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Avant-Propos

Avant-propos

La prévalence des troubles du comportement alimentaire est en constante
augmentation. Le nombre de patients diagnostiqués dans le monde est passé de 3,5%
dans les années 2000 a environ 8% en 2018 (Galmiche et al., 2019). Ces troubles sont
donc un probléme de santé publigue, notamment du fait de leur association a des
complications tant psychologiques que sociales altérant systématiquement la qualité de vie
des patients (Pasold et al., 2014; Crowell et al., 2015). Toutefois, le diagnostic, la prise en
charge et l'efficacité de certains traitements sont encore insuffisants (Costa and Melnik,
2016; Thompson and Park, 2016; Muzi et al., 2019). C’est pourquoi la prévention des
troubles du comportement alimentaire suscite un intérét croissant et nécessite la
connaissance de leur étiologie et de leurs facteurs de risques, dont certains sont déja
connus (Galmiche et al., 2019).

Le genre de l'individu est un facteur de risque important, de méme que l'dge
(Galmiche et al., 2019). En effet, la prévalence des troubles du comportement alimentaire
est plus élevée chez les femmes ainsi qu’a I'adolescence, qui est une période de modulation
hormonale et de plasticité cérébrale importante (Kanwal, 2016; Galmiche et al., 2019). La
prévalence de ces troubles est également influencée par l'origine géographique des
individus, liée a des facteurs intrinséques a I’'h6te tels que la génétique ou le microbiote
dont la composition est influencée par des facteurs environnementaux comme le régime
alimentaire, ou des facteurs éducationnels tels que les habitudes alimentaires (Galmiche
et al., 2019). Il est intéressant de noter que la composition de ce microbiote est influencée
par I'ensemble des facteurs ci-dessus (Marteau and Doré, 2017).

Le microbiote intestinal a été identifié dans de multiples travaux comme jouant un
role clé dans la régulation de la physiologie générale de I'h6te (Marteau and Doré, 2017),
ainsi que de son fonctionnement cérébral (Mohajeri et al., 2018; Sudo, 2019b) et de ses
comportements (Johnson and Foster, 2018; Ignatova, 2019). Son association avec les
troubles du comportement alimentaire est supposée, bien que les liens de causalité restent
flous (Glenny et al., 2017; Lam et al., 2017; van de Wouw et al., 2017).

Ainsi, selon le concept de la DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease),
une modulation de la composition du microbiote intestinal en période néonatale, fenétre
temporelle critique de neurodéveloppement et de I'établissement du microbiote, pourrait
permettre d’apporter des réponses sur le role de ce microbiote dans la programmation du

comportement alimentaire.



Avant-Propos

Dans ce contexte et au cours de mon doctorat, deux études ont été réalisées en paralléle.

e La premiére consiste a caractériser I'impact d’'une supplémentation néonatale
en oligosides prébiotiques, connus pour moduler la prise alimentaire chez I'adulte, sur
la programmation du comportement alimentaire dans un modéle de rat. Ce travail a
été financé par Olygose, une entreprise privée développant des agents prébiotiques et a

fait I'objet d’une publication dans le journal Nutrients en 2019.

e Le projet MAMMIPROOFFI (MAternal MIcrobiota PROgrams OFfspring Food
Intake) consiste a démontrer, dans un modéle de rat :

- I'impact d'un transfert de microbiotes maternels associés a des phénotypes
métaboliques différents sur le neurodéveloppement et le comportement alimentaire
des descendants

- d'identifier les espéces bactériennes ou génes bactériens associé(e)s aux possibles
modulations observées chez les descendants

- de prouver le role causatif de ces espéces bactériennes dans l'altération du

neurodéveloppement et/ou du comportement alimentaire des descendants

Ce projet est financé par I’ANR (n°ANR-16-CE14-0003-01) et réalisé au sein de 'lUMR
1280 PhAN (Physiopathologies des Adaptations Nutritionnelles) associant I'INRA et
I'Université de Nantes, en collaboration avec :

- MétaGénoPoliS a Jouy-en-Josas (Paris), plateforme de métagénomique quantitative
et fonctionnelle, inclue dans le programme d’Investissement d'Avenir. Ce partenaire a
réalisé le séquencage métagénomique et l'analyse de la composition du microbiote
intestinal des ratons ayant recus les bactéries des microbiotes maternels.

- et I'Institut Micalis a Jouy-en-Josas, UMR 1319 associant I'INRA et AgroParisTech.
Ce partenaire a caractérisé certains aspects du neurodeveloppement comme |'apoptose et
la prolifération cellulaire a un stade précoce du développement de ratons ayant recu les

bactéries des microbiotes maternels.

Dans ce projet, mon travail de thése a consisté a :

- Obtenir des bactéries issues des microbiotes maternels aprés la caractérisation de
ceux-ci par le séquengage de I'’ADNr 16S

- Transférer ces bactéries a des ratons dés leur naissance

- Caractériser I'impact de ces transferts sur le comportement alimentaire de ces ratons
a I'dge adulte.

Une partie de ce travail, présentée dans ce mémoire, est en cours de soumission au
journal Fontiers in Microbiology et fera partie d’'un dossier spécial sur «L'établissement du

microbiote dans le contexte de la DOHaD : Conséquence a long terme et gestion possible».



Avant-Propos

Ce mémoire de thése est structuré en cing chapitres. Les trois premiers constituent un
état de l'art concernant le comportement alimentaire, le microbiote intestinal et ses
interactions avec |'h6te. Les deux derniers chapitres correspondent aux résultats
expérimentaux obtenus pour chacune des deux stratégies de modulation du microbiote
intestinal néonatal.

Le premier chapitre introduit le comportement alimentaire. Une premiére partie
traite de sa régulation a I'age adulte par les circuits homéostatique et hédoniques. La
seconde partie est dédiée a la mise en place de ce comportement alimentaire au cours du
développement, ainsi qu’a certains facteurs d’influence pré- et postnataux.

Le second chapitre traite du microbiote intestinal du descendant, notamment de sa
mise en place de ce microbiote et des multiples facteurs influencant sa composition, tels
que des facteurs maternels et nutritionnels.

Le troisieme chapitre décrit les interactions du microbiote intestinal avec I'héte,
notamment sa physiologie générale. Une seconde partie traite plus particulierement de
I'influence du microbiote intestinal sur le fonctionnement du systéme nerveux central et
sur le comportement.

Le quatrieme chapitre présente les résultats expérimentaux obtenus dans le cadre
de la premiére étude utilisant des d’oligosides prébiotiques en période néonatale pour
moduler la composition du microbiote intestinal de ratons.

Le cinquiéme et dernier chapitre présente les résultats expérimentaux obtenus dans
le cadre du projet MAMIPROOFFI utilisant un transfert dés la naissance de bactéries
maternelles pour moduler la composition du microbiote intestinal de ratons.

Les principaux résultats obtenus lors de ces deux travaux sont ensuite discutés au
vu des connaissances scientifiques actuelles. Les perspectives concernant
I'approfondissement des connaissances sur le rbéle du microbiote intestinal dans la
programmation du comportement alimentaire sont également exposées.

Une derniére partie présente les différentes valorisations de ce travail de thése en
termes d'articles scientifiques, ainsi que de communications orales ou posters réalisés lors

de congrés.
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Chapitre 1. Le comportement alimentaire

La prise alimentaire est un processus biologique complexe débutant par I'intégration
de signaux internes révélateurs d'un déficit énergétique, suivi de processus moteurs et
cognitifs permettant la recherche, le choix, puis l'ingestion de nourriture. Le repas cesse
lorsque les signaux de satiété apparaissent et que les réserves de nutriments sont a
nouveau satisfaisantes. L'ensemble est régulé a court et long termes par des signaux
centraux et périphériques, de nature peptidique, nerveuse, hormonale, ou encore par les
nutriments eux-mémes. Au cours de la journée l'alternance de phase de prise alimentaire
et de jeline permet I’équilibre entre les apports et les dépenses énergétiques et donc le
maintien constant de la balance énergétique de l'individu. Bien que I'équilibre de cette
balance chez les mammiferes soit trés performant lorsqu’il s’agit de corriger un déficit
énergétique, il I'est beaucoup moins en cas de surplus d’énergie, en lien avec la pandémie
d’obésité et ses comorbidités (Liu et Kanoski, 2018).

Le comportement alimentaire inclut non seulement la prise alimentaire mais
également les notions de choix, de motivation, de pratiques et de régimes alimentaires,
ainsi que d'émotion et d’apprentissage. Sont également inclus les problemes qui lui sont
liés comme |'obésité ou les troubles du comportement alimentaire (boulimie, hyperphagie,

binge-eating, anorexie nerveuse, orthorexie, phobie, pica, ...) (LaCaille et al., 2013).

A) La régulation du comportement alimentaire chez I'adulte

La régulation du comportement alimentaire implique deux grands systémes
neuronaux selon les structures neuronales impliquées et les fonctions comportementales
gu’elles régulent : la régulation homéostatique et la régulation non-homéostatique ou
hédonique (Berthoud, 2006; Liu et Kanoski, 2018). Les circuits homéostatiques répondent
au statut énergétique de l'individu et regroupent deux structures clés : I’'hypothalamus et
le tronc cérébral, chacun divisé en plusieurs noyaux. Le circuit non-homéostatique, encore
appelé circuit hédonique, ou circuit de la récompense, est quant a lui associé a diverses
fonctions telles que I'apprentissage, la mémoire et la prise de décision, ainsi que la mise
en place de processus cognitifs complexes basés sur des expériences précédentes et
I'aspect hédonique des aliments. Il est composé de 2 voies dopaminergiques regroupant
différentes structures : le cortex, I'hippocampe, l'aire tegmentale ventrale (VTA) et le
noyau accumbens (NAc) et l'aire latérale de I'hypothalamus (LHA) (Liu et Kanoski, 2018).
Ces aires cérébrales jouent un role principal dans la régulation du comportement

alimentaire mais également dans d’autres composantes moins spécifiques intervenant
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dans ce comportement. Par exemple, un animal ayant faim, verra sa vigilance, sa
locomotion et sa réponse aux stimuli alimentaires augmentées, améliorant ses chances de
trouver de la nourriture (Saper et Lowell, 2014). Nous nous focaliserons ci-dessous plus
particulierement sur les fonctions intégrant les signaux d‘appétit, de satiété et de

motivation a obtenir de la nourriture.

1. La régulation homéostatique

1.1. L'hypothalamus et ses noyaux : centre intégrateur de I’'homéostasie

énergétique

L'hypothalamus a un ré6le essentiellement intégratif. Il recoit et analyse un
ensemble complexe de signaux nécessaires a la régulation de fonctions physiologiques de
base comme la thermorégulation, l'alternance veille-sommeil, la reproduction et la
lactation, la réponse au stress et |'alimentation. Le traitement de ces signaux induit des
réponses autonomes, endocrines et comportementales permettant le maintien des
parameétres internes idéaux de l'individu : I'homéostasie. Son role dans la régulation de la
prise alimentaire et des dépenses énergétiques est connu depuis les années 1940 avec la
publication de nombreux travaux utilisant I’'ablation ou la lésion de sites hypothalamiques
spécifiques pour en déterminer les fonctions. Ainsi, le noyau arqué (ARC), le noyau ventro-
médian (VMN) et le noyau para-ventriculaire (PVN) régulent négativement la prise
alimentaire et le gain de poids, contrairement a l'aire latérale de I'hypothalamus (LHA) et
au noyau dorso-médian (DMN) qui les régulent positivement (Anand et Brobeck, 1951;
Bellinger et Bernardis, 2002; Brobeck, 1946; Hetherington et Ranson, 1983; Leibowitz et
al., 1981) (fig.1).

PVN

- QRP
OO

Figure 1. Schéma d'une coupe transversale d’hypothalamus de rat présentant
I'emplacement anatomique des différents noyaux. PVN : noyau para-ventriculaire, DMN :
noyau dorso-médian, VMN : noyau ventro-médian, ME : éminence médiane, ARC : noyau arqué,
LHA : aire latérale de I’'hnypothalamus. Issue de Williams et al. (2001).
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L'interaction entre ces différentes zones cérébrales permet la régulation de I'appétit
a court-terme, de l'ordre de quelques minutes pour I'exécution d’un repas, mais également
a long-terme (plusieurs jours) pour le maintien de I’homéostasie énergétique.
L’hypothalamus intégre directement les signaux hormonaux tels que la ghréline, orexigéne,
sécrétée par la paroi stomacale en situation de jeline, ainsi que la leptine produite par le
tissu adipeux blanc et les hormones pancréatiques insuline, amyline et glucagon,
anorexigénes (Barsh and Schwartz, 2002; Abraham and Lam, 2016). Les neurones qui le
composent sont également sensibles aux nutriments tels que le glucose, les lipides, ou
encore les acides aminés renseignant sur le statut énergétique de l'individu (pour revues

voir Bady et al., 2006; Migrenne et al., 2011; Tsurugizawa et al., 2014).

Le noyau arqué et le systéme a mélanocortine. L'’ARC joue un réle prédominant
dans la régulation de la prise alimentaire (Seeley et Woods, 2003). Situé dans la partie
médio-basale de I’'hypothalamus, il est en contact étroit avec I'éminence médiane et ses
capillaires semi-perméables, localisés dans une zone ou la barriere hémato-encéphalique
est incompléete. Il integre donc directement des signaux périphériques véhiculés par le sang
renseignant sur le statut énergétique de l'individu (Rodriguez et al., 2010), avant de
relayer ces informations aux autres noyaux. Ces signaux peuvent étre de nature hormonale
(leptine, insuline, amyline, ghréline) ou nutritionnelle (glucose, acides gras, acides aminés,
protéines) (Schwartz et al., 2000).

Deux populations distinctes et antagonistes de neurones ont été identifiées dans
I’ARC : les neurones orexigéniques ARCAIRP/NPY — endémiques et co-exprimant les
neuropeptides NPY (neuropeptide Y) et AgRP (Agouti-related peptide), et les neurones
anorexigéniques ARCPOMC/CART  co-exprimant POMC (pro-opiomelanocortin) et CART
(cocaine- et amphetamine-regulated transcript) dans sa partie latérale (Ross et Desai,
2014). Ces deux populations de neurones, leurs interactions sur leurs cibles via les
neuropeptides qu'ils libérent et leurs récepteurs forment le systéme mélanocortinergique
qui joue un role important dans la régulation de I'homéostasie énergétique (Cone, 2006)
(fig.2). L'ARNm du pré-propeptide POMC est clivé en différents produits dérivés : I'a-, B et
Y-MSH (melanocyte stimulating hormone) dont seule I'a-MSH est présente chez les
rongeurs, I'’ACTH (adrenocorticotropin hormone) impliquée dans la régulation du stress, et
la B-endorphine. Les différents peptides MSH se fixent sur leurs récepteurs MCRs
(melanocortin receptors), au hombre de cing isoformes, parmi lesquelles les formes MC3R
et MC4R jouent un role prépondérant dans la régulation de la prise alimentaire (Fan et al.,
1997). Outre le cerveau, ces récepteurs sont également présents dans I'ensemble des
organes de l'organisme. Les expérimentations basées sur la délétion de I'un ou des deux
récepteurs induisent non seulement une altération de la prise alimentaire, mais également

des altérations de diverses fonctions physiologiques comme la thermogenése, le maintien
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Hypothalamus Tronc cérébral

neurones
anorexigenes neurones

anorexigénes

neurones
anorexigénes

neurones
orexigenes

3éme ventricule

Prise Dépenses
alimentaire énergétiques

v

sérotonine

/

ghréline Insuline
Estomac Pancréas |
Tissu adipeux

Intestin gréle

Figure 2. ROle des neurones ARCAIRP/POMC dans la régulation homéostatique de la prise
alimentaire chez le rat. D’aprés Authesserre et al. (2009) et Gross et al. (2009). Les neurones
ARCAGRP/NPY inhibent le PVN, certaines populations neuronales anorexigénes de la LHA ainsi que les
neurones ARCPOMC/CART = déclenchant l'ingestion de nourriture. Les neurones ARCPOMC/CART jnhibent les
neurones ARCAIRP/NPY et activent les zones anorexigénes (PVN et LHA). Les noyaux de I’hypothalamus
transmettent des signaux au tronc cérébral (PBN et NTS) qu’il transmet aux organes périphériques. Il
existe également un flux d’informations inverse dans lequel le tronc cérébral integre des signaux
périphériques qu'il fait remonter a I’ARC, détaillé dans la partie 1.2. de ce chapitre.

LHA : aire latérale de I’hypothalamus ; ARC : noyau arqué ; PBN : noyau parabrachial ; NTS : noyau du tractus
solitaire ; GABA-R : récepteur au neurotransmetteur GABA ; Y1R : récepteur au NPY ; MC4R : récepteur a I'a-MSH ;
a-MSH :alpha-melanocyte stimulating hormone ; LepRb : récepteur de type b a la leptine ; 2C : récepteur de type 2C
a la sérotonine ; GHS-R : récepteur de la ghréline : IR : récepteur a l'insuline
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de la glycémie, la répartition des nutriments, le métabolisme lipidique ou encore les
fonctions cardiovasculaires (pour revue voir (Chagnon et al., 1997; Renquist et al., 2011;
Girardet and Butler, 2014; Panaro et al., 2014; You et al., 2016).

