al. 2013). De plus la quantité de sucre contenu
dans la dicte joue un role important. Seuls les animaux nourris pendant seize semaines avec
une diete riche en gras et en sucre mais pas ceux nourris avec une di¢te riche en gras saturés,
bien qu’hyperleptinémiques, développent une résistance a la leptine au niveau du noyau arqué
(van den Heuvel, Eggels et al. 2014). La résistance hormonale peut également provenir d’un
défaut au niveau de la barriére hémato-encéphalique car les souris obéses perdent leur capacité
a transporter la leptine et I’insuline vers le compartiment central (Banks, Coon et al. 2004,
Urayama and Banks 2008). Mais ceci semble en contradiction avec les études qui montrent
que la consommation de nourriture riche en gras et 1’obésité rendent la barriére hémato-
encéphalique plus perméable (Hsu and Kanoski 2014). Il n’existe pas d’études chez les
rongeurs montrant qu’un régime riche en gras puisse changer la sensibilité a I’insuline au
niveau du SDM spécifiquement. Par contre, des femmes présentant une résistance a 1’insuline
ne montrent pas 1’inhibition mésocorticolimbique normalement observée par la présentation
d’images de nourriture suite a I’ingestion de glucose (Alsaadi and Van Vugt 2015). Des
travaux en cours dans le laboratoire évaluent les effets de la di¢te PALM sur I’inflammation
au niveau du NA et feront I’objet d’un article prochainement. Méme s’il est encore question
d’obésité et d’inflammation périphérique, ces résultats permettront d’approfondir nos
connaissances sur la possible implication d’une neuro-inflammation dans la dysfonction

dopaminergique mais aussi au niveau de 1’axe HHS.

Sans ¢éliminer la possibilité que les AG sous forme libre traversent la barriere hémato-
encéphalique pour cibler directement les structures impliquées dans le controle de la PA et de
la réponse au stress, il se peut également qu’ils proviennent de 1’hydrolyse des triglycérides

contenus dans les lipoprotéines. Les triglycérides sont d’ailleurs la forme majeure sous
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laquelle se trouvent les AG alimentaires (Michalski, Genot et al. 2013). Les lipoprotéines,
leurs récepteurs et la LPL ont été identifiés dans le cerveau et leur présence fournit un apport
local d’AG (Wang and Eckel 2014). En dehors de I’hypothalamus et de I’hippocampe ou elle
contribue a la régulation de la balance énergétique (Wang and Eckel 2012, Picard, Rouch et al.
2014), la LPL intervient aussi pour contrdler la motivation. L’abolition de la LPL dans le NA
empéche la diminution de la motivation, de la préférence pour la nourriture savoureuse et de
I’activité locomotrice basale et stimulée par ’AMPH provoquée par I’injection intra-
carotidienne de triglycérides (Cansell, Castel et al. 2014). De plus, sept jours d’infusion de
triglycérides abolissent la préférence pour la nourriture savoureuse mais suppriment toujours
I’activité locomotrice. Ces résultats suggerent que des changements moléculaires ont eu lieu,
mais qui n’impliqueraient pas, du moins a ce stade, la LPL ni les D2R car leur expression est
inchangée. Cette étude a été la premiére a montrer que les signaux nutritionnels de type AG et
leur métabolisme affectent directement le NA pour réguler 1’aspect motivationnel du
comportement alimentaire. Les auteurs ne ’ont pas fait mais il aurait été intéressant de
connaitre les effets de sept jours d’infusion de triglycérides sur le comportement motivé. Tout
de méme, ces résultats s’apparentent aux nodtres et pourraient expliquer comment la

consommation prolongée de gras saturés altére 1’activité du SDM.

Une autre possibilité concerne la palmitoylation, qui consiste en I’ajout d’'un AP a un
résidu cystéine. Elle fait partie des modifications post-traductionnelles réversibles auxquelles
peuvent étre soumises les protéines une fois synthétisées. A la maniére d’une phosphorylation
ou d’une ubiquitination, la palmitoylation permet de réguler la fonction d’une protéine : dans
ce cas-ci cela facilite leur adressage a la membrane. Sont soumis a cette régulation les
récepteurs a la DA, DAT ou encore les sous-unités GluR des récepteurs AMPA (Blaskovic,
Blanc et al. 2013), mais pas les GR (Deng, Waxse et al. 2015). L’injection aiglie de cocaine
engendre la palmitoylation des récepteurs AMPA dans le NA (Van Dolah, Mao et al. 2011)
mais il n’existe pas encore de données concernant I’impact d’un régime riche en gras, peu
importe la nature, sur la palmitoylation des protéines citées ou celles liées au métabolisme des

AG comme les FATP.