Les neurones ARCAIRP/NPY stimulent la prise alimentaire lorsqu’ils sont activés par la
ghréline qui se fixe sur ses récepteurs neuronaux GHS-R (growth hormone secretagogue
receptor) (pour revue voir Sakata et Sakai, 2010). A linverse, ces neurones sont
directement inhibés par l'augmentation des concentrations en hormones et peptides
périphériques anorexigénes, comme la leptine, l'insuline et I'amyline (pour revues voir
Barsh et Schwartz, 2002; Lutz, 2010) (fig.2). Lorsque les neurones ARCAIRP/NPY gont activés,
ils libérent le neurotransmetteur GABA (acide gamma-aminobutyrique) (Kelly et
Grossman, 1979) et les neuromodulateurs AgRP (Ollmann et al., 1997) et NPY (Clark et
al., 1984), connus pour augmenter rapidement la prise alimentaire lorsqu’ils sont injectés
dans le cerveau et induire une obésité (Clark et al., 1984; Flier, 2006; Kelly et Grossman,
1979; Ollmann et al., 1997). Cet effet sur le comportement alimentaire est proportionnel
a la quantité de neurones ARCAIRP/NPY activés et a la fréquence de leur excitation (Aponte
et al., 2011). Outre la survenue rapide de l'hyperphagie, |'activation des neurones
ARCAIRP/NPY induit également une diminution des dépenses énergétiques et facilite le
stockage des lipides (Krashes et al., 2011). Lorsqu'ils sont inhibés, la prise alimentaire est
réduite méme en situation de déficit énergétique ou de jeline physiologique (Aponte et al.,
2011; Krashes et al., 2011). L’ablation compléte et sélective de ces neurones chez le
rongeur adulte entraine une aphagie pouvant aller jusqu’a la mort de I'animal (Luquet,
2005). Ces neurones sont donc des éléments clés de la régulation de la prise alimentaire.
Des études récentes indiquent que le signal AgRP posséde une valence négative. En effet,
I'activation ciblée de ces neurones lorsque les souris sont en présence d'une odeur ou d’un
lieu particulier induit un apprentissage d’évitement de ces stimuli. Le signal AgRP pourrait
alors favoriser la prise alimentaire en motivant I'animal a supprimer ce signal (Betley et

al., 2015; pour revue voir Sternson et Eiselt, 2017).

La régulation de la prise alimentaire suite a |'activation des neurones ARCAIRP/NPY
s’effectue selon deux circuits différents. Le premier est extra-ARC et concerne le relargage
de NPY et GABA dans les espaces synaptiques des neurones du PVN. Le second est intra-
ARC et correspond a l'inhibition des neurones ARCPOMC/CART par |e relargage de GABA
(Cowley et al., 2001; Atasoy et al., 2012) (fig.2). Concernant le premier circuit, le
relargage de NPY et GABA dans le PVN doit étre simultané pour étre effectif et induire une
brusque hyperphagie. En effet, I’hyperphagie n’est plus observable apres I'utilisation d’un
antagoniste du récepteur a NPY (NPY-1R) ou du récepteur au GABA (GABAa-R) dans le PVN

(van den Top et al., 2004; Atasoy et al., 2012). Cet effet sur la prise alimentaire est rapide
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et ne perdure que sur quelques heures (Krashes et al., 2011), participant a la régulation a
court-terme de la prise alimentaire. Cette inhibition trés efficace des neurones du PVN par
le NPY et le GABA est nécessaire et suffisante pour médier le changement de comportement
chez I'individu. En effet, lorsqu’on active les neurones ARCAIRP/NPY mais aussi les récepteurs
MCRs du PVN qu'ils inhibent, il n'y a plus d’altération de la prise alimentaire (Atasoy et al.,
2012). Qian et son équipe ont démontré par des KO génétiques AgRP~/-, NPY”/- et AQRP/-
NPY-- qu’aucun de ces modeles ne présentaient d’altération de la prise alimentaire ou de
la prise de poids, indiquant I’'existence de circuits compensateurs, notamment dans l'aire
latérale de I'hypothalamus (LHA) qui produit de la MCH (melanin concentrating hormone)
(Qian et al., 2002), un neuropeptide orexigéne majeur (Saper et al., 2002) (fig.2).
Contrairement aux neurones ARCAIRP/NPY quj transmettent un signal de valence négative,
les neurones du PVN transmettraient un signal de valence positive (pour revue voir
Sternson et Eiselt, 2017).

Le deuxiéme circuit de régulation de la prise alimentaire par les neurones ARCAIRP/NPY
est intra-ARC et correspond a l'inhibition des neurones ARCPOMC/CART par |e relargage de
GABA (Cowley et al., 2001; Atasoy et al., 2012) (fig.2). Il s’agit d’'une régulation a long-
terme de I'homéostasie énergétique puisque la modulation de l'activation des neurones
ARCPOMC/CART 0’3 pas d’effet sur le pic rapide d’hyperphagie induit par I'activation des
neurones ARCAIRP/NPY (Krashes et al., 2013; Zhan et al., 2013). L'activation de ces neurones
ARCPOMC/CART notamment par la leptine (Cowley et al., 2001) et l'insuline (Shin et al., 2017)
induit la suppression de la prise alimentaire, la perte de poids et I'augmentation des
dépenses énergétiques (Berglund et al., 2012; Zhan et al., 2013). Cette réponse
comportementale provient de la libération de I’a-MSH par les neurones ARCPOMC/CART pyjis
de sa fixation a ses récepteurs MC3Rs et MC4Rs présents sur des neurones situés a de
nombreux endroits du systéme nerveux central, dont les neurones ARCAIRP/NPY @t
ARCPOMC/CART ‘les neurones du PVN, de la LHA (fig.3) et du noyau du tractus solitaire (NTS)
dans le tronc cérébral (Bronstein et al., 1992; Girardet et Butler, 2014). Dans I’ARC,
I'activation des récepteurs MC3/4Rs doit étre chronique pour engendrer une diminution de
la prise alimentaire (Zhan et al., 2013), confirmant le réle de ce circuit dans la régulation
homéostatique a long terme de la prise alimentaire. En plus de l'inhibition des neurones
ARCPOMC/CART par |es neurones ARCAIRP/NPY e neuropeptide AgRP est un antagoniste des
récepteurs MC3Rs et MC4Rs, bloquant les signaux transmis par I'a-MSH. Cependant,
Aponte et son équipe ont démontré par des modeles de délétion génétique que l'inhibition
de ces récepteurs par AgRP n’était pas nécessaire pour lI'induction d’une hyperphagie par

les neurones AgRP (Aponte et al., 2011), indiquant une redondance avec le NPY et le GABA.
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Figure 3. Représentation des projections axonales des neurones orexigénes ARCA9RP/NPY
et anorexigénes ARCPOMC/CART dans les différents noyaux hypothalamiques. D’aprés Prior et

. (2010). PVN : noyau paraventriculaire ; LHA : aire latérale de I’'hypothalamus ; DMH : noyau
dorsomed|an VMH : noyau ventromédian ; ARC : noyau arqué ; ME : éminence médiane ; POMC :
prooplomelanocortlne CART : cocaine- et amphetamine-regulated transcript ; NPY : neuropeptide
Y ; AgRP : agouti-related peptide.

Il existerait deux sous-populations de neurones ARCPOMC/CART |'yne exprimant le
récepteur a la leptine LepR, l'autre celui a la sérotonine (2C ou 5-HT2CRs) (Sohn et al.,
2011). Selon cette équipe, l'effet anorexigénique serait induit par la fixation de la
sérotonine sur les neurones a POMC, tandis que la fixation de la leptine serait associée a
I'augmentation des dépenses énergétiques. Suite a la fixation de la leptine, la libération
d’a-MSH par les neurones ARCPOMC/CART active les neurones du PVN, directement par leurs
récepteurs MC3/4s ou indirectement via le noyau ventro-médian (VMN). Cette activation
blogue le signal orexigéne qu’ils recoivent des neurones ARCAIRP/NPY  Ce signal est ensuite
transmis aux neurones sympathiques de la moelle épiniére (Sohn, 2015) et induit une
augmentation des dépenses énergétiques (hausse de la température corporelle et de la
consommation d’oxygene) (Skibicka et Grill, 2009). La délétion des récepteurs LepRb
spécifiguement dans les neurones a POMC n’augmente pas la prise alimentaire et leur
réactivation dans un modéle LepRb-KO spécifiquement dans les neurones a POMC n’inhibe
pas I'hyperphagie des souris (Sohn, 2015). Ces deux populations de neurones a POMC
(sensibles a la sérotonine ou a la leptine) sont également retrouvées dans le tronc cérébral
ou elles participent également a la régulation de la prise alimentaire.

Au-dela de cet effet orexigéne (direct ou indirect), les neurones ARCAIRP/NPY
augmentent également de fagon trés importante la motivation a accomplir une tache pour
de la nourriture en agissant préférentiellement sur la LHA (Krashes et al., 2011; Atasoy

et al., 2012). L'activité des neurones ARCAIRP/NPY et ARCPOMC/CART agt également modulée par
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des informations relatives a la palatabilité des aliments (Chen et al., 2015). De plus,
I'activité des neurones ARCAI™P/NPY diminue rapidement non seulement en réponse a un
repas, mais aussi suite a la présence de signaux associés par conditionnement a la
nourriture (Betley et al., 2015). Les neurones ARCAIRP/NPY ne contrdleraient donc pas
directement l'ingestion de nourriture, mais faciliteraient les processus de recherche et
d’obtention d’aliments, ou bien auraient un réle double, a la fois homéostatique et non-

homéostatique (Liu et Kanoski, 2018).

Le noyau ventro-médian (VMN). Le r6le du VMN dans la régulation de la prise
alimentaire a été identifié d'aprés le travail d'Hetherington et de Ranson (Hetherington et
Ranson, 1983) dans lequel une lésion bilatérale de cette zone induit une hyperphagie et
une obésité, associées a une dérégulation du métabolisme lipidique et une diminution de
I'activité durant la période active (Brobeck, 1946). Par la suite, I'implication du VMN a été
caractérisée dans la régulation de la glycémie et de la balance énergétique, via ses
connexions neuronales avec le systéme nerveux sympathique régulant notamment la
libération d’insuline par le pancréas, plutot que par une régulation directe du
comportement alimentaire (pour revue voir King, 2006). En effet, 25 a 45% des neurones
le composant répondent aux concentrations circulantes de glucose (King, 2006) et la
majorité des neurones répondant au glucose sont présents dans le VMN (Ono, 2019).
L'injection de leptine dans le VMN de rats nourris ad libitum provoque une augmentation
du stockage du glucose dans les muscles squelettiques, le tissu adipeux brun et le cceur
(Toda et al., 2009), potentialisée par l'insuline et supprimée par I'ablation des innervations
sympathiques (Haque et al., 1999).

Le role de la leptine dans la régulation de la thermogenése, et donc des dépenses
énergétiques, est dépendant de ces neurones sensibles au glucose. Les souris
génétiquement déficientes pour le géne codant le transport de glucose GLUT2 au niveau
neuronal sont intolérantes au froid (Mounien et al., 2010). Cette délétion dans le VMN rend
les souris hyperphagiques (Bady et al., 2006) et altére l'expression du géne UCP-1
(uncoupling protein-1) dans le tissu adipeux brun, diminuant la production de chaleur, et
altére également la sensibilité des neurones de I'’ARC a la leptine. Le glucose régulerait
donc la thermorégulation et la sensibilité des neurones de I’ARC a la leptine. Cette
régulation s’effectue par les neurones sensibles au glucose dans le VMN, bien qu’il en existe
également dans la LHA, et le tronc cérébral (Mounien et al., 2010).

Les récepteurs MCRs sont également impliqués dans la régulation de la glycémie
par le VMN, puisque le blocage de ceux-ci par l'injection d'un antagoniste supprime
I'augmentation de stockage du glucose dans les tissus périphériques normalement
attendue aprés une injection de leptine (Toda et al., 2009). Le signal médié par les MCRs

diminue I’expression du BDNF (brain-derived neurotrophic factor), neurotransmetteur
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anorexigéne fortement synthétisé dans le VMN (Xu et al., 2003a). Ce neurotransmetteur,
premierement étudié pour son réle dans le développement du systéme nerveux, joue un
role dans la régulation de la prise alimentaire, ainsi que dans celle des dépenses

énergétiques en augmentant la locomotion (Kernie et al., 2000).

Le noyau dorso-médian. Une lésion du DMN induit une réduction de la prise
alimentaire et hydrique associée a une perte de poids. Longtemps considéré comme un
simple relais des informations en provenance de I’ARC, ce noyau aurait également un role
direct dans le contr6le de la prise alimentaire via ses neurones sensibles a la glycémie
(Bellinger et Bernardis, 2002; Zhu et al., 2007). Dans le modéle de rats obéses Zucker(fa/fa)
génétiquement déficients pour le récepteur a la leptine, I'activation du DMN favorise
I'activité physique et diminue la prise alimentaire et le poids des animaux (Zhang et al.,
2018).

L'aire latérale de I’hypothalamus. La LHA est a la croisée des circuits
homéostatiques et hédoniques, en faisant une des zones hypothalamiques les plus
connectées et un centre prédominant dans la régulation de la prise alimentaire. Elle
contient a la fois des neurones orexigenes libérant les neuropeptides MCH ou orexine, et
des neurones anorexigenes libérant du CART ou de la neurotensine. Ces deux populations
neuronales libérent également les neurotransmetteurs excitateur (glutamate) et inhibiteur
(GABA). Ils recoivent des projections des neurones ARCAIRP/NPY quj inhibent les neurones
anorexigénes et activent ceux orexigénes, ainsi que des projections ARCPOMC/CART induisant
des signaux opposés. La stimulation des neurones inhibiteurs de ce noyau libére du GABA
et favorise la prise alimentaire et est gratifiant, tandis que sa Iésion ou la stimulation des
neurones excitateurs libére du glutamate, réduit la prise alimentaire et induit des
comportements d’aversion (pour revue voir Sternson et Eiselt, 2017). Cependant, la
stimulation de cette zone influence d’autres comportements que celui alimentaire, comme
la prédation, le mordillement ou la reproduction. Plus que l'alimentation, la LH joue un réle
dans le renforcement positif des comportements et influence le niveau de récompense des

aliments (Sternson et Eiselt, 2017).

L’hypothalamus, et en particulier le noyau arqué, joue un role central dans
la régulation homéostatique de la prise alimentaire. Il intégre des signaux
hormonaux, peptidiques et moléculaires en provenance de la périphérie et des
autres zones cérébrales, le renseignant sur le statut métabolique. Selon I'excés
ou le déficit en nutriments, les neurones de l'hypothalamus participent au
maintien de I’homéostasie énergétique en favorisant ou inhibant la prise

alimentaire et les dépenses énergétiques de l'individu.
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Chapitre 1 : Le comportement alimentaire

1.2. Le tronc cérébral et ses noyaux : centre intégrateur des signaux

centraux et périphériques

Le tronc cérébral, notamment le noyau parabrachial (PBN), le noyau du tractus
solitaire (NTS) et le noyau moteur dorsal du nerf vague (DMV), jouent un réle important
dans le traitement et I'intégration des signaux associés a la prise alimentaire et a la balance
énergétique, particulierement en ce qui concerne la durée des repas et la thermogénéese
(Liu et Kanoski, 2018) (fig.4). L'induction d’un arrét de prise alimentaire chez des rats
décérébrés indique que le tronc cérébral induit le rassasiement par voie réflexe (Grill and
Norgren, 1978).

Le NTS et le DMV. De la méme fagon que I’ARC est proche d’une zone d’échanges
facilités avec le sang, le NTS jouxte |'area postrema, une seconde zone de perméabilité
accrue de la barriere hématoencéphalique. Ce noyau est également étroitement connecté
avec les afférences du nerf vague. Ensemble, la voie endocrine et la voie nerveuse font du
NTS le premier site neuroanatomique a recevoir directement des informations de diverses
natures en provenance de la périphérie renseignant sur le statut énergétique de
I'organisme (Schwartz, 2006). Les signaux provenant de la circulation sanguine sont par
exemple la présence de nutriments comme le glucose (Verberne et al., 2014), les acides
aminés (Tsurugizawa et al., 2014), ou les acides gras (Migrenne et al., 2011), ou de
neurotransmetteurs synthétisés en périphérie (sérotonine, histamine, ...) ou encore des
hormones (leptine, amyline) (Lutz, 2010). Concernant les signaux nerveux viscéraux,
I'activation des mécanorécepteurs dans la paroi stomacale lors de la distension gastrique
par exemple, active directement les neurones afférents du nerf vague. Ce signal nerveux
viscéral induit la libération de glutamate dans le NTS. Cette distension provoque également
la libération de sérotonine par les cellules entérochromaffines du tube digestif, activant le
NTS, directement ou indirectement via la stimulation des neurones du nerf vague (Grill et
Hayes, 2012). De fagon similaire a I’ARC, une sous-population des neurones NTSPOMC/CART
exprime le récepteur 2C a la sérotonine (5HT2c) (Xu et al., 2008). L'activation de ces
récepteurs, uniquement dans cette zone cérébrale, suffit a réduire la prise alimentaire a
court terme (3 a 5 heures) (D’Agostino et al., 2018). Dans le sens efférent, du cerveau au
reste de I'organisme, les neurones prémoteurs du DMV participent a la régulation de la
fragmentation des nutriments, de leur stockage et de leur mobilisation en modulant la

vidange gastrique et leur absorption (Grill et Hayes, 2012).

En cas de déficit énergétique, le NTS est activé par la ghréline et la faible glycémie,
et permet la mise en place de la prise alimentaire en communiquant avec I'hypothalamus,
notamment via la synthése de NPY (Li et Ritter, 2004) ou de noradrénaline (Date et al.,

2006). Aprés un repas, l'insuline, la leptine et les peptides sécrétés par les cellules entéro-
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endocrines de l’intestin gréle (PYY, GLP-1, CCK), activent les afférences vagales et
transmettent un signal de satiation au NTS (pour revue voir Chaudhri et al., 2006; Sobrino
Crespo et al., 2014). L'effet anorexigene de I'amyline quant a lui, a une action directe sur
les neurones de |'area postrema sans passer par le nerf vague. Le signal de |'area postrema
est ensuite transmis aux neurones du NTS (Lutz, 2010). En retour, les neurones du tronc
cérébral sensibles a la glycémie participent a la sécrétion d’insuline (Ahrén, 2000), la
production de glucose hépatique, la prise alimentaire et les dépenses énergétiques (pour

revue voir Grill et Hayes, 2012).

Le NTS et le DMV sont les deux structures les plus riches en MC3/4Rs dans le
systéme nerveux central (Kishi et al., 2003). Lorsque ces structures sont activées par la
fixation de I'a-MSH en provenance des neurones ARCPOMC/CART gy NTSPOMC/CART “glles inhibent
la prise alimentaire (Zheng et al., 2010). Pour observer cette inhibition, une activation
bréve des MC3Rs des neurones NTSPOMC/CART gyffit, tandis qu’il faut une activation chronique
des neurones ARCPOMC/CART par ces récepteurs (Zhan et al., 2013). Dans le tronc cérébral,
I'activation de |'area postrema par la leptine en elle-méme ne semblerait pas directement
jouer de role dans la régulation de la prise alimentaire (Kanoski et al., 2012). Cette
hormone participerait a la transmission du signal de satiété via |'activation des neurones
exprimant LepBr dans le NTS (Kanoski et al., 2012) et dans les ganglions du nerf vague
(Buyse et al., 2001; Burdyga et al., 2002), en potentialisant |'effet des peptides gastro-
intestinaux, notamment de la CCK (Morton et al., 2005; Hayes et al., 2010; Kanoski et al.,
2012) ou du GLP-1 (Zhao et al., 2012). En effet, I'altération de ce signal leptinémique
supprime le signal de fin de repas donné par la CCK, conduisant a une obésité associée a
une augmentation de la durée/taille des repas mais pas de leur fréquence (Grill et Hayes,
2012).

En plus de réduire la prise alimentaire, I'activation indirecte des MC4Rs du NTS et
du DMV par la leptine et I'amyline, active les heurones sympathiques de ces deux zones et
augmente la thermogenése, donc les dépenses énergétiques (Williams et al., 2000;
Skibicka et Grill, 2009; Lutz, 2012; Fernandes-Santos et al., 2013).

Le noyau parabrachial du tronc cérébral. Le PBN est le relais du NTS pour les
informations gustatives et viscérales. Comme la LHA, il fait partie a la fois du circuit
homéostatique et du circuit hédonique. L'activation des neurones du PBN est associée a
des sensations viscérales négatives telles que la nausée, des informations orosensorielles,
la stimulation des hormones régulant la mise en place de la satiété et a la distension de
I'estomac ou des signaux de douleur (pour revue voir Sternson et Eiselt, 2017). Dans le
PBN, l'activation des neurones libérant le neuropeptide CGRP (calcitonin gene related

peptide) réduit drastiquement la prise alimentaire (Carter et al., 2013) et induit un
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phénomene d’aversion gustative a un aliment palatable (Carter et al., 2015). Leur
inhibition augmente la longueur des repas sans augmenter la quantité totale quotidienne
consommeée par lI'animal (Campos et al., 2016b). Les repas sont donc moins nombreux,
mais la quantité de nourriture ingérée par repas est plus importante, indiquant le réle de
ces neurones PBN®CR? dans la transmission du signal de satiation (Sternson et Eiselt, 2017).
Anatomiquement, le PBN recoit des projections neuronales du NTS et projette a son tour
des axones dans de nombreuses zones cérébrales comme I’'hypothalamus (ARC, PVN) ou
I'amygdale (Sternson et Eiselt, 2017). Cette derniére est principalement connue pour étre
associée a des réponses émotionnelles négatives (peur, anxiété) (LeDoux, 2012), mais
aussi pour jouer un role dans la prise alimentaire, bien que les circuits en cause restent a
déterminer (Robinson et al., 2014). Cette connexion entre PBN®GR? et amygdale permet la
médiation des signaux de satiation, et s'oppose a la stimulation de la prise alimentaire par
la LHA (Sternson et Eiselt, 2017).

Le tronc cérébral joue un role important dans la régulation de la prise
alimentaire, en particulier a court terme par lI’arrét du repas dans le processus de
rassasiement. Il intéegre des signaux périphériques de natures peptidique,
hormonale et nerveuse. Sa participation a la régulation de la prise alimentaire se
fait soit de facon réflexe en réponse a ces signaux, soit en les relayant au niveau
central puis en transmettant en retour la réponse centrale pour réguler
I’'homéostasie au niveau périphérique. Le tronc cérébral participe ainsi a la
régulation de la glycémie, du stockage des nutriments ou encore de la
thermogenése par les afférences du nerf vague et/ou via les neurones du

systéme nerveux autonome.
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2. La régulation hédonique

Le circuit cérébral hédonique, également appelé circuit non-homéostatique ou
circuit de la récompense, joue un role tres important dans la régulation de la prise
alimentaire en participant aux processus d’apprentissage, de mémoire et de prise de
décision, et a la mise en place de processus cognitifs complexes basés sur des expériences
précédentes et I'aspect hédonique des aliments (pour revues voir Russo et Nestler, 2013;
Haber, 2017; Volkow et al., 2017; Liu et Kanoski, 2018). Ce circuit englobe de trés
nombreuses zones cérébralestelles que la LHA, et les structures du systéme
mésocorticolimbique dont I'aire tegmentale ventrale (VTA) et le noyau accumbens (NAc)
dans le striatum, le noyau paraventriculaire (PVT) du thalamus, le cortex préfrontal (CPF),

I'hippocampe, le PBN ou encore I'amygdale (fig.5).

2.1. L'aire latérale de I’hypothalamus

La LHA est associé aux comportements addictifs, au renforcement positif ainsi qu‘a
I’évaluation du degré de récompense lié a la nourriture (Sternson et Eiselt, 2017),
notamment via la modulation des phénoménes d’aversion ou de préférence en réponse a
des stimuli gustatifs (Roth et al., 1973; Touzani et Sclafani, 2001, 2002). Lorsque cette
zone est stimulée par des électrodes, on observe une prise alimentaire vorace (Delgado et
Anand, 1952), tandis qu’une lésion de cette méme zone réduit la prise alimentaire (Anand
et Brobeck, 1951). Contrairement aux neurones ARCAIRP/NPY dont la stimulation induit de
facon systématique et spécifique une réponse alimentaire, |'excitation des neurones dans
la LHA peut induire d'autres comportements que la prise alimentaire, comme boire (Greer,
1955; Mogenson et Stevenson, 1967), attaquer (Woodworth, 1971) ou se reproduire
(Vaughan et Fisher, 1962). Par son réle dans le renforcement positif, l'augmentation de la
stimulation de cette zone induit l'augmentation de lintensité avec laquelle les
comportements sont exprimés (Sternson et Eiselt, 2017; Wise, 1969, 1974). L’activation
des neurones de la LHA active la libération de dopamine et de GABA par la VTA (Hernandez
et Hoebel, 1988). Cette connexion LHA-VTA est associée au conditionnement et au
déclenchement des mouvements faciaux permettant le léchage, la mastication, la
déglutition (Sternson et Eiselt, 2017). Elle jouerait également un rdole dans la diminution
de la valeur de récompense d’un aliment lorsque I’'animal est rassasié et que ses réserves
énergétiques sont optimales. Par sa localisation dans I'hypothalamus, la LHA est régulée
par les signaux périphériques arrivant au niveau central, tout en intégrant ceux provenant

du circuit hédonique (Sternson et Eiselt, 2017).
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2.2. Le systeme mésocorticolimbique

Ce circuit neuronal implique de nombreuses structures, dont l'aire tegmentale

ventrale (VTA), le noyau accumbens (NAc) et le cortex préfrontal (CPF).

L'aire tegmentale ventrale. Cette structure fait partie de Ila voie
mésocorticolimbique dopaminergique et joue un rble important dans les processus de
récompense, la motivation, I'apprentissage, la mémoire et le mouvement (Sternson et
Eiselt, 2017). La VTA est une structure hétérogéne qui contient principalement deux types
de neurones : les neurones dopaminergiques et les neurones GABAergiques. Les neurones
a dopamine projettent essentiellement sur le NAc ainsi que sur les structures limbiques et
corticales (hippocampe, amygdale, cortex) et médient les réponses comportementales
induites par des stimuli aversifs ou plaisants (Pignatelli et Bonci, 2015). Les neurones
GABAergiques quant a eux, projettent vers le CPF et le NAc (Morales et Margolis, 2017).
Quelques neurones glutamatergiques sont également présents et renforcent l'activité des
neurones dopaminergiques. Les connexions dopaminergiques entre la VTA et le NAc
répondent a des stimulus alimentaires gratifiants et établissent la volonté de les ingérer,
autrement appelé « wanting », et la motivation pour le faire (Morales and Margolis, 2017).
Cette structure est donc importante dans le traitement des signaux relatifs a la nourriture
avant l'ingestion proprement dite (Schultz et al., 1997), notamment l'intérét porté par
I'individu aux indices relatifs a la présence de nourriture dans I'environnement selon son
niveau de satiété. En effet, le traitement des signaux arrivant a la VTA est influencé par
les taux circulants de leptine, insuline et ghréline (van der Plasse et al., 2015). La ghréline
peut agir sur les neurones dopaminergiques de la VTA qui expriment le récepteur GSHR.
Cette activation stimule la libération de dopamine de la VTA vers le NAc (Malik et al., 2008),
ce qui augmente la prise alimentaire ou la consommation d’alcool de fagon dose-
dépendante, (Hernandez et Hoebel, 1988; Jerlhag et al., 2009; Kojima et al., 2013). Cette
hormone est ici un signal d’anticipation du repas en réponse a des stimuli
environnementaux et au rythme circadien (Hsu et al., 2016). A l'inverse, la fixation de
Iinsuline sur ces neurones augmentant la recapture de la dopamine, induisant chez des
rats nourris ad libitum une diminution de I'auto-administration de saccharose (Figlewicz et
al., 2006, 2008). De plus, l'inhibition des récepteurs a l'insuline dans certains neurones de
la VTA (synthétisant la tyrosine hydroxylase) entraine une hyperphagie accompagnée
d’'une augmentation du poids corporel et de la masse grasse chez la souris (Kdnner et al.,
2011). La leptine joue un r6le similaire en inhibant les neurones dopaminergiques de la
VTA vers la LHA (Fulton et al., 2006), ce qui diminue la prise alimentaire et la préférence
pour le sucre (Sternson and Eiselt, 2017; Figlewicz et al., 2008). Ainsi, un blocage a long
terme des récepteurs de la leptine dans la VTA augmente l'activité locomotrice et la

consommation de nourriture chez le rat (Hommel et al., 2006). Au niveau central, I'amyline
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est également produite par les neurones de la LHA et libérée dans la VTA. Ce peptide
diminue les préférences alimentaires pour le sucre et le gras, et de facon plus globale,
diminue la consommation d’aliments palatables (Boyle et al., 2018). De fagon contraire a
la ghréline, cette activation des neurones de la VTA diminue la libération de dopamine dans
le NAc (Mietlicki-Baase et al., 2015). Enfin, le GLP-1, dont la concentration augmente apres
un repas, inhibe quant a lui des neurones dopaminergiques de la VTA projetant dans le
tronc cérébral et diminue la motivation a exécuter une tache pour recevoir de la nourriture
(Dickson et al., 2012; van Bloemendaal et al., 2014).

Le noyau accumbens. Le NAc est la deuxiéme zone cérébrale importante dans le
circuit hédonique. Cette structure est impliquée dans le traitement des signaux liés a la
récompense et est a l'interface des zones cérébrales modulant les émotions, la motivation
et les mouvements grace aux afférences glutamatergiques excitatrices qu’elle regoit des
structures limbiques et corticales (pour revues voir Berke et Hyman, 2000; Cassidy et
Tong, 2017; Volkow et al., 2017). L'activité des neurones de cette zone diminue lors de la
consommation d’'un aliment palatable et leur inhibition augmente la prise alimentaire
(Sternson et Eiselt, 2017). La stimulation ponctuelle des neurones du NAc induit un
renforcement positif et un conditionnement performant, accompagnés d’une augmentation
de dopamine dans la VTA. Cependant, si cette stimulation vient a étre prolongée, elle induit
une aversion, et une diminution du conditionnement dans le cas des neurones (Soares-
Cunha et al.,, 2019). Ce noyau régule les processus de « wanting» (réponse
motivationnelle) et de « liking » (réponse hédonique) (Pecifia et Berridge, 2005, 2013). Le
NAc jouant un réle central dans le développement et la persistance des addictions, nombre
d’études ciblant ses impacts comportementaux sont basées sur |'utilisation de drogues
opioides (cocaine, morphine, ...). Ces molécules activent les récepteurs opioides au
nombre de 3 : mu, delta et kappa. La stimulation des récepteurs mu et delta dans un
endroit précis du NAc induit une augmentation de la prise alimentaire de plus de 140%,
tandis que la stimulation kappa n’a pas d’effet sur cette réponse « wanting » (Castro et
Berridge, 2014). Le NAc integre des signaux en provenance de l’ensemble des zones du
circuit hédonique, dont le cortex préfrontal, I'amygdale, I'hippocampe et la VTA (Basar et
al 2010), puis régule l'activation des neurones de la VTA directement ou via la LHA (Russo
et Nestler, 2013). Les interactions directes ou indirectes entre le NAc et la LHA sont
nombreuses et importantes pour la régulation de la prise alimentaire (Stratford et Kelley,
1999; Saper et al., 2002; Cassidy and Tong, 2017; Volkow et al., 2017).

Le cortex préfrontal. Le role majeur du CPF est de faire le lien entre les stimuli
sensoriels extérieur et le niveau de gratification qu’ils sous-tendent. Il prend part aux

processus cognitifs de haut niveau, a la vigilance, aux processus moteurs ainsi qu‘a la
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régulation cognitive des régions du circuit hédonique et a l'inhibition des comportements
compulsifs (Gluck et al., 2017). Chez les personnes obéses, |'activation du CPF est
diminuée, notamment en période post-prandiale, expliquant les comportements compulsifs
d’alimentation (Georgii et al., 2017; Gluck et al., 2017). Le CPF serait méme considéré
comme le seul point d’entrée d’informations relatives a la récompense dans le circuit
hédonique (Ballard et al., 2011). L'anticipation de cette récompense activerait directement
le CPF puis indirectement la VTA et le NAc. Le CPF serait sensible au GLP-1 puisque
I'administration d’un agoniste a ce peptide diminue l'activité neuronale dans les zones
associées a l'appétit et a la récompense a la vue d'images relatives a de la nourriture (van
Bloemendaal et al., 2014).

Le circuit de la récompense joue un role central dans la régulation de la
prise alimentaire en intégrant les composantes hédoniques et émotionnelles liées
aux aliments. Il participe ainsi aux processus d’apprentissage et de mémoire des
stimuli alimentaires, ainsi qu’a la prise de décision basée sur des expériences
positives ou négatives relatives a ces stimuli. La LHA joue un double rodle, faisant
partie a la fois du circuit hédonique et du circuit homéostatique. Ces deux grands
systémes de régulation de la prise alimentaire s’influencent donc mutuellement.
Lorsque l'individu a faim, la valeur gratifiante des aliments est augmentée, tandis
qu’il pourra refuser d’ingérer un aliment, méme en situation de jeiine si celui-ci

a un historique négatif.
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B) Mise en place du comportement alimentaire

Pendant le développement embryonnaire du systéme nerveux central, les cellules
souche neurales (NPCs) proliférent dans la zone ventriculaire du tube neural. Certaines de
ces cellules se différencient en précurseurs gliaux radiaux, eux-mémes se différenciant par
la suite en précurseurs neuronaux, gliaux ou d’oligodendrocytes (Rowitch and Kriegstein,
2010; Allen and Lyons, 2018). Ces progéniteurs neuronaux ou gliaux issus des NPCs
migrent de la lisiére des ventricules vers le reste du cerveau en se différenciant en
neurones, astrocytes ou oligodendrocytes (Bayer et al., 1991; McCarthy et al., 2001)
(fig.6). Ces deux derniers types cellulaires constituent la macroglie et représenteraient
65% des cellules totales du cerveau chez les rongeurs, et jusqu’a 90% chez I'Homme
(Pfrieger et Barres, 1995; Doetsch, 2003; Nishiyama et al., 2005). Les mémes NPCs sont
a la base des lignées neuronales et gliales. La transition de l'une a l'autre s’effectue au
cours du développement lorsque l'inhibition des génes gliaux se léve et que l'expression
des geénes neuronaux est a son tour réprimée. Ainsi chez le rongeur, les neurones sont
créés en premier entre le douziéeme jour embryonnaire (E12) et E18, puis les astrocytes
apparaissent vers E18 pour atteindre leur nombre maximal aprés la naissance. Les
oligodendrocytes sont quant a eux formés en dernier, apres la naissance (Bayer et Altman,
1991 ; pour revues voir Sauvageot et Stiles, 2002; Miller et Gauthier, 2007) (fig.7).
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Figure 6. Lignage des différentes populations cellulaires cérébrales a partir des cellules

proaénitrices.
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Figure 7. Stades du neurodéveloppement du rongeur correspondant a I'apparition des
neurones, des astrocytes puis des oligodendrocytes. E : jour embryonnaire. P : jour
postnatal. Issue de Sauvageot et Stiles (2002).
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1. Ontogenése des structures et circuits homéostatiques et hédoniques

1.1. La régulation réflexe par le tronc cérébral

Chez les rongeurs et les humains, les circuits neuronaux du NTS régulant
directement la prise alimentaire de facon réflexe sont fonctionnels dés la naissance, de
méme que la densité et la distribution des afférences vagales sensorielles déja matures a
ce stade (Rinaman et Levitt, 1993; Rinaman et al., 1999; Zhang et Ashwell, 2001).
Cependant, la fonctionnalité des autres composantes du tronc cérébral et notamment les
connexions avec les autres structures centrales n‘apparaissent qu’a partir de la deuxieme
semaine de vie (Rinaman et al., 1994). Le mécanisme neural de régulation de la prise
alimentaire par le tronc cérébral est plus simple que l'intégration des signaux au niveau
hypothalamique. La maturation de la communication neuronale dans le tronc cérébral est
donc plus rapide que dans I’'hypothalamus ol les connexions, beaucoup plus complexes,
nécessitent une étape d'apoptose neuronale et d’élagage synaptique (« pruning ») (Bouret
et al., 2004a). Ces étapes permettent d’affiner les structures et leurs connexions, en
supprimant les projections et connexions neuronales inappropriées. Il faut attendre
jusqu’au stade adolescent pour que le développement graduel du contréle indirect de la
prise alimentaire par I'hypothalamus et le circuit hédonique soit complet (pour revue voir
Zeltser, 2018).