Plusieurs peptides synthétisés et libérés au niveau du tractus gastro-intestinal

participent a la régulation de I’homéostasie énergétique, la ghréline, le GLP-1 et la
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cholécystokinine ¢étant parmi les plus étudiés (Neary and Batterham 2009). Les N-
acétyléthanolamines sont des messagers lipidiques produits a partir de phospholipides
membranaires, les plus abondants  étant  1’oleoyléthanolamide  (OEA), le
palmitoyléthanolamide (PEA), le stearoyléthanolamide (SEA) et le linoleoyléthanolamide
(LEA). Un role dans la modulation de la PA et du métabolisme lipidique a été découvert suite
a I’observation que les niveaux intestinaux d’OEA augmentent suite a un repas. L’OEA est
produit par les entérocytes a partir de I’AO libéré par la dégradation des triglycérides
alimentaires (Schwartz, Fu et al. 2008) et son administration orale ou intra-péritonéale réduit
la fréquence des repas (Fu, Gaetani et al. 2003, Gaetani, Oveisi et al. 2003, Oveisi, Gaetani et
al. 2004, Schwartz, Fu et al. 2008). L’OEA recruterait les fibres vagales via les récepteurs
PPARa pour exercer ses effets anorectiques (Rodriguez de Fonseca, Navarro et al. 2001, Fu,
Gaetani et al. 2003). De plus, I’OEA réduit 1’activation de 1’axe HHS chez un modéle murin
de stress (Jin, Yu et al. 2015). Les propriétés anorectiques, et possiblement anti-dépressives,
de ’OEA sont négativement affectées par I’exposition a un régime riche en gras (Romano,
Karimian Azari et al. 2014), qui par ailleurs réduit les niveaux intestinaux de N-
acétyléthanolamines indépendamment du gain de poids et de la nature des AG utilisés dans les
di¢tes (Artmann, Petersen et al. 2008, Diep, Madsen et al. 2011, Igarashi, DiPatrizio et al.
2015). Les niveaux de N-acétyléthanolamines sont restaurés lorsque les animaux sont re-
nourris avec une diéte standard (Diep, Madsen et al. 2014). Méme si on ne connait pas encore
les mécanismes, la diminution d’un facteur intestinal anorectique par la consommation d’une
dicte riche en gras pourrait expliquer ses effets hyperphagiques et les dysfonctions
dopaminergiques. Normalement 1’infusion gastrique de lipides stimule la libération de DA
dans le SD, un effet absent chez des souris HFD. Or ceci, ainsi que les déficits motivationnels,
sont restaurés par I’infusion intestinale préalable d’OEA. L’OEA représente ainsi un des
mécanismes reliant la consommation de dicte riche en gras a la déficience dopaminergique
dans le SDM (Tellez, Medina et al. 2013). Mais comment expliquer que I’hyposensibilité
dopaminergique ne se retrouve qu’avec la diete PALM alors que les niveaux des N-
acétyléthanolamines, dont le PEA, I’OEA et le LEA, diminuent suite a I’exposition de dicte
riche en gras peu importe le type de gras utilis€? Artmann et al. ont montré que la dicte
enrichie en AO augmentait les niveaux cérébraux d’OEA, ce qui n’était pas le cas des autres

dietes utilisées (Artmann, Petersen et al. 2008). Considérant les effets neuro-protecteurs et

Discussion générale - 167



bénéfique pour la mémoire de ’OEA (Sun, Alexander et al. 2007, Campolongo, Roozendaal
et al. 2009), il est possible que les niveaux cérébraux compensent en partie le déficit intestinal

causé par la consommation d’une dicte riche en gras.
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Les résultats présentés dans cette thése de doctorat ont permis d’établir la présence de
mécanismes de détection des AG dans le VTA et d’approfondir les connaissances sur les effets
moléculaires, cellulaires et comportementaux de la consommation prolongée de gras sur la

fonction du SDM et de I’axe HHS.

Dans la premiere étude, nous avons montré que tout comme les neurones
hypothalamiques, les neurones a DA du VTA sont capables de détecter les AG pour moduler

non seulement le comportement alimentaire mais aussi motiveé.