A la naissance, bien que la prise de lait soit induite par la soif et non par I'apport en
nutriments (Phifer et al., 1986), les stimuli orosensoriels relatifs au lait maternel (présence
de gras et de sucre) sont intégrés par le NTS sans besoin d’interaction avec le reste des
zones cérébrales encore immatures. La distension gastrique provoquée par l'ingestion de
lait induit la sécrétion de peptides gastro-intestinaux, comme par exemple la
cholécystokinine (CCK), dont la signalisation, une fois intégrés par le NTS, constitue le seul
signal d'arrét de la prise alimentaire a la naissance (Ackerman et al., 1992; Phifer et al.,
1986; Terry et Johanson, 1987). Cette régulation négative réflexe de la prise alimentaire
décroit apres le quatorziéme jour de vie postnatale (J14) chez le rat (Koehnle et Rinaman,
2007) de fagon concomitante avec le développement des autres structures cérébrales
régulant la prise alimentaire. En effet, la capacité de réguler la prise de lait en réponse a
la quantité de sucre qu’il contient émerge progressivement entre la premiére et la
deuxiéme semaine de vie, tandis que la réponse a la quantité de gras s’effectue entre la
deuxieéme et la troisieme (Ackerman et al., 1992) (fig.8). Les connexions du NTS aux
structures régulant la prise alimentaire telles que le noyau parabrachial (PBN) du tronc
cérébral, le PVN dans I'hypothalamus ou encore les régions limbiques (amygdale),
augmentent progressivement durant les 2 premiéres semaines postnatales (Koehnle et
Rinaman, 2007) (fig.9). A la naissance, des connexions neuronales existent entre le NTS

et le PVN, mais elles ne sont pas fonctionnelles pour traiter les signaux viscéraux transmis
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Figure 8. Développement progressif de l'intégration des signaux nutritionnels (gras et
sucre) en provenance de la sphére orale par le tronc cérébral chez le rongeur. Issue de
Zeltser (2018). NTS : noyau du tractus solitaire ; 17 : 72™¢ jour postanal

30 e i PP v e ST )—

Stria \\ (o : Stria

spwseee®

Gut -
I J - J
J14 N ) J21 -
~ 7 Amy v ~ P
Stria \
[out )

I —— Somatomotor outputs = Visceral inputs]

Figure 9. Développement progressif de l'intégration des signaux viscéraux par les
structures cérébrales via le tronc cérébral chez le rongeur. PBN : noyau parabrachial ; Amy :
amygdale ; Stria : striatum ; PVN : noyau paraventriculaire. 17 : 7¢™e jour postnatal. Issue de Zeltser
(2018).
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par le NTS avant la deuxieme semaine postnatale (Rinaman et al., 1994; Rinaman, 2001).
Les propriétés électrophysiologiques des neurones du NTS projetant dans les autres zones
cérébrales deviennent matures durant la 3¢™e semaine (Vincent et Tell, 1999) (pour revues,
voir Elson et Simerly, 2015; Rinaman, 2006), et il faut attendre 6 semaines pour que la
signalisation des signaux viscéraux au PBN soit mature (Koehnle et Rinaman, 2007; Lasiter
et Kachele, 1988; Phifer et al., 1986; Rinaman et al., 1994; Swithers et Hall, 1989).
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Chapitre 1 : Le comportement alimentaire

1.2. La régulation homéostatique

Chez la souris, la formation de I'hypothalamus débute par la prolifération des NPCs
juste aprés la fermeture du tube neural des E10 (Shimada et Nakamura, 1973). Les
neuroblastes ainsi créés migrent et colonisent progressivement le cerveau (Gray et Sanes,
1991). Le suivi de lincorporation de lisotope radioactif [3H]thymidine ou de Ila
bromodésoxyuridine (BrdU) dans le cerveau de foetus de rat a permis de déterminer que
la majeure partie des neurones (dont ceux des noyaux hypothalamiques) naissent entre
E13 et E15 (Altman et Bayer, 1986; Brischoux et al., 2001; Ifft, 1972; Ishii et Bouret,
2012).

Les connexions entre les différentes zones cérébrales impliquées dans la régulation
homéostatique de la prise alimentaire sont physiqguement présentes des la deuxiéme moitié
de la gestation, mais ne deviennent fonctionnelles et ne répondent aux signaux
énergétiques de court et long termes transmis par la leptine qu’a J28 (Ahima et Hileman,
2000; Baquero et al., 2014; Mistry et al., 1999). De plus, les neurones présentent a J7-9
un fonctionnement électrophysiologique plus lent que celui des adultes (Melnick et al.,
2007). Avant ce stade, la prise alimentaire est régulée par la seule demande énergétique
nécessaire a la croissance et la thermogenése (Kennedy, 1957), impliquant la boucle
réflexe du NTS et le PVN (Grove et Smith, 2003). Les projections axonales du DMN et du
VMN vers le PVN et la LHA sont déja opérationnelles a 16, bien avant celles venant de I’ARC
(Bouret et al., 2004a; Ishii et Bouret, 2012).

En utilisant le traceur axonal radioactif Dil, Bouret et collégues (2004a) ont mis en
évidence la chronologie des projections neuronales en provenance de I’ARC dans les autres
noyaux de I'hypothalamus. A partir de 16, ces projections atteignent le DMN, mais ne sont
pas complétes avant J10-11 (Grove et Smith, 2003; Kagotani et al., 1989). Viennent
ensuite les connexions avec le PVN débutant entre J8 et 110, voire J15-16 pour que leurs
axones produisant du NPY se connectent aux neurones pré-autonomes de cette zone
(Bouret et al., 2004a; Grove et Smith, 2003; Kagotani et al., 1989). Les neurones pré-
autonomes du PVN sont cruciaux pour la régulation des organes périphériques par le
systéme nerveux autonome (O’Hare et Zsombok, 2016). Par l'absence de « pruning »
synaptique ou de remodelage axonal, ces projections dans le PVN sont pleinement
fonctionnelles a un niveau similaire a celui de I'adulte dés J21 (Bouret et al., 2004a). Les
projections neuronales de I’ARC vers la LHA ne débutent pas avant J12, et il faut attendre
la fin de la période de lactation (J18) pour que I’ensemble des connexions de I’ARC soient
similaires a celles observées chez un rat adulte (Bouret et al., 2004a; Ishii et Bouret,
2012). Apres le sevrage (J20) les projections de I’ARC atteignent progressivement les

autres zones cérébrales dont celles du tronc cérébral (Bouret et al., 2004a) (fig.10).
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L'établissement progressif des connexions neuronales de I’ARC est influencé par de
nombreux facteurs, notamment hormonaux tels que la leptine, la ghréline, l'insuline ou

encore I'amyline et la sérotonine, détaillés dans la partie 2.1 de ce chapitre 1).

Une fois les NPCs différenciées en neurones, les cellules destinées a I'’ARC
synthétisent progressivement les différents neuropeptides orexigénes (NPY, AgRP) et
anorexigénes (POMC, CART) qui les caractérisent une fois a I'age adulte. La majorité de
ces cellules expriment d’abord POMC dés E10-12,5 selon les zones cérébrales (McNay et
al., 2006; Padilla et al., 2012), la synthése de NPY étant bloquée par la synthése de POMC
(McNay et al., 2006; Pelling et al., 2011). Les neuropeptides NPY, GABA et AgRP sont
ensuite progressivement synthétisés entre la deuxiéeme semaine de gestation et les
premiéres semaines de vie (Padilla et al., 2012). Les récepteurs aux neuropeptides et leurs
voies de signalisation cellulaire sont exprimés par les neurones et fonctionnels avant la
synthése de ces neuropeptides (Capuano et al., 1993). Ainsi, les récepteurs au NPY sont
détectables et fonctionnels dés ]2 alors que la synthése de NPY augmente progressivement
a partir de E14,5 (Grove et Smith, 2003; Kagotani et al., 1989), pour atteindre un pic
maximal a J15 (Cottrell et al., 2009). Les récepteurs a la leptine seraient également
présents dans I’ARC deés 16 chez la souris puisque l'injection périphérique de leptine a cet
age y induit une activité c-Fos, témoin d’une activation neuronale (Bouret et al., 2004a).
Leur expression dans la VTA n’apparait que durant la deuxieme semaine de lactation (J10)
(Naef et al., 2014; Gjerde et al., 2016). A partir de cette date, une injection de leptine en
périphérie induit un signal c-Fos dans le PVN (Bouret et al., 2004a) alors que celui-ci
n‘exprime pas encore les récepteurs a la leptine, indiquant une activation indirecte qui a
ensuite été mise en évidence via les neurones de I’ARC (Caron et al, 2010). Les signaux
excitateurs activent les neurones ARCAIRP/NPY 3 partir de la deuxiéme moitié de la lactation.
Les signaux inhibiteurs, eux, ne sont pas présents avant le sevrage (Baquero et al., 2014,
2015).

Le développement du cerveau est donc chronologiquement établi pour

favoriser la prise alimentaire au détriment de son arrét.

Les réponses électrophysiologiques des neurones et le nombre de leurs synapses
évoluent selon le stade de développement du raton (Melnick et al., 2007). Dans I’ARC, trés
peu de synapses ont été identifiées a 15. Elles présentent en outre un phénotype immature
avec peu de vésicules et une faible spécialisation pré- et postsynaptique (Walsh et Brawer,
1979). Leur maturation est un long processus. Par exemple, il faut attendre J45 pour que
le nombre de synapses dans I’ARC et leur degré de maturité arrive a un niveau similaire a
celui de l'adulte (Walsh et Brawer, 1979).
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1.3. La régulation hédonique

Les signaux olfactifs associés au lait maternel sont percus comme gratifiants entre
J6 et J12 environ (Terry et Johanson, 1987) et dépendent de la signalisation neuronale
impliquant les récepteurs opioides (Philopena et al., 1996), avant le développement du
systéme de récompense dopaminergique. Les préférences conditionnées au golt (sucre et
gras) persistent quant a elles aprés le sevrage du raton (Myers et Sclafani, 2006; Myers et
al., 2005).

Chez la souris, les projections AgRP de I’ARC vers les zones corticolimbiques (CPF,
NAc) apparaissent a J16 (Bouret et al., 2004a). Les connexions entre la LHA et la VTA sont
établies lors de la premiére semaine postnatale chez le rat (Naef et al., 2014; Gjerde et
al., 2016) (fig.11). Les connexions axonales des neurones dopaminergiques entre la VTA
et le NAc sont formées puis remodelées en fin de gestation (Hu et al., 2004), mais ne sont
fonctionnelles qu’'une semaine apres la naissance (Tepper et al., 1998; Antonopoulos et
al., 2002). Dans le cortex sensoriel, le nombre de synapses est faible durant la premiére
semaine de vie, suivi d’'une brusque augmentation entre J10 et J15 (Micheva et Beaulieu,
1996). Apres le sevrage (3-4 semaines), les synapses nouvellement formées par les
neurones dopaminergique projetant de la VTA au NAc et au CPF sont élaguées et
I'expression des récepteurs a la dopamine et aux opioides est réduite (McDowell et Kitchen,
1987; Spain et al., 1985; Tarazi et Baldessarini, 2000). Ce n’est qu’a 130 que le nombre
de synapses devient similaire a celui de I'adulte, restant 16 fois plus élevé qu’aux premiers
jours (De Felipe et al., 1997). A cet age le CPF fait partie intégrante du circuit hédonique
et transmet des informations externes relatives aux aliments (la vue, l'odeur, le go(t)
(Zeltser, 2018).

Bien que les connexions physiques entre les zones cérébrales impliquées dans le
contrdle hédonique de la prise alimentaire soient déja présentes en fin de lactation, il reste
encore a développer les processus basés sur |'apprentissage et les retours post-ingestifs
positifs ou négatifs renforcés par le circuit mésocorticolimbique maturant progressivement
apreés le sevrage du raton (Ogawa et al., 1994).

Il est a noter que la signalisation GABAergique induit des effets opposés selon le
stade de développement. Si, chez I'adulte, le GABA est le neurotransmetteur inhibiteur des
neurones, il est activateur lorsqu’il se fixe sur des neurones immatures (pour revue, voir
Ben-Ari et al., 2012) Ce changement fonctionnel a été identifié par électrophysiologie a 18
dans I'hippocampe de rat (Tyzio et al., 2007). Ce role excitateur pourrait étre crucial dans
les nombreux processus développementaux se déroulant a ce stade, dont la différenciation

neuronale et la création des dendrites (Tyzio et al., 2007; Ben-Ari et al., 2012).
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Le neurodéveloppement est un processus complexe de longue durée
durant lequel les différentes structures cérébrales impliquées dans la régulation
de la prise alimentaire se développent progressivement. La premiére structure a
étre fonctionnelle est le tronc cérébral qui régule de facon réflexe la prise
alimentaire dés la naissance. Chez le rat, les connexions entre les circuits
homéostatique et hédonique apparaissent seulement aprés deux semaines de vie
postnatale et ne deviennent fonctionnelles qu’a la troisiéme semaine. Les
différentes étapes qui composent le neurodéveloppement débutent dés la
deuxiéme semaine de gestation, mais ne se terminent pas avant l'adolescence
voire I'age adulte pour certaines zones cérébrales impliquées dans la régulation
homéostatique et hédonique de la prise alimentaire. Ceci indique que durant une
longue période, ces zones cérébrales sont plastiques et potentiellement sensibles

aux facteurs environnementaux.

2. Facteurs pré- et postnataux influencant le neurodéveloppement

2.1. Les facteurs hormonaux

La leptine fait partie des premiéres hormones majeures du métabolisme a
apparaitre durant le développement du feetus. Tandis que chez I'adulte elle est
majoritairement produite par le tissu adipeux blanc (Zhang et al., 1994), elle est
synthétisée dans de nombreux tissus chez I'embryon, comme le foie et les cartilages
osseux puis le coeur (Hoggard et al., 1997). Chez la souris, '’ARNm du récepteur Lepr-b
est peu abondant dans I'hypothalamus durant la premiére semaine de vie mais augmente
drastiquement par la suite pour atteindre un pic d’expression J8 et J12 (Ahima et al., 1998;
Coupé et al., 2010; Bouret et al., 2012). Cette augmentation de |'expression du récepteur
a la leptine s'accompagne d’un pic de sécrétion de la leptine elle-méme, mesurée a un
facteur 5 a 10 chez les femelles (Ahima et al., 1998). Il est a noter que ce pic de sécrétion
de leptine chez les rongeurs n'est pas présent durant le développement postnatal de
I'Homme (Valleau and Sullivan, 2014).

Les récepteurs a la leptine étant exprimés dans les vaisseaux sanguins cérébraux
deés la naissance, la leptine pourrait traverser la barriere hémato-encéphalique et atteindre
les neurones leptine-répondeurs dés ce stade (Pan et al 2008). Cependant, |'apport
périphérique ou central de leptine a des souriceaux de phénotype sauvage ou déficients en

leptine (ob/ob), n‘impacte ni leur consommation de lait, ni leur poids, ni leur masse grasse
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avant J10 (Stehling et al., 1996; Mistry et al., 1999; Ahima and Hileman, 2000), alors que
la dose utilisée est connue pour moduler ces paramétres chez les adultes. Avant cet age,
la leptine ne joue donc pas son role dans la régulation de la balance énergétique connu
chez I'adulte.

En revanche, elle est nécessaire pour le développement des circuits cérébraux
régulant la prise alimentaire. Son pic de sécrétion durant la deuxieme semaine de vie
correspond a la période de développement des projections axoniques de I’ARC (Bouret et
al., 2004a). En effet, une injection périphérique de leptine durant cette période restaure
de facon permanente chez des souriceaux (°%/°°) |le réseau de projections neuronales a
partir de I’ARC, connu pour étre trés diminué chez ces animaux (Bouret et al., 2004b).
Ainsi, I'absence de réponse a la leptine avant 17-10 serait due a l'isolement de I'’ARC des
autres noyaux de I'hypothalamus en raison de I'immaturité des projections axoniques et
des synapses. A cet age, les récepteurs a la leptine sont déja exprimés dans I'’ARC ainsi
que dans d’autres noyaux hypothalamiques et sont fonctionnels, modulant I'expression des
genes pomc et npy (Proulx et al., 2002; Caron et al., 2010; Bouret et al., 2012; Baquero
et al., 2014). L’ARC est donc capable de répondre a la leptine, mais manque de projections
axoniques fonctionnelles pour transmettre le signal a d’autres zones cérébrales.

Dans I'hypothalamus, la leptine favoriserait particulierement le développement des
axones de certains neurones du PVN vers le DMN du tronc cérébral (Bouyer et Simerly,
2013). Ces populations neuronales du PVN puis plus tardivement du DMN influencent les
signaux nerveux sympathiques et parasympathiques impliqués dans la thermogenése. Ceci
explique que les dépenses énergétiques durant la premiére semaine de vie soient
majoritairement dues a la thermogenése et la croissance (Kennedy, 1957), toutes deux
indispensables a la survie du jeune rongeur. Ainsi, différents travaux montrent une
modulation des dépenses énergétiques en réponse a la leptine dés J7, avant la modulation
du comportement alimentaire (Markewicz et al., 1993; Kortner et al., 1994; Buchberger et
Schmidt, 1996; Meierfrankenfeld et al., 1996; Mistry et al., 1999; Stehling et al., 1996).
Au moment du sevrage et de la transition alimentaire des ratons, les circuits
homéostatiques et hédoniques sont suffisamment développés pour prendre part a la
régulation de la prise alimentaire. La leptinémie décroit alors a un niveau similaire a celui

de l'adulte (Devaskar et al., 1997) et joue son role d'inhibiteur de la prise alimentaire.

La ghréline et son récepteur sont déja détectés in utero chez la souris a E17 et
E12 respectivement (Torsello et al., 2003; Nakahara et al., 2006) de fagon concomitante
a la leptine. Contrairement a I'adulte ou la majeure partie de la ghréline est synthétisée
par I'estomac (Kojima et al., 1999; Date et al., 2000), la ghréline embryonnaire est
principalement produite par le pancréas (Chanoine et Wong, 2004). Aprés la naissance et

de fagon similaire a la leptine, une injection de ghréline a des ratons nouveau-nés
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n‘impacte pas leur consommation de lait avant J10 (Piao et al., 2008), indiquant une
possible résistance ou insensibilité a la ghréline avant cet &ge, bien que les récepteurs a
cette hormone soient déja exprimés et fonctionnels dans I’ARC (Steculorum et Bouret,
2011).

La ghréline sous sa forme active (acylée) comme inactive (non acylée) joue un role
dans la prolifération neuronale. In vitro, les deux formes permettent la prolifération de
cellules hypothalamiques de feetus de rat, et la forme active plus particulierement, induit
la différenciation de cellules progénitrices en cellules gliales et fait proliférer les
progéniteurs neuronaux (Inoue et al., 2010). Cependant, elle bloque leur différenciation
en neurones (Inoue et al., 2010). Les travaux de Steculorum et Bouret ont mis en évidence
le réle de cette hormone dans la programmation a long terme des projections axonales de
I’ARC vers le PVN, notamment des fibres a-MSH et AgRP, par rapport aux souriceaux
témoins. Ils ont également caractérisé a I'age adulte des altérations métaboliques, un poids
vif plus élevé et une prise alimentaire plus importante lorsque la concentration de ghréline
était sur- ou sous-optimale durant la lactation (J4-3J22) (Steculorum et al., 2015). Il est a
noter que I'augmentation du poids vif des souris adultes ayant subi une hyperghrélinémie
n‘est retrouvée que chez les individus males (Steculorum et al., 2015), indiquant un effet
du sexe sur le neurodéveloppement et les potentielles conséquences a long terme si celui-
ci est perturbé.

La ghréline agit de facon contraire a la leptine non seulement a I'age adulte, mais
également dés J10. Chez les souriceaux ayant une hyperghrélinémie artificielle, |'effet
neurotrophique de la leptine est 2 fois plus faible dans I'’ARC, associé in vitro a une
réduction de la pousse axonale des neurones de cette zone (Steculorum et al., 2015). Dans
le modéle de souris(°?/°°) déficientes en leptine, la réduction des projections des neurones
de I’ARC normalement attendue dans ce modéle est standardisée a J10 par la création
d’une hypoghrélinémie artificielle dés J4 (Steculorum et al., 2015).

La ghréline joue un r6le dans la prolifération neuronale en période prénatale, puis
de frein du développement axonal en période postnatale avec des conséquences
meétaboliques potentiellement importantes a I'dge adulte, telles qu‘une altération des
structures et des fonctions pancréatiques et stomacales (Steculorum et al., 2015). L'effet
orexigéne de cette hormone n’est pas présent pendant la période néonatale (Steculorum
et al., 2015).

L'insuline, produite par le pancréas, atteint un pic de concentration dans I'embryon
de souris a la fin de la premiére semaine de gestation, qui disparait rapidement en 3 jours
(Spaventi et al., 1990). Comme la leptine, cette hormone joue un réle neurotrophique. Elle
favorise la survie cellulaire lors du développement embryonnaire (Pablo et al., 2001),

notamment des neurones et favorise leur croissance axonale (Aizenman et de Vellis, 1987).
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In vitro, I'exposition directe d’explants ou de neurosphéres hypothalamiques immatures a
I'insuline induit une réponse dose-dépendante de la prolifération des NPCs (Desai et al.,
2011) et augmente la croissance axonale (Toran-Allerand et al., 1988) dés le début de la
derniére semaine de gestation (Schechter et al., 1999). Cette hormone permet également
la différenciation de ces NPCs, mais de fagon opposée a la leptine. En effet, si la leptine
différencie fortement les progéniteurs en neurones et peu en astrocytes, l'insuline oriente
majoritairement cette différenciation vers un phénotype astrocytaire et peu neuronal
(Desai et al., 2011). L'injection intra-hypothalamique d’insuline a 18 est associée a des
altérations morphologiques des noyaux dont I'’ARC et le VMN, associées a des troubles

meétaboliques et une adiposité a long terme (Plagemann et al., 1992, 1999a, 1999b).

L'amyline est un peptide sécrété par le pancréas, détectée dans cet organe dés la
treizieme semaine de grossesse chez I'humain, bien que le nombre de cellules sécrétrices
soit encore tres faible (In't Veld et al., 1992). Ce peptide est nécessaire a la neurogenése
puis au développement optimal des projections axonales qui relient I'area postrema au NTS
(Liberini et al., 2016; Abegg et al., 2017). Dans I'ARC, le VMN et la LHA, elle influence la
neurogenese, la pousse axonale et la signalisation de la leptine (Abegg et al., 2017; Liberini
et al., 2016; Lutz et Le Foll, 2019; Rosin et Kurrasch, 2019). Les ratons du modéle de rat
sensible a I'obésité (obese-prone) de Levin, sélectionnés par croisements pour développer
une obésité induite par un régime hyperénergétique (Levin et al., 1997a), présentent des
altérations dans les connexions AgRP/NPY et POMC/CART entre I’ARC et le PVN. L’injection
quotidienne d’amyline durant la période de neurodéveloppement (J0 a J6 ou J16) permet
le développement optimal de ces connexions, et augmente le nombre de neurones
ARCPOMC/CART (Johnson et al., 2016). Cet effet neurotrophique serait expliqué par la capacité
de I'amyline a augmenter le signal leptinémique dans I’ARC et le VMN, déficient dans
I’'hypothalamus de ces ratons, mais néanmoins nécessaire au neurodéveloppement. Une
étude récente démontre un autre role de I'amyline, non pas sur les neurones, mais sur la

maturation de cellules microgliales dans I'hypothalamus (Lutz et Le Foll, 2019).

La sérotonine (voir chapitre 2 partie 4.2.) joue de nombreux rbles durant le
neurodéveloppement, notamment dans la prolifération (Varrault et al., 1992; Brezun et
Daszuta, 1999) et la migration des progéniteurs (Riccio et al., 2009; Vitalis et Parnavelas,
2003) ainsi que leur différenciation en neurones (Vitalis et al., 2007; Lavdas et al., 1997)
et la survie de ces derniers (Dooley et al., 1997). Chez la souris, la sérotonine est
détectable au niveau central dés la deuxiéme semaine de gestation et sa concentration
augmente progressivement jusqu’a la naissance (Bonnin et al., 2011). Cette augmentation
est plus précoce et rapide dans le tronc cérébral que dans le reste du cerveau. Les

projections neuronales contenant de la sérotonine commencent a apparaitre dés le début
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de la derniére semaine de gestation (E16), mais n’atteignent leur pleine maturité qu’au
moment du sevrage (J21) (Wallace et Lauder, 1983). Ces données indiquent qu’une
altération de la signalisation de la sérotonine durant la gestation et la lactation pourrait
entrainer des altérations neurodéveloppementales, participant a I'age adulte a I'étiologie
de divers troubles psychologiques et métabolique (pour revues voir Lesch et Waider, 2012;
Martin et al., 2017).

La période de plasticité neuronale correspondant a la mise en place des
différents circuits cérébraux régulant le comportement alimentaire est sensible
aux concentrations circulantes de leptine, ghréline et insuline. Avant de jouer
leurs roles orexigéniques ou anorexigéniques caractérisés a I’age adulte lorsque
les structures cérébrales sont matures, ces hormones et peptides jouent un rdle
neurotrophique et dans la prolifération cellulaire. Une altération de Ila
concentration de ces hormones et peptides impacte le neurodéveloppement et
est associée pour certains d’entre eux a des conséquences a long terme sur le

métabolisme, I’'adiposité et la prise alimentaire.

2.2. L'alimentation et le statut métabolique maternels

D’autres facteurs environnementaux peuvent influencer le neurodéveloppement et
la programmation du métabolisme du descendant, notamment des facteurs nutritionnels
maternels. L'intérét porté aux facteurs nutritionnels est de plus en plus soutenu depuis les
travaux portant sur la famine hollandaise de 1944-1945. Ces travaux formulent I'hnypothése
gu’une perturbation des facteurs environnementaux, tels que la nutrition de la mére en
période prénatale, induirait une adaptation développementale du foetus et augmenterait le
risque de développer a I'age adulte un syndrome métabolique incluant une obésité, une
intolérance au glucose, ou un profil lipidique athérogéne (Ravelli et al., 1976; Roseboom
et al., 2001). Le développement des circuits cérébraux de I'hypothalamus est lui aussi
sensible a une sur- ou sous-nutrition périnatale. Les études épidémiologiques portant sur
une sous-nutrition maternelle durant cette période dévelopementale ont mis en évidence
chez les descendants adultes issus de ces meres des déficits cognitifs et comportementaux
tels qu’une schizophrénie, ou un retard dans I'apprentissage du langage (pour revue voir
Yan et al., 2018). A lI'inverse, un excés de nutriments en période pré- et/ou postnatale est
associé a des altérations structurelles de I’'hypothalamus, en partie médiées par une
sécrétion et/ou une signalisation leptinémique, ghrélinémique et insulinémique anormales
(pour revue voir Bouret, 2017). De plus, la modulation de la concentration de ces hormones

par des facteurs maternels durant des périodes temporelles critiques impacte a court et
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long termes la structure et le fonctionnement de ces neurones hypothalamiques impliqués
dans la régulation du comportement alimentaire (pour revues, voir Dearden et Ozanne,
2015; Elson et Simerly, 2015; Bouret, 2017).

La consommation d‘un régime hyper-énergétique est associée a des déséquilibres
homéostatiques, notamment une hyperleptinémie et une hyperinsulinémie. Ainsi, si un tel
régime est suivi durant la gestation, ces altérations des taux plasmatiques hormonaux
pourraient se retrouver chez le foetus. Bien que controversés (Zeltser, 2018), des travaux
ont démontré le passage de la leptine maternelle a travers le placenta (Smith et Waddell,
2002, 2003) et dans le lait (Brunner et al., 2015). L’'hyperleptinémie maternelle influence
la croissance et le poids feetaux et néonataux, positivement (Mantzoros et al., 2009; Kon
et al., 2014; Simpson et al., 2016; Meyer et al., 2018) ou négativement (Nilsson et al.,
2003; Brunner et al., 2015). Or une altération du poids de naissance est désormais connue
pour avoir des conséquences a long terme sur le fonctionnement cérébral, 'augmentation
de l'anxiété a l'age adulte, l'obésité et la composition corporelle, ou encore des
dérégulations du métabolisme glucidique (Gampel and Nomura, 2014; Palatianou et al.,
2014). La ghréline maternelle passe également la barriére placentaire et sa concentration
est positivement corrélée au poids de naissance des descendants chez le rongeur
(Hayashida et al., 2002; Nakahara et al., 2006) et I'Homme (Allbrand et al., 2018).
L'insuline maternelle passe dans le lait (Fields et Demerath, 2012) mais ne traverserait pas
spontanément le placenta (Keller and Krohmer, 1968) a moins d’'étre liée a des
immunoglubulines G (IgG) (Jovanovic and Pettitt, 2007). Cependant, la glycémie de la
mere stimule la production endogéne d’insuline par le feetus (Baumann et al., 2002),
induisant une hyperinsulinémie compensatrice (Desoye et al., 2011).

Chez le rat, un diabéte gestationnel, méme modéré, altérerait la capacité
neurotrophique de l'insuline chez le descendant, induisant chez celui-ci des altérations
neurodéveloppementales, spécifiquement dans les noyaux hypothalamiques régulant la
prise alimentaire. Au sevrage (J21), correspondant a la fin de la période critique de
différenciation de I’'hypothalamus, les ratons issus de meére diabétique montrent une
réduction du cytoplasme des neurones de I'’ARC, du VMN et du PVN, ainsi qu’un ratio
glie/neurones augmenté dans cette derniére zone (Plagemann et al., 1999a).

Chez le rat, la consommation d’un régime riche en gras par la mére, de méme que
son obésité, augmente le nombre de neurones orexigénes et réduit celui des neurones
anorexigénes dans I’ARC, le PVN et la LHA des descendants durant les premiéres semaines
de vie voire in utero, soit bien avant le développement d’un surpoids ou d’une hyperphagie
(Chang et al., 2008; Kirk et al., 2009; Grayson et al., 2010; Bouret, 2017). La
consommation d’un tel régime par la mére induit chez les ratons une fois a I'age adulte

une intolérance au glucose et une résistance a l'insuline (Yokomizo et al., 2014). Cette
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résistance a l'insuline se transmet a la génération suivante, de méme que des altérations
dans I'expression du récepteur a la ghréline, indiquant la mise en place d’'un mécanisme
épigénétique (Dunn et Bale, 2009). Ce mécanisme est persistant, puisqu’a la troisiéme
génération, la résistance a l'insuline est retrouvée, mais uniquement chez les femelles, et
est d’origine paternelle (Dunn et Bale, 2011). L'étude de Yokomizo et al. (2014) conforte
cet aspect « sexe » de la résistance a l'insuline et de l'intolérance au glucose puisque ce
phénotype est plus important chez les femelles que chez les males adultes. Outre un impact
sur les circuits homéostatiques de I’hypothalamus, un régime HED (hyper-énergétique :
riche en gras et en sucres) durant la gestation et la lactation de la rate provoque une
altération des circuits hédoniques chez les ratons males selon le stade de développement
(Paradis et al., 2017) et modifie les préférences alimentaires des ratons une fois adultes
(Bayol et al., 2007). Le type de régime maternel, hyper-énergétique, riche en gras (HFD)
ou riche en sucre (HSD, high sucrose diet), conduirait a des impacts différents sur la
préférence hédonique alimentaire, la prise alimentaire et la réponse NPY des descendants
(Kozak et al., 2005).

Outre les altérations hormonales et nutritionnelles, d’autres modifications de
I’'homéostasie maternelle, notamment immunitaires altérent le neurodéveloppement du
descendant. Chez les rongeurs, une infection virale, bactérienne, ou linjection de
composés mimant de telles infections (l’acide [Poly(I:C)] ou des LPS (lipopolysaccharides)
bactériens) durant la gestation, induit des altérations cérébrales structurelles et
fonctionnelles chez la descendance (Meyer et al., 2009; Knuesel et al., 2014; Meyer,
2014).

2.3. Les périodes critiques d’influence

L'impact de I'alimentation et du métabolisme maternels sur le neurodéveloppement
du descendant est particulierement marqué si des altérations concernant ces facteurs se
produisent lors de fenétres critiques développementales. Chez le rongeur, une exposition
a ces altérations maternelles durant la lactation semble plus influente sur le
neurodéveloppement, la prise alimentaire et le métabolisme du descendant qu’une
exposition de celui-ci durant la gestation (Bouret et al., 2004b; Fahrenkrog et al., 2004;
Bayol et al., 2007; Sun et al., 2012; Vogt et al., 2014). Une intervention durant la lactation,
par exemple un apport de leptine a des souris(°®/°°) génétiquement déficientes en leptine,
restaure le phénotype neuronal normal observé chez des souris non déficientes (Bouret et
al., 2004b). Cependant, la méme intervention a I'dge adulte n’a pas d'impact (Bouret et

al., 2004b). Chez I'Homme, une dénutrition maternelle durant le premier ou le dernier
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trimestre de grossesse induit des altérations différentes chez la descendance, notamment

en terme de développement d'obésité (Ravelli et al., 1976).

Des altérations du régime alimentaire et/ou du métabolisme maternels,
impactent a court et long termes le fonctionnement neuronal, le métabolisme, la
composition corporelle, la prise alimentaire ou encore les préférences
alimentaires des descendants. Cette influence maternelle sur le descendant varie
selon la fenétre temporelle durant laquelle il y est exposé, ainsi que selon le sexe.
Cependant, d’autres études sont nécessaires pour confirmer le role des facteurs
maternels dans la programmation a long terme du comportement alimentaire du

descendant selon son sexe.

L'altération de I'homéostasie métabolique associée a la consommation d’un régime
déséquilibré (HED, HFD, HSD) est associée a une modification de la composition du
microbiote intestinal, de plus en plus identifi€ comme un acteur clé dans la régulation de
la santé de I’'hote. De plus, le microbiote intestinal maternel et/ou néonatal jouerait un réle
important dans la programmation du fonctionnement neuronal ou des maladies qui lui sont
associées (Codagnone et al., 2019). La période néonatale serait donc une période critique
durant laquelle l'interaction entre alimentation, métabolisme et microbiote intestinal de la
mere et/ou du descendant pourrait influencer le comportement de celui-ci a I'dge adulte
(fig12).
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Chapitre 2. Microbiote intestinal du descendant : mise en

place et facteurs influencant sa composition

Le terme de « flore intestinale », a longtemps été utilisé pour désigner les micro-
organismes vivants dans l'intestin. Ce terme est tombé en désuétude au profit de
I'appellation « microbiote » (Goetz, 1950), associé pour la premiére fois a I'Homme en
1966 en tant que « microbiote intestinal » (Dubos, 1966). Le microbiote intestinal est non
seulement composé de bactéries, mais aussi de virus et d e phages (Virgin, 2014), de
levures, de vers, d'archae (Glendinning et Free, 2014), de protozoaires et de champignons
(Scanlan et Marchesi, 2008) dont les rdles restent encore peu caractérisés.
Progressivement, d’autres types de microbiotes ont été identifiés en association avec les
différentes parties du corps : microbiote cutané, oro-pharyngé, nasal, pulmonaire, vaginal
ou encore associé au lait maternel (fig.13) (Cabrera-Rubio et al., 2012; Blum, 2017).

Le terme « microbiome » a été originellement défini comme I'ensemble des

génomes des micro-organismes constituant le microbiote (Hooper et Gordon, 2001). Avec
l'usage, il peut également faire référence a I'ensemble des constituants moléculaires
(métagénome, transcriptome, métaprotéome, métabolome) caractérisant un microbiote

(Dore et al'l 2017b) Conduit auditif

externe Cheveux
La composante bactérienne des “j
microbiotes étant majoritaire et la plus
étudiée a I'heure actuelle (Cassard et Narines Esophxge
Thomas, 2017), l'utilisation du terme “
« microbiote » dans la suite de ce [

Tractus

manuscrit fait référence aux seules Peau gastrointestinal

bactéries, et le terme « microbiome »

aux seuls génomes de ces bactéries.

[ Firmicutes [C] Bacteroidetes [@ Fusobacteria
[ Actinobacteria [ Verrucomicrobia [] Proteobacteria

Figure 13. Différents microbiotes humains
avec |'abondance moyenne des phyla
dominants qui les composent. Celui associé
au lait maternel n’est pas représenté. D'aprés
Blum (2017).
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A) Mise en place du microbiote intestinal du descendant
1. Nait-on stérile ?