Par I’exposition prolongée a une di¢te enrichie en gras, nous avons montré par la suite
que les AGS mais pas les AGMI, en I’absence de gain de poids et de désordres métaboliques,
altérent la fonction dopaminergique mésolimbique et celle de I’axe HHS. Spécifiquement, ils
induisent une hyposensibilit¢ du SDM aux effets récompensant et locomoteurs de ’AMPH,
qui s’accompagne de changements dans I’expression de plusieurs protéines impliquées dans la
signalisation dopaminergique. IIs altérent également la sensibilité de I’axe HHS et I’expression

de geénes impliqués dans le rétro-controle négatif des GC.

L’hypothese étiologique que nous pourrions suggérer a partir de ces travaux est que
dans un premier temps, les gras saturés, de par leurs propriétés hédoniques et récompensantes
stimulent le SDM et la prise de ce type de nourriture, mais que ceci entraine, par la
consommation soutenue et une hyperstimulation du SDM, des adaptations moléculaires et
cellulaires au niveau du SDM dont le NA mais aussi de 1’hypothalamus, menant & une
hypofonction dopaminergique et a la dysfonction de ’axe HHS. La recherche et la prise de
nourriture riche en gras saturés serait alors encore plus renforcée, particulierement dans un
environnement obésogene et stressant, afin de compenser I’hyposensibilit¢ aux effets
récompensants de substances normalement récompensantes et/ou d’alléger les symptomes de

stress, entrainant ultimement 1’obésité et des troubles psychologiques.

Méme si le concept d’addiction a la nourriture, au méme titre que I’héroine ou les
amphétamines ne fait pas 'unanimité (Benton and Young 2016, Carter, Hendrikse et al.
2016), ce cycle de consommation ressemble a ce qui est décrit pour I’addiction aux drogues.
On retrouve effectivement chez les personnes obéses et celles accoutumées aux drogues

plusieurs similarités comportementales et neurobiologiques, comme la présence de symptome
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de sevrage, un sentiment de perte de controle face au produit et sa consommation malgré la
connaissance de ses effets négatifs, une diminution de la libération de DA suite a la
consommation ou encore une plus faible expression des récepteurs D2 dans le striatum (de
Jong, Vanderschuren et al. 2012). L’impulsivité, qui favorise la surconsommation, représente
un trait commun additionel, trait que nous avons testé chez les rats sous diete riche en AGS.
Nous n’avons trouvé aucun signe d’impulsivité dans notre cas, mais ceci peut s’expliquer par
le fait qu’au moment du test, soit apres huit semaines de dicte, les rats consomment une
quantité identique de calories aux rats sous di¢te contrdle. Nous pouvons toutefois imaginer,
mais cela restera bien évidemment a confirmer, qu’un comportement impulsif apparaisse plus
tard, en parallele avec une augmentation significative de la quantité de calories ingérées et de

poids corporel.

Nos résultats viennent non seulement renforcer 1’existence d’effets différentiels des
AG selon leur classe mais aussi la notion des effets déléteres d’une consommation excessive
de lipides, en particulier saturés, sur les mécanismes de contrdle de I’homéostasie énergétique
auquel participent le SDM et 1’axe HHS. Mais comme pour toutes les études faites chez les
rongeurs, la question de la transposition de ces résulats a I’étre humain peut étre soulevée. Il
est indéniable que les environnements nutritionnels dans lesquels les humains et les rats
évoluent sont différents ; que dans leur habitat naturel, ces derniers n’ont pas accés au genre
de nourriture auquel nous les avons soumis. Mais de part son degré d’appréciabilité plus élevé,
la seule disponibilité d’une dicte riche en gras suffit a en faire augmenter sa consommation au
détriment d’une nourriture santé, plus faible en gras, autant chez les rongeurs que chez les
étres humains. Et ce type d’interventions nutritionnelles constitue un bon moyen pour
représenter et étudier les mécanismes de contrdle de la PA, les caractéristiques de I’obesité
humaine et ses co-morbidités. Les études actuelles s’accordent généralement pour dénoncer
les dommages centraux et cardiovasculaires causés par les régimes riches en AGS et souligner
les bénéfices des AG insaturés, autant chez les rongeurs que chez I’humain. Mais méme si
seules des études cliniques aux méthodologies similaires a nos études permettront de dire si
nos résultats peuvent étre transposés a I’humain, il a déja été montré que les AGS peuvent
altérer I’activité cérébrale et sont associés négativement a la sensibilité cérébrale a I’insuline

(Heni, Kullmann et al. 2015, Dumas, Bunn et al. 2016).
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Les efforts de recherche continus pour une meilleure compréhension des mécanismes
centraux de détection des lipides et des altérations des systémes de régulation de la balance
énergétique permettront d’améliorer les stratégies thérapeutiques actuellement utilisées dans le

traitement des maladies métaboliques liées a 1’obésité.
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