En 1900, le pédiatre Henry Tissier déclarait que « le feetus repose dans un
environnement stérile » (Tissier, 1900). L'utérus en condition physiologique a donc été
considéré comme stérile au cours de la grossesse (Funkhouser et Bordenstein, 2013) et la
présence de bactéries liée a des facteurs de risques pour le foetus et la mere (Martius et
Eschenbach, 1990). Avec I'évolution des techniques d’analyse du microbiote, de plus en
plus sensibles, un nombre croissant de travaux scientifiques ont identifié la présence de
bactéries dans des zones de I'hote jusque-la considérées comme stériles : le placenta, le
liquide amniotique, les membranes fecetales, le sang de cordon ombilical, le méconium
(Baldassarre et al., 2018; Swartwout et Luo, 2018; Willyard, 2018b; van den Elsen et al.,
2019), mais aussi le systéme nerveux central, le sang, les voies respiratoires basses, ou
encore |'endoderme (Kuperman et Koren, 2016). Cependant, de nombreuses limites
apparaissent dans ces travaux. En effet, la présence d’ADN ne signifie pas que des
bactéries viables sont présentes. Méme si des bactéries viables ont pu étre identifiées dans
des foetus de souris, leur densité est trés faible, de l'ordre de 10! a 103 ufc par feetus
(Younge et al., 2019). La sensibilité des techniques de séquencage associée a cette faible
guantité de matériel génétique bactérien rend difficile I'exploitation des résultats suite a
I'amplification de la contamination environnementale (Zhu et al., 2018). Une autre étude
chez la souris démontre I'existence d’un passage de bactéries vivantes de la mére au feetus.
Une souche d’Enterococcus faecium marquée donnée oralement aux souris gestantes a été
retrouvée dans le contenu intestinal des foetus analysés aprés césarienne (Jiménez et al.,
2008c). Cette derniére étude entre en contradiction avec l'existence des modéles
d’animaux axéniques qui, par définition, naissent et grandissent dépourvus de tout
microbiote (Perez-Mufioz et al., 2017).

La question de la présence ou non d‘une colonisation in utero du tractus digestif du
descendant reste donc entiére. Cependant, la majeure partie des bactéries colonisant le

descendant est transmise par sa mére et I'environnement a sa naissance.

2. Etablissement du microbiote intestinal et de ses capacités métaboliques

A la naissance, la lumiére intestinale est un environnement aérobie. Ainsi, les
premiéres bactéries a s’y implanter sont aérobies-anaérobies facultatives comme les
Enterobacterium, Enterococcus ou Staphylococcus. Ces bactéries utilisent I'oxygéne pour

se développer et réduisent rapidement le potentiel redox de la lumiére intestinale. En 2 a
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5 jours chez I'Homme, ce changement de conditions physico-chimiques permet a des
bactéries anaérobies strictes de pouvoir s’installer a leur tour, comme Bifidobacterium,
Bacteroides et Clostridium) (Le Huérou-Luron et al., 2010; Butel et al., 2017; Milani et al.,
2017; van den Elsen et al., 2019a) (fig.14).
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8 Enterobacteriaceae |
o 7 ‘ — Staphylococcus
(LB 6 Bacteroides
D 5 Clostridium
5 4 — Bifidobacterium
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Figure 14. Profil d'établissement du microbiote intestinal au cours des premiers jours de
vie d’'un enfant né a terme par voie basse et allaité. UFC : unité formant colonies. Issue de

[ I R R Y A

2.1. Mise en place du microbiote intestinal humain (fig.15)

Le microbiote postnatal est moins divers et plus variable que celui de l'adulte
(Derrien et al., 2019a; Dominguez-Bello et al., 2019). Une explication a cette moindre
diversité pourrait étre la pression de sélection induite par la mono-consommation de lait
maternel favorisant le développement des espéces capables d’utiliser les substrats qu’il
contient (Dominguez-Bello et al., 2019), notamment celles du genre Bifidobacterium
(Garrido et al., 2013) et Bacteroides thetaiotaomicron (Xu et al., 2003b), et de facon plus
générale, les bactéries lactiques.

Chez I'Homme, de nombreux travaux ont caractérisé la composition du microbiote
intestinal a divers stades de développement. A une semaine, le microbiote intestinal du
nouveau-né est similaire a celui d’'un nourrisson d’'un mois (Hill et al., 2017). A six
semaines, les différents microbiotes du nourrisson différent significativement des
microbiotes maternels vaginal et associé au lait, et leur composition s’adapte aux différents
sites corporels (Chu et al., 2017). Vers six mois, l'introduction d'une nourriture solide
augmente drastiquement la diversité du microbiote intestinal du nourrisson (Koenig et al.,
2011; Laursen et al., 2016). La dominance des phyla Firmicutes et Bacteroidetes permet
la production accrue d’acides gras a chaine courte (AGCC) a partir de glucides complexes
et d’amidon (Laursen et al., 2016). A un an, la diversité du microbiote intestinal est

similaire a celui d’un adulte (Walker, 2017), avec un enrichissement de son microbiome en
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voies métaboliques de la synthése de vitamines et du métabolisme des substances
xénobiotiques (Koenig et al., 2011).

Cependant, I’age auquel le microbiote de l’enfant serait identique a l'adulte en
termes de composition, de structure et de fonction ne fait pas consensus. Outre I'age d’un
an, les ages de 3 ans, 4 ans, voire méme apreés 12 ans ont été proposés (Yatsunenko et
al., 2012; Ringel-Kulka et al., 2013; Hollister et al., 2015). De telles différences entre ces
études pourraient étre dues aux moyens utilisés pour analyser le microbiote et au
traitement bio-informatique associé, mais également a l|‘origine géographique des
cohortes, aux tranches d’‘ages identifiées comme « enfants » et « adultes », ainsi que
I'expression des différences en terme de nombre de taxa (a-diversité), d’abondance
relative de ces taxa, de distance entre les structures des communautés bactériennes (B-
diversité), ou encore de voies métaboliques potentielles. D'autres études avec un protocole
standardisé sont nécessaires pour statuer sur |'‘évolution du microbiote intestinal du

descendant en période néonatale.

2.2. Mise en place du microbiote intestinal du rat

A notre connaissance, trés peu de données existent sur la mise en place du
microbiote intestinal du raton. La composition du microbiote intestinal change
drastiquement entre la premiéere et la deuxieme semaine de vie (Fanca-Berthon et al.,
2010). A ce stade (J16), lI'abondance des différents genres bactériens analysés par gPCR
atteint déja celle de I'adulte (J100) (Fanga-Berthon et al., 2010). Cette similarité pourrait
étre expliquée par un développement moteur suffisant pour pouvoir commencer a ingérer
la nourriture solide maternelle. Contrairement a l'activité de la lactase dans le jéjunum qui
diminue progressivement jusqu‘au sevrage (J22), la production d’AGCC augmente
progressivement d’un facteur 4 entre 15 et J40. A J40 cependant, la concentration d’AGCC
totaux reste moitié moindre que celle mesurée a I'age adulte (J100). Contrairement a
I'acétate, et dans une moindre mesure au propionate et aux AGCC mineurs, le butyrate
n‘est pas détectable dans le contenu caeco-colique des ratons avant J16, indiquant une
immaturité fonctionnelle du microbiote. A l'inverse, la concentration de polyamines chute
drastiquement a partir du sevrage et reste a la limite du seuil de détection jusqu’a I'age
adulte (Fanga-Berthon et al., 2010). Ces résultats confirment le travail d’Inoue et Ushida
(2003) démontrant une augmentation de la diversité du microbiote intestinal de ratons
apres le sevrage et une stabilité de cette diversité a partir de J24-27. Cependant, d'autres
études ciblant la composition du microbiote intestinal du raton avant le sevrage sont
nécessaires pour définir précisément son schéma d’installation et les facteurs précoces

pouvant l'influencer.
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Figure 15. Vue schématique du développement du microbiote intestinal de I'enfant durant les 3
premiéres années de vie. La diversité bactérienne augmente avec l'age, tandis que les variations inter-
individuelles (B-diversité) diminuent. M : mois ; Y : année. Issue de Derrien et al. (2019)
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B) Facteurs influencant la composition du microbiote intestinal

du descendant

1. Les microbiotes maternels

Parmi I’'ensemble des microbiotes de I'organisme, ceux associés a l'intestin, au vagin

et au lait sont les communautés les plus étudiées chez la dyade mere-descendant.

1.1. Le microbiote intestinal

La plupart des données connues sur le microbiote intestinal de I'adulte s’applique
également a la meére, y compris durant la gestation et la lactation. Cette partie n’est donc

pas restreinte aux seules meéres.

Composition du microbiote intestinal. La masse bactérienne intestinale d’un
adulte est comparable a celle de son cerveau (Forsythe et Kunze, 2013) (Parent, 1996). Il
serait composé d’environ 1 800 genres pour 40 000 souches différentes (Forsythe et
Kunze, 2013; Frank et Pace, 2008; Luckey, 1972). L'affirmation d’'un nombre de bactéries
10 fois plus important que le nombre de nos propres cellules a persisté jusqu’en 2014, ou
il a été mis en doute, puis ré-évalué a 1,3:1 en 2016 (Abbott, 2016; Sender et al., 2016).
Le génome du microbiome intestinal contient environ 10 millions de génes bactériens (Li
et al., 2014), bien plus que les 21 000 génes du génome humain, mais ce nombre reste
soumis a controverse (Willyard, 2018b).

Les diverses conditions physico-chimiques rencontrées le long du tractus digestif,
notamment les variations de pH, sont a l‘origine du développement de populations
bactériennes spécifiques, adaptées a ces habitats (Walter and Ley, 2011; Sender et al.,
2016) (fig.16). Ces populations sont composées a la fois de micro-organismes autochtones
et allochtones (Savage, 1977). Les bactéries autochtones occupent des niches écologiques
par une adaptation génétique a leur habitat, et forment une population stable sur de
longues périodes de temps et sont retrouvées chez de nombreux individus différents
(Walter et Ley, 2011). Les membres allochtones au contraire, n‘ont pas de niches
spécifiques, ne contribuent que peu au fonctionnement de I'écosystéme (Savage, 1977) et
proviennent dans la majorité des cas de I'environnement extérieur via I’alimentation ou
des parties proximales du tube digestif. Malheureusement, la plupart des études portent
sur un échantillonnage unique et ne permettent donc pas de séparer les membres
permanents des membres transitoires (Walter et Ley, 2011).

Sept phyla bactériens majoritaires composant le microbiote intestinal ont été

identifiés par le séquencage de I'ADNr 16S : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
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Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, et un phyla d’archae

représenté par le genre Methanobrevibacter (Eckburg et al., 2005).

Site pH Genres  Nombre d’ufc / mL de contenu

Streptococcus

Lactobacillus : 1089

(Streptococcus,
Estomac Lactobacillus, 1023
Staphylococcus)
Helicobacter pylori
Duodénum 5-7 10045 1093 1092 1034
 Escherichia
Enterococcus
Jéjunum 7-9 Bacteroides 1016 1016 1045
Bacteroides
lléon 7-8 Bifidobacterium 10356 1038 108 108
Bacteroides
Eubacterium
Colon 5_7 Bifidobacterium 1011 108 1ol

Peptostreptococcus
Fusobacterium

Ruminococcus 100 qou

Feces 6-7 a fum

1967 1974 1983 2011
a b,c d ef

Figure 16. Genres bactériens les plus identifiés dans les différentes parties du tube
digestif. L'évolution des techniques d’analyse du microbiote (culture, séquengage de I'’ADNr
16S, puis métagénomique, a permis de caractériser de plus en plus précisément les taxa. ufc :
unité formant colonie. 1 ufc = 1 bactérie. a) Gorbach et al., 1967; b) Draser et Hill, 1974; c)
Morre & Holdeman, 1974; d) Finegold, 1983; e) Walter et ley, 2011. f) Sender et al., 2016.

Parmi ces divisions phylogénétiques, deux phyla dominants, Firmicutes et
Bacteroidetes, représentent 80 a 95% des séquences d’ADNr 16S séquencées (Suau et al.,
1999; Eckburg et al., 2005; Ley et al., 2006) bien que certains auteurs comptent 3 phyla
majoritaires avec Actinobacteria (Tap et al., 2009), voire quatre avec les Protéobactéries
(Harmsen et de Goffau, 2016).

Dans lintestin gréle, le ceecum et le cblon, deux populations bactériennes
différentes cohabitent dans deux niches écologiques séparées : la lumiére intestinale avec
un contenu liquide en mouvement et en anaérobie stricte, et la partie superficielle du
mucus intestinal, moins brassée et plus riche en oxygéne du fait de sa proximité avec les
cellules épithéliales et les capillaires sanguins (Zoetendal et al., 2002; Eckburg et al., 2005;
Espey, 2013; Albenberg et al., 2014; Doré et al., 2017b). Les populations de la lumiéere
intestinale sont dominées a 90% par les Firmicutes (Enterococcaceae et Lactobacillaceae)

et les Bacteroidetes (Bacteroidaceae) (Nava et al., 2011), mais la structure et |'activité des
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communautés varient dans I'espace au gré des contractions péristaltiques et des apports
différents provenant du gréle (Marteau et al., 2001; Zoetendal et al., 2002; Cremer et al.,
2016). Les communautés bactériennes proches de la muqueuse sont plus stables
(Zoetendal et al., 2002; Eckburg et al., 2005), bien que moins denses et moins diverses
que les communautés de la lumiére, chez I'Homme (Willing et al., 2010) comme chez le
rat (Li et al., 2017). Ces populations mucosales seraient majoritairement représentées par
les Firmicutes, notamment les clusters XIV et IV des Clostridiales (Wang et al., 2003,
2005), comprenant entre autres les Lachnospiraceae et Ruminococcaceae (Zoetendal et
al., 2002). Akkermansia muciniphila ne se développeraient qu’au contact de la muqueuse
(Desai et al., 2016). Cependant, peu de données existent sur la composition du microbiote
associé a la mugueuse intestinale. Ces bactéries adhérentes a la muqueuse sont capables
de synthétiser les enzymes leur permettant de dégrader la couche de mucus produite par
les cellules caliciformes ou cellules a mucus de I’'héte (Aron-Wisnewsky et Clément, 2017).
Par cette proximité, elles interagissent de facon plus soutenue que les bactéries de la
lumiere intestinale avec I'épithélium de I'hGte, et jouent un réle clé dans la régulation de
I’'homéostasie intestinale (Tomas et Sansonetti, 2017).

A I’échelle de l'individu, la composition du microbiote intestinal est stable dans le
temps (Costello et al., 2009; Goodman et al., 2011; Walter et Ley, 2011; Bernalier-
Donadille et Pochart, 2017; Doré et al., 2017c) et la redondance des fonctions
métaboliques entre les différents taxa permet a ce microbiote d’étre résilient suite a des
modulations (Turnbaugh et al., 2009; Rizkalla et Doré, 2017) telles que la prise
d’antibiotiques. De cette stabilité découle la notion de « noyau phylogénétique » conservé
entre individus. Ce noyau est composé d’une soixantaine d’OTUs représentées par 17
genres bactériens, dont Faecalibacterium, Ruminococcus, Eubacterium, Dorea,
Bacteroides, Alistipes et Bifidobacterium retrouvés chez 50 a 90% des individus (Tap et
al., 2009; Qin et al., 2010; Willing et al., 2010). De la méme fagon, une fraction des génes
du métagénome intestinal bactérien, elle aussi conservée entre les individus, constitue
notre « noyau métagénomique » (Tap et al., 2009; Qin et al., 2010).

Le profil métagénomique du microbiote intestinal de quelques milliers de personnes
a permis d’établir I'existence de trois structures de communautés bactériennes intestinales
majoritaires, appelées « entérotypes » (fig.17). Ces structures sont chacune dominée par
un genre bactérien : Bacteroides, Prevotella, ou Ruminococcus (Arumugam et al., 2011;
Harmsen et de Goffau, 2016). Ces structurations favorisées autour d’un genre clé indiquent
qu’il existe des interactions préférentielles entre bactéries, ou au contraire des

incompatibilités (Bernalier-Donadille and Pochart, 2017).
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Variabilité du microbiote intestinal. Il existe une grande variabilité inter-
individuelle dans la composition du microbiote intestinal en termes de taxa et de leurs
abondances respectives (Costello et al., 2009; Eckburg et al., 2005; Tap et al., 2009;
Turnbaugh et al., 2009; Doré et al., 2017c), notamment due a des facteurs associés a
I’'hote tels que la génétique (Turnbaugh et al., 2006), le rythme circadien (Aron-Wisnewsky
and Clément, 2017), le régime alimentaire (Turnbaugh et al., 2008), le poids (Backhed et
al., 2004), I'age et la localisation géographique (Yatsunenko et al., 2012), ou encore |'état
de santé (Doré et al., 2017a) et le genre (Jasarevi¢ et al., 2016). Au cours du temps, la
structure du microbiote intestinal d’un individu est dynamique et pourrait se déplacer
régulierement dans |'espace écologique définis par les trois entérotypes (Knights et al.,
2014; Bernalier-Donadille and Pochart, 2017).
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Figure 17. Paysage écologique des microbiotes intestinaux humains présentant leur
densité en fonction de leur composition en genres bactériens et illustrant les trois
entérotypes avec leur genre dominant respectif. (Issue de Doré, 2013).

1.2. Le microbiote vaginal

Composition du microbiote vaginal. Les Lactobacillus sont des bactéries
anaérobies facultatives se développant plus rapidement en anaérobie stricte en I'absence
d’espéces réactives de |I'oxygene (Murphy et Condon, 1984). Les espéces et souches se
développant dans le vagin, plus riche en oxygéne que la lumiére intestinale, ont le matériel
génétique leur donnant la capacité de produire de I’'H202 pour se protéger des radicaux
libres (Mendling, 2016; Murphy et Condon, 1984), indiquant une adaptation spécifique de
ces espéces a cet environnement.

Chez la femme, I'utilisation de la métagénomique a permis d’identifier plus de 200
- 250 espéces de Lactobacillus dans le microbiote vaginal (Li et al., 2012). Cependant, une

femme cyclée n’en héberge qu’entre 10 et 15 environ (de Vos et al., 2012), dont seulement
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une ou deux sont dominantes parmi Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. iners
(Vasquez et al., 2002). Ces espéces sont retrouvées a des densités de I'ordre de 10° a 108
ufc/mL de suspension vaginale (Jespers et al., 2012). Cependant, l'affirmation d‘un
écosystéme vaginal dominé par les Lactobacillus est remise en question au vu de
I'augmentation du nombre de travaux indiquant qu‘au moins 25% des femmes ont un
microbiote vaginal qui n’est jamais dominé par ce genre bactérien durant toute leur vie,
sans pour autant que ces femmes soient sujettes a des pathologies vaginales (Zhou et al.,
2004; Ravel et al., 2011; Hickey et al., 2012; Anahtar et al., 2015). Cing « vagitypes » ou
« community state types » (CSTs) ont été décrits (Zhou et al., 2007; Ravel et al., 2011;
Gajer et al., 2012; Jespers et al., 2012; Mendling, 2016; Drell et al., 2017). Contrairement
au microbiote intestinal, chaque CST est dominé par un seul, au maximum deux taxon(s)
(Zhou et al., 2007; Jespers et al., 2012; Mendling, 2016; Drell et al., 2017) (tableau 1).

De la méme facon que celui de la femme, le microbiote vaginal des rongeurs peut
étre caractérisé en différents CSTs, nommés mCSTs (murine community state types)
(Vrbanac et al., 2018a). Cependant, les genres dominants de ces communautés sont trés
différents, et Lactobacillus est rarement dominant (Hafner et al., 1996) (tableau 1). Chez
la rate, le microbiote vaginal serait dominé par les phyla Proteobacteria, Firmicutes et
Actinobacteria (Levy et al., 2019), et présenterait une grande variabilité intra-individuelle
(tableau 1).

Tableau 1. Comparaison de la composition du microbiote vaginal de la femme, de la
souris et de la rate non gestantes.

Femme Souris Rate
(m)CsT1I Lactobacillus crispatus Staphylococcus Dominé par :
(m)CST II . . Staphylococcus - Proteobacteria (Proteus,
Lactobacillus gasseri + Enterococcus Escherichia/Shigella,
(m)CSTIII | actobacillus iners Enterococcus Morganella, Pasteruellaceae)
Mélange de Gardnerella, - Firmicutes (Streptococcus,
(m)CST IV Atopobium, Prevotella et Lactobacillus Enterococcus, Aerococcus)
de Clostridiales Actinobacteria
(m)CSTV | actobacillus jensenii Pas de dominance (Corynebacterium)

Diversité élevée

o Fredricks et al., 2008
Références Ravel et al., 2011
Gajer et al., 2012

Vrbanac et al.,

2018 Levy et al., 2019

Ces résultats chez la souris et la rate sont cependant a prendre avec précaution
puisqu’ils sont basés sur I'analyse d’'un nombre trés restreint de séquences d’ADNr 16S
(1500 - 1700), et donc peu informatifs et fiables.
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reste donc peu décrite et nécessite des études supplémentaires.

Le microbiote vaginal des modeéles de rongeurs reste difficile a étudier par
la faible surface de muqueuse échantillonable. Ceci implique une densité
bactérienne collectée souvent en dessous du seuil de détection des réactions
d’amplification nécessaires au séquencage, ainsi qu’une augmentation de la

détection d’ADN contaminant. La composition du microbiote vaginal des rongeurs

Variabilité du microbiote vaginal. Les changements dans la composition du

microbiote vaginal ne s’expriment pas en terme de changement d’abondance relative de

taxons, mais en terme d’écosystéme microbien complet, qui passe d’'un CST a un autre

(Gajer et al., 2012). De plus, ces changements sont rapides et fréquents (fig.18). En effet,

bien que certaines femmes présentent une stabilité temporelle, des études longitudinales

ont démontré que la plupart des microbiotes vaginaux subissent des fluctuations
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Figure 18. Variabilité temporelle et inter-individuelle du microbiote vaginal chez la femme.
Extraites de Gajer et al (2012). Chaque graphique représente |I’évolution de I'abondance relative en
taxa et du CST (community state type) correspondant d’une seule femme durant 15 semaines.
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journaliéres ou hebdomadaires (Smith et Ravel, 2017) (fig.18). Ce microbiote est donc un
écosystéme particulierement dynamique, tant et si bien qu’il n‘a pas été possible d’en
définir un noyau phylogénétique constant comme pour celui de lintestin (Ravel et al.,
2011).

Origine du microbiote vaginal. Si l'idée d’une translocation bactérienne de
I'intestin vers la muqueuse vaginale est reprise dans de nombreuses revues scientifiques
(pour exemples, Mendling, 2016; Reid, 2018), aucune étude n‘a a ce jour caractérisé et
confirmé I’existence d’une telle translocation. Les premiers indices d’un tel passage
proviennent de travaux impliquant la prise orale de souches spécifiques de bactéries, et
par la suite de leur identification dans le vagin (Hilton et al 1992) (Shalev et al 1996).
(Reid et al., 2001, 2003; Gardiner et al., 2002; Morelli et al., 2004; Strus et al., 2012).
Les mécanismes par lesquels les bactéries pourraient coloniser la muqueuse vaginale n‘ont

jamais été décrit, et I'efficacité d'un tel passage est mise en doute (Reid, 2018).

1.3. Le microbiote associé au lait maternel

Le lait maternel est I'aliment de référence pour les nouveau-nés (Walker, 2010).
L’'OMS recommande l'allaitement exclusif pendant les 6 premiers mois de vie (WHO, 2001),
apportant a I’'enfant un mélange de cellules immunocompétentes, d’immunoglobulines et
de composés anti-microbiens (Fernandez et al., 2013a), en plus des lipides, protéines et
glucides (Ballard et Morrow, 2013; Petherick, 2010). Bien qu'il ait longtemps été considéré
comme stérile, le lait maternel contient des bactéries, transférées de la mére a l'enfant
durant la tétée (Martin et al., 2003). Cet apport bactérien a été estimé par culture entre
10% et 10° bactéries par jour, pour une consommation quotidienne d’environ 800 mL de lait
(Heikkila et Saris, 2003).

Composition du microbiote associé au lait. Les premiéres cultures de lait
maternel ont été réalisées sur des milieux favorisant la croissance des bactéries lactiques,
streptocoques, staphylocoques et d'autres bactéries a Gram positives associées (Heikkila
et Saris, 2003; Martin et al., 2003; Reviriego et al., 2005; Jiménez et al., 2008a). Bien
gue cette technique présente |'avantage de dénombrer les bactéries métaboliqguement
actives, celles plus difficiles a cultiver ne sont pas identifiées. L’utilisation de la gPCR
(Collado et al., 2009; Khodayar-Pardo et al., 2014), puis le séquengage de I’ADNr 16S
(Cabrera-Rubio et al., 2012; Boix-Amoros et al., 2016) ont permis de caractériser de fagon
plus compléte ce microbiote (Gueimonde et al., 2007; Martin et al., 2007b; Delgado et al.,
2008) (tableau 2). Les genres les plus dominants et prévalents seraient, dans l‘ordre
décroissant, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium

et Leuconostoc, indiquant une diversité bactérienne importante.
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Concernant les rongeurs, une seule étude, sortie en septembre cette année, a
caractérisé la composition du microbiote associé au lait de souris. Le nombre de taxa
identifiés dans le lait au moment du pic de production (J15) était d’environ 200 (Warren et
al., 2019a), avec une majorité de séquences affiliées aux Firmicutes (39,7%), puis aux
Proteobacteria (38,9%) et aux Actinobacteria (19,2%) (tableau 3).

Variabilité du microbiote associé au lait. Il existerait une grande variabilité
inter-individuelle en terme de biomasse bactérienne, allant jusqu’a un facteur 10* entre
deux femmes (de 10*°> a 108 ufc/mL) (Boix-Amoros et al., 2016a). Une des explications
pourrait étre la contamination du lait par le microbiote de la peau de la mére, ou de la
bouche du bébé, venant enrichir la diversité et la densité bactérienne initiale (Fernandez
et al., 2013a; LaTuga et al., 2014). Une autre pourrait étre I'absence de standardisation
dans les méthodes de collection et de stockage (West et al., 1979). Chez la femme, cette
densité bactérienne varierait également au cours de la lactation. Elle serait
significativement moins élevée dans le colostrum (du 1€ au 5°™e jour) par rapport au lait
dit « de transition » (du 6™ au 15°™e jour) ou au lait mature (du 17°¢™e au 19°™e jour)
(Khodayar-Pardo et al., 2014), alors que d‘autres travaux indiquent une densité
bactérienne maximale dés les premiers jours de lactation (Perez et al., 2007a; Fernandez
et al., 2013a) (fig.19). Toujours chez la femme, les genres Bifidobacterium et Enterococcus
augmenteraient durant la lactation (Cabrera-Rubio et al., 2012; Boix-Amorods et al., 2016).
Cependant, ces résultats ne sont sans doute pas a généraliser étant donné la grande

variabilité inter-individuelle observée dans ces deux études.
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Tableau 2. Estimation du nombre d’espéces / taxa bactériens dans le lait maternel par

différentes techniques.

qPCR p ’
Type d’analyse Culture (16S, tuf, dil, fusA et Sequengalggsde I"ADNr
autres)

Nombre

d’identifications /4 especes

46 especes

100 -250 taxa
maximum 500 taxa

Fernandez et

Références al., 2013

Collado et al., 2009
Khodayar-Pardo et al., 2014

Boix-Amoros et al., 2016
Cabrera-Rubio et al., 2016

Tableau 3. Caractérisation de la composition du microbiote associé au lait de souris.

D’aprés Warren et al., 2019

Famille Genre Abondance Famille Genre Abondance
relative (%) relative (%)
Bacteroidetes négligeable Actinobacteria 19,2
Bacteroidaceae Bacteroides  négligeable Micrococcaceae Rothia 18,2
Porphyromonadaceae Parabacteroides  absent Proteobacteria 38,9
Rikenellaceae non répertorié négligeable Rhizobiaceae Agrobacterium 18,9
S24-7 non répertorié absent Comamonadaceae Delftia 1,6
Firmicutes 39,7 Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae négligeable
Planococcaceae non répertorié 1,9 Pasteurellaceae Autre 53
Staphylocaccaceae  Staphylococcus 3,8 Pasteurellaceae Haemophilus 2,2
Lactobacillaceae Lactobacillus 12,5 Pasteurellaceae Mannheimia 2,3
Streptococcaceae Streptococcus 8,4 Moraxellaceae Acinetobacter négligeable
Clostridiales non répertorié 3 Xanthomonadaceae non répertorié 3,5
Lachnospiraceae non répertorié 1,7 Verrucomicrobia absent
Ruminococcaceae non répertorié 1,6 Verrucomicrobiaceae Akkermansia absent
Ruminococcaceae Oscillospira négligeable
Ruminococcaceae Ruminococcus négligeable
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Figure 19. Evolution schématique potentielle de la densité de bactéries dans la glande

mammaire d’'une femme au cours de la lactation. CFU :

Fernandez et al. (2013)
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Origine du microbiote associé au lait. Bien qu’encore controversée, |‘origine
intestinale de certaines, si ce n’est de toutes les bactéries présentes dans le lait commence
a étre étayée (Fernandez et al., 2013a) (fig.20). L'hypothése dessinée par le regroupement
de plusieurs travaux chez la femme et la souris serait que le transport de bactéries viables
depuis la lumiére intestinale jusqu’a la glande mammaire s’effectuerait via les cellules
immunitaires (cellules dendritiques et macrophages) et la circulation sanguine (Vazquez-
Torres et al., 1999; Rescigno et al., 2001; Macpherson and Uhr, 2004; Perez et al., 2007a).
Cette hypothése concorde avec le grand nombre de cellules immunitaires activées
provenant de la muqueuse intestinale dans la glande mammaire et le lait (Bertotto et al.,
1991). Chez la souris, il a été démontré que la translocation des cellules immunitaires
depuis les ganglions mésentériques jusqu’aux glandes mammaires débutait en fin de

gestation et perdurait durant la lactation (Perez et al., 2007a).

Ganglions
lymphatiques Circulation
mesenterlques |l
A sanguine /
plasmatique
N Q‘. 7
Intestin mére Epithelium glande mammaire mére

Figure 20. Origine intestinale putative des bactéries associées au lait maternel.
Schématisation de la translocation de bactéries vivantes depuis lintestin jusqu’aux glandes
mammaires et au lait via les cellules du systéme immunitaire. CD : cellules dendritiques. D’aprés
Fernandez et al. (2013)

Comme pour le microbiote vaginal, des souches bactériennes spécifiques, marquées
ou non, données a des femmes et des souris allaitantes ont pu étre retrouvées dans leurs
glandes mammaires et le lait de celles-ci, de facon souche-dépendante (Jiménez et al.,
2008b). Le petit nombre d’animaux utilisé dans cette étude (n=2-4), pour I'heure unique,

est une limite.

Il n’existe donc pas a ce jour chez le rongeur suffisamment de données sur
la composition du microbiote du lait maternel, et aucune sur son évolution
possible au cours de la lactation, et I'impact de facteurs pouvant moduler sa
composition. Deux raisons majeures a ce manque de données sont la tres faible

quantité de lait disponible et la faible densité bactérienne qu’il contiendrait.
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2. Importance des microbiotes maternels vaginal et associé au lait dans

la mise en place du microbiote intestinal du descendant

Qu'il y ait ou non une colonisation du tractus digestif du descendant in utero, celui-
ci est exposé aux bactéries en grande majorité au moment du passage par le vagin, puis

au moment de l'allaitement.

2.1. Importance du microbiote vaginal dans la mise en place du microbiote

intestinal du descendant

Le mode de naissance, par Tableau 4. Différences de composition du
microbiote intestinal du descendant selon son

césarienne ou par voie basse, impacte mode de naissance.

fortement la mise en place du microbiote Césarienne Voie basse
intestinal en période néonatale (tableau Sim”ariat\e;edcegﬂg:z,ﬂ:iz beat Vagin
4) (Browne et al., 2017; Butel et al., maternel
2017; Baldassarre et al.,, 2018; Diversité v 4
Swartwout et Luo, 2018; Dominguez- Firmicutes ) v
Bello et al., 2019; van den Elsen et al., Bacteroidetes v 1)
2019). Actinobacteria 4 4
Chez les bébés nés par césarienne, Bifidobacterium 4 4
les bactéries primo-colonisatrices sont Streptococcus - )
toujours des anaérobies facultatives, mais Clostridium ) L
I'implantation des anaérobies strictes est Bacteroides v 4

beaucoup plus tardive, notamment les genres Bifidobacterium et Bacteroides (Butel et al.,
2017), ou encore Lactobacillus (Martin et al., 2016). Cette différence de composition du
microbiote, déja significative aprés seulement 1 semaine de vie, est associée a une
modulation du métabolome intestinal bactérien, en particulier des voies incluant le
tryptophane et la tyrosine (Hill et al., 2017). L'apport de microbiote vaginal maternel par
contact buccal aprés une naissance par césarienne restaurerait partiellement la
composition néonatale du microbiote intestinal (Dominguez-Bello et al., 2016). Il n’existe
pas de consensus sur |'age auquel les différences de composition de microbiote intestinal
disparaissent entre enfants nés par voie basse ou par césarienne. Selon les études,
I'altération de la composition du microbiote intestinal se retrouve encore a 6 mois (Martin
et al., 2016), a 7 ans (Salminen et al., 2004), voire a I'dge adulte (Goedert et al., 2014).
Des études épidémiologiques ont corrélé la naissance par césarienne a une obésité du
descendant, ainsi qu’a un risque accru d’asthme, d‘allergie, d’intestin irritable, mais toutes
les études n’obtiennent pas de résultats identiques (Blustein and Liu, 2015; Dunn et al.,
2017).
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A notre connaissance, une seule étude chez la souris s’est attachée a caractériser
I'impact d’une naissance par césarienne sur la composition du microbiote intestinal du
descendant, et aucune chez le rat. La naissance par césarienne induit une altération
significative du microbiote intestinal du sevrage a la sixieme semaine de vie, avec une
diminution des taxa Bacteroides, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae et Clostridiales et une
sur-abondance des taxa Lactobacillus et Erysipelotrichaceae (Martinez et al., 2017a). Une
altération du microbiote persiste a I'age adulte (15 semaines), bien que différente de celle
observée au sevrage, associée a une augmentation de poids vif chez tous les animaux
(+33%), particulierement chez les femelles (+70%). A cet age, les males nés par
césarienne tendent a étre plus gras, tandis que la composition corporelle des femelles nées
par césarienne ne montre pas de différence significative dans le pourcentage de masse
grasse. Les modulations observées dans cette étude sur la composition du microbiote
intestinal sont toutefois peu fiables puisque basées sur I'analyse d’'un nombre restreint de
séquences d’ADNr 16S (3100). La profondeur du séquencage n’est donc pas suffisante

pour dépeindre la diversité totale du microbiote intestinal.

Chez le rongeur, aucune donnée n’existe a ce jour sur l'impact de la
naissance par césarienne sur le microbiote intestinal avant le sevrage, période
pendant laquelle les descendants ne consomment que du lait. Le manque
d’études ciblant I'impact du microbiote vaginal maternel sur la mise en place du
microbiote intestinal du descendant dans un modéle de rongeur pourrait étre di
aux contraintes techniques d'un tel modeéle. En effet, 'adoption systématique des
souriceaux par une autre meére est nécessaire, induisant un biais supplémentaire
et un risque de mortalité élevé. Les niveaux de preuve chez I'Homme sont
cependant suffisants pour établir I’hypothése que des altérations dans la primo-
colonisation des nouveau-nés nés par césarienne pourraient jouer un role dans

la survenue de maladies non transmissibles chroniques (Dunn et al., 2017).

2.2. Importance du lait maternel dans la mise en place du microbiote

intestinal du descendant

Chez I'Homme, l'impact d’une alimentation lactée industrielle comparée a un
allaitement naturel sur I'établissement néonatal du microbiote intestinal a été démontré a
de multiples reprises (Butel et al., 2017; Derrien et al., 2019; Dominguez-Bello et al.,
2019; van den Elsen et al., 2019a) (fig.21). L'alimentation du nourrisson (allaitement ou
formules infantiles) serait méme le déterminant majeur de la composition du microbiote

intestinal du nouveau-né (Stewart et al., 2018). La composition de ce microbiote chez les
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enfants allaités est dominée par les Bifidobacterium et les Lactobacillus, tandis que chez
les nouveau-nés nourris avec des formules infantiles cette composition est plus diverse,
similaire a celle d'un enfant plus &gé (Rautava, 2016; Butel et al., 2017; van den Elsen et
al., 2019a). Bien que la diversité du microbiote intestinal des enfants allaités soit plus
faible, il contient un plus grand nombre d’espéces de Bifidobacterium (B. breve, bifidum,
longum, etc...). Cette forte colonisation par les Bifidobactéries induit un retard dans
I'implantation des entérobactéries, dont Clostridium et Bacteroides (Butel et al., 2017). Les
Bifidobactéries sont connues chez l’'adulte pour leur capacités a produire des AGCC
(acétate, propionate, butyrate) (Backhed et al., 2015; Derrien et al., 2019a) ayant de
nombreux effets positifs chez I'hote (voir la partie 3.1 du chapitre 3). La concentration
fécale de ces AGCC est différente entre enfants allaités ou non (Bridgman et al., 2017).
Méme de petites quantités de formules infantiles, seulement données au nourrisson durant
les quelques premiers jours de vie suffisent pour induire une modulation significative du
microbiote intestinal (Forbes et al., 2018). Un allaitement exclusif d’'une durée supérieure
a 4 mois normalise les différences de composition de microbiote intestinal induites par une
césarienne (Hill et al., 2017) et a été corrélé avec une diminution du risque d'obésité
(Harder et al., 2005).

100

10

~—~ e

o

> 90 L | I o ]

~— e |

v 80 Mol o | i .

Z

m Autres

w ©or .

S @ Proteobacteria
8 46 @ Actinobacteria
= .

5 30- B.actt_erOIdetes
c 20 | @ Firmicutes

o |

0

<

NN allaité NN formule Sevrage

Figure 21. Abondance relative des différents phyla identifiés dans le microbiote intestinal
néonatal selon I’'age et I'alimentation regue. NN : nouveau-né (entre la naissance et 1 mois).
Issu de Butel et al. (2017)

A notre connaissance, aucune étude n'a porté sur l'impact du mode
d’alimentation du nouveau-né dans un modéle de rongeur, sans doute en partie
a cause des difficultés techniques d’alimenter artificiellement des ratons depuis
leur naissance. Bien que cet impact ait été largement caractérisé chez ’'Homme,
aucune étude n’a encore identifié précisément quels étaient les facteurs
d’influence en jeu. Outre le microbiote associé au lait, d’autres composés
présents dans le lait maternel et absents des formules infantiles pourraient
participer aux différences de composition du microbiote, notamment les

composés anti-microbiens et immunitaires comme les IgA. Une étude chez
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I’THomme apporte un début de réponse en faveur d’un role prépondérant des

bactéries (Moossavi et al., 2019).

3. Facteurs intrinseques influencant la composition des microbiotes

maternels

De nombreux facteurs intrinséques a I'h6te peuvent faire varier la composition des
microbiotes maternels. La génétique a ainsi été identifiée comme facteur d’influence pour
les microbiotes intestinal (Turnbaugh et al., 2006) et vaginal (Zhou et al., 2007). Ces
derniers sont sensibles aux hormones sexuelles durant la gestation (Gajer et al., 2012;
Collignon et al., 2017) et les microbiotes intestinal (Backhed et al., 2004), vaginal (Si et
al., 2017) et associé au lait (Cabrera-Rubio et al., 2012) varient en fonction du gain de
poids ou de l'indice de masse corporel maternel durant la gestation. D'autres facteurs ont
été identifiés comme influencant la composition du microbiote intestinal, tels que I'age
(Yatsunenko et al., 2012), I'état de santé (Doré et al., 2017a) ou encore le sexe (Jasarevic et
al., 2016). La composition du microbiote associé au lait maternel est également influencée
par le stade de lactation, le mode d‘accouchement, ou encore I'age gestationnel (Cabrera-
Rubio et al., 2012; Khodayar-Pardo et al., 2014; Cabrera-Rubio et al., 2016; Hermansson
et al., 2019).

3.1. Influence des hormones sexuelles

Trés peu d’études se sont attachées a caractériser la modulation du microbiote
intestinal durant la gestation et les résultats qu’elles présentent sont contradictoires,
indiquant qu’il est nécessaire de poursuivre les recherches dans ce domaine (Chung et al.,
2018). Chez la souris, plus de 20 genres bactériens modulés par la gestation ont été
identifiés, dont Akkermansia, Clostridium, Bacteroides et Bifidobacterium, pour lesquels
I'abondance relative est significativement augmentée en début de gestation (Gohir et al.,
2015). A l'inverse, la gestation diminue I'abondance des Firmicutes (Clostridia, Sarcina) et
des Tenericutes (Erysipelotrichaceae, Coprobacillus et Clostridium) en dessous du seuil de
détection du séquencage de I'’ADNr 16S utilisé dans cette étude. Ces résultats sont
confirmés par un travail chez le rat, démontrant une diminution progressive de I'abondance
des Firmicutes et des Tenericutes, ainsi qu’une augmentation de I|'abondance des
Bacteroidetes (Astbury et al., 2018). Au cours de la gestation, la diversité et la structure

du microbiote fécal de rates varient significativement (Gohir et al., 2015; Astbury et al.,
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2018). Ces changements sont associés a la modulation de l'activité métabolique du
microbiote intestinal, plus enrichie en voies métaboliques des acides gras, cétones,
vitamines et de synthése d’acides biliaires (Gohir et al., 2015).

Chez la femme, si un consensus existe sur une différence significative du microbiote
intestinal avant et pendant la grossesse, les travaux présentent des résultats
contradictoires sur la nature de ces modulations (Koren et al., 2012; Ferrocino et al., 2018)
et leur persistance au cours des trimestres de la grossesse (Koren et al., 2012; Jost et al.,
2014; DiGiulio et al., 2015). Les Clostridiales comme Faecalibcaterium et Eubacterium
seraient sur-représentées au premier trimestre, tandis que le dernier trimestre serait
caractérisé par les bactéries de la famille Enterobacteriaceae et du genre Streptococcus
(Koren et al., 2012).

Le niveau d’hormones sexuelles module C-Section
également la structure de la communauté
bactérienne vaginale ainsi que les métabolites  4-
produits (Gajer et al., 2012; Smith and Ravel, 2017;

I
I
:
z I
Greenbaum et al., 2019). La grossesse induit un g,_ :
1] 1
changement progressif de la composition du & :
= |
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[ . 1
abondance des Lactobacillus et une diminution d’une 1? i !
m 1
vingtaine de genres dont Anaerococcus, Prevotella, ;‘ :
I
Peptoniphilus, ou encore Atopobium (Romero et al., " I
|
2014). Cette diminution de la diversité en taxa en fait ;
un écosystéme trés stable au cours de la grossesse 0- i f
T T T
: 7 ’ pe~e s . =20 0 20 40
jusqu’a Il'accouchement (DiGiulio et al., 2015; v iiaive 4o dalivers wesks)
Maclntyre et al., 2015). L'accouchement altere Figure 29, Alpha-diversité
drastiquement le microbiote vaginal en diminuant les (richesse en taxa) du microbiote
vaginal avant et apres

Lactobacillus au profit de bactéries anaérobies |’accouchement par voie basse. Les
courbes de régression, rouge avant
I'accouchement, bleu apres
Anaerococcus (DiGiulio et al., 2015). Cette altération !'‘accouchement, sont encadrées par

o o ] l'intervalle de confiance a 95%. Issue
significative est associee a une brusque augmentation de DiGiulio et al. (2015)

appartenant aux genres Peptoniphilus, Prevotella ou

de la diversité en taxa (Maclntyre et al., 2015), source d’instabilité du microbiote qui peut
perdurer plus d’un an aprés la naissance (DiGiulio et al., 2015) (fig.22). La modulation de
la composition en période post-partum est également retrouvée chez les femmes ayant

accouché par césarienne (DiGiulio et al., 2015).
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3.2. Influence de l'indice de masse corporelle et du gain de poids

Chez la femme, la composition du microbiote intestinal a été associée avec
I'indice de masse corporelle avant ou pendant la grossesse, bien que ces résultats soient
controversés (Koren et al., 2012). Cet indice serait corrélé a la présence et/ou I'abondance
de taxa en particulier (Ferrocino et al., 2018), notamment une augmentation des
Bacteroides et Staphylococcus ainsi que de la densité bactérienne du premier au dernier
trimestre de grossesse (Collado et al., 2008). Durant le dernier trimestre, les
Lachnospiraceae et Actinomycetaceae seraient plus abondantes et les Bacteroidaceae et
Desulfovibrionaceae moins présentes chez les meres ayant eu un indice de masse
corporelle pré-gravide supérieur a 25 (Zacarias et al., 2018). Chez la souris, une étude a
démontré que les changements de composition du microbiote intestinal induits par la
gestation ne seraient pas influencés par le poids maternel (Gohir et al., 2015).

Chez la femme et la souris, I'obésité influe sur la composition du microbiote
vaginal. Dans les deux espéces, |'obésité (indice de masse corporelle =30, ou prise de
poids +50%) augmente la diversité du microbiote vaginal, signe d’un déséquilibre (Si et
al., 2017). Chez la femme obese, I'abondance des Lactobacillus est fortement réduite. La
composition du microbiote vaginal de ces femmes se rapproche de celle caractérisée durant
une infection au HPV (human papilloma virus) ou d’une vaginose bactérienne (Si et al.,
2017). Chez la souris, I'abondance des genres Prevotella et Sneathia, potentiellement
pathogénes, est augmentée en association avec une élévation de I'endotoxémie (Si et al.,
2017). Il est a noter que dans cette étude, I'obésité des femmes n’était pas corrélée a une
augmentation des apports énergétique, au contraire du modéle murin ou limpact de
I'obésité est indissociable de l'impact de la consommation d’un régime riche en gras.

L'indice de masse corporelle de la meére influence également la composition du
microbiote associé a son lait. Ainsi, les femmes les plus rondes ou celles ayant pris le
plus de poids durant leur grossesse présentaient un nombre plus important de Lactobacillus
dans leur colostrum, puis plus de Staphylococcus et moins de Bifidobacterium dans leur

lait @ 6 mois post-partum (Cabrera-Rubio et al., 2012).
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4. Facteurs nutritionnels influencant la composition des microbiotes

maternels ou du microbiote intestinal du descendant

Différents facteurs nutritionnels sont connus pour avoir un impact sur la composition
des microbiotes intestinal et vaginal de la femme gestante ou non, conduisant a une
altération de la mise en place du microbiote intestinal du descendant, tels que le régime
alimentaire, la prise d'antibiotiques, de bactéries dites « probiotiques » et d’agents dits
« prébiotiques ». Ces mémes facteurs nutritionnels sont également connus pour impacter
directement la composition du microbiote intestinal du descendant, méme a un stade

immature.

4.1. Influence du régime alimentaire maternel

Le régime alimentaire influence fortement la composition du microbiote intestinal
de l'adulte (Turnbaugh et al., 2008), notamment pendant la grossesse (Zhou and Xiao,
2018). Chez les rongeurs, trois études, une chez la souris et deux chez le rat, démontrent
I'existence d’un tel lien. Chez la souris, la modulation de la composition du microbiote
intestinal due a la gestation est influencée par le régime alimentaire maternel (Gohir et al.,
2015). Comparée a la consommation d’un régime standard, la consommation d’un régime
riche en gras avant et pendant la gestation augmente I'abondance de nombreux genres
bactériens durant la gestation (par exemple Lactococcus, Enterococcus, Clostridium,
Butyrivibrio, Coprobacillus), et diminue l'abondance de quelques-uns (par exemple
Bacteroides, Eubacterium) (Gohir et al., 2015). Ces changements sont dépendants de I’age
gestationnel et seraient associés a la potentialisation du métabolisme glucidique et
lipidique de I'hGte, indiquant la grande importance de |'alimentation avant et pendant la
gestation. Chez le rat, le régime alimentaire influe sur I'impact de la gestation et lactation
sur la composition du microbiote intestinal maternel (Gohir et al., 2015). Sous régime
standard, la composition du microbiote intestinal avant et pendant la gestation et la
lactation ne differe pas significativement malgré I'augmentation significative du genre
Akkermansia (Mann et al., 2017). En revanche, sous régime riche en gras, la composition
du microbiote intestinal est significativement différente avant la gestation, pendant la
gestation et en période de lactation (Mann et al., 2017). La consommation de fructose dans
I'eau de boisson durant la gestation augmente la diversité taxonomique du microbiote
intestinal seulement en fin de gestation chez le rat (Astbury et al., 2018).

Chez la femme, la consommation d’un régime riche en gras pendant la grossesse
est associée a une réduction de I'abondance des Bacteroides dans l'intestin du descendant

(Chuetal., 2017). Les enfants nés de meres obéses présentent une plus grande abondance
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de Parabacteroides, Oscillibacter et une diminution de Blautia et Eubacterium (Clarke et
al., 2013).

Le microbiote vaginal est également modulé par la consommation d’un régime riche
en gras. Chez la souris, la consommation d’un tel régime, indissociable d’'une obésité dans
les conditions expérimentales choisies, augmente I'abondance des genres Prevotella et
Sneathia, potentiellement pathogénes, en association avec une élévation de I'endotoxémie
(Si et al., 2017). Chez la souris gestante, la consommation d’un régime riche en gras
module la quantité d’hormones sexuelles et diminue significativement le pH vaginal (Whyte
et al., 2019), deux facteurs connus pour moduler la composition de ce microbiote.

Chez la souris, la consommation d’un régime riche en gras par la mere impacte
fortement la mise en place du microbiote intestinal et de I'homéostasie intestinale du
descendant au sevrage (J21) (Xie et al., 2018). Le développement général de I'épithélium
est altéré, en association avec un environnement local inflammatoire. Les différences
significatives dans la composition du microbiote intestinal des descendants issus de méres
ayant consommé ou non un régime riche en gras durant la gestation et la lactation
persistent jusqu’a la maturité sexuelle des descendants (8°™¢ semaine de vie) malgré la
consommation d’un régime standard depuis le sevrage (Xie et al., 2018). Une autre étude
chez la souris démontre qu‘une consommation d’un régime riche en gras par la mére
gestante diminue la diversité du microbiote intestinal des descendants, en association avec
un gain de poids plus important, une stéatose et inflammation hépatiques chez ceux-ci
(Wankhade et al., 2017). Cette modulation du microbiote intestinal du descendant peut
étre médiée par une altération du métabolisme maternel, mais est également transférable
via le microbiote maternel. En effet, le transfert de microbiote intestinal de souris ayant
consommeé un régime riche en gras a des souris gestantes sous régime standard altére la
composition du microbiote intestinal des descendants de ces souris sous régime standard
(Bruce-Keller et al., 2017). L'impact du régime maternel induit donc des conséquences a
long terme sur la composition du microbiote intestinal du descendant, malgré la
consommation d’un régime optimal par celui-ci.

Enfin, il a été vu précédemment que l'alimentation du descendant en période
néonatale (allaitement ou formules infantiles) modulait fortement la composition de son
microbiote intestinal.

Outre le régime alimentaire, la prise d’antibiotiques, de bactéries dites
« probiotiques » ou encore d’agents « prébiotiques » est connue pour moduler Ia

composition du microbiote intestinal de la mére comme du descendant.

4.2. Influence des antibiotiques
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L'impact drastique de la prise d’antibiotiques sur le microbiote intestinal a été
largement démontré. Etant donné la consommation croissante d’antibiotiques, en
particulier chez les femmes enceintes (Bookstaver et al., 2015), plusieurs études chez
I'Homme et le rongeur se sont attachées a caractériser les effets de ces molécules sur la
composition du microbiote intestinal du descendant et les possibles conséquences a long
terme sur sa santé.

Chez I'Homme, I’exposition in utero aux antibiotiques altére la composition du
microbiote intestinal de I'enfant (Schwiertz et al., 2003) et augmente significativement le
risque de développer une infirmité motrice cérébrale a l'age de 7 ans (Norwitz et
Greenberg, 2009), indiquant une altération du neurodéveloppement. Le risque est d’autant
plus élevé s’il s'agit d’'un cocktail d’antibiotiques (Norwitz et Greenberg, 2009). Une
seconde étude démontre que la prise d’‘antibiotique durant la grossesse module la
composition du microbiote vaginal avant la naissance, en association avec une altération
a long terme de la composition du microbiote intestinal de la descendance (Stokholm et
al., 2014) et une obésité précoce (Mueller et al., 2015b). Chez la souris, |'utilisation
d’antibiotiques chez la mére seulement 4 a 5 jours avant la mise bas est suffisante pour
altérer la composition du microbiote des descendants ainsi que la maturation de leur
systéme immunitaire général (Deshmukh et al., 2014; Tormo-Badia et al., 2014).

Juste aprés la naissance, l'exposition directe aux antibiotiques altére la
composition du microbiote néonatal jusqu’a I'age de 2 ans, associée a une augmentation
du risque d’asthme et un risque accru de prise de poids lors d’un traitement antibiotique
ultérieur (Korpela et al., 2016).

A notre connaissance, une seule étude a démontré les effets d‘une prise
d’antibiotiques sur le microbiote intestinal de la rate gestante : I'altération du microbiote
intestinal est associée a une plus faible diversité et a une augmentation significative du
gain de poids durant la gestation (Khan et al., 2019).

La prise orale d’antibiotiques module également la composition du microbiote
vaginal (Macklaim et al., 2015). Chez des femmes atteintes de vaginose bactérienne,
cette modulation est significative dés le premier jour du traitement (metronidazol) ciblant
particulierement les bactéries anaérobies (Mayer et al., 2015). Ainsi, la totalité des
bactéries anaérobies disparaissent en moins de 4 jours, en association avec une
augmentation de I'abondance des Lactobacillus. Cependant, comme le microbiote
intestinal, le microbiote vaginal semble résilient puisque I'arrét du traitement entraine a
nouveau le développement de bactéries anaérobies potentiellement pathogénes (Mayer et
al., 2015). Durant la grossesse, la prise orale d’antibiotique induit une augmentation de
I’'abondance des Staphylococcus dans le microbiote vaginal, indépendamment du stade de

grossesse au moment du traitement (Stokholm et al., 2014).
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4.3. Influence des bactéries dites « probiotiques »

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes (bactéries ou levures)
vivants ayant une capacité démontrée (par essai clinique) de produire des effets bénéfiques
pour la santé de I'hGte lorsqu’ils sont ingérés en quantité adéquate (Hill et al., 2014;
Marteau, 2017). La majorité des bactéries probiotiques sont des souches particuliéres de
Lactobacillus, Bifidobacterium, mais aussi parfois d’Escherichia coli ou Enterococcus
faecium. Chez les levures, Saccharomyces est le seul genre ayant obtenu ce titre (Marteau,
2017). D'importantes différences d’effets sur I'hOGte existent entre souches de bactéries
appartenant a une méme espeéce. Ainsi, les modulations sur le microbiote intestinal et/ou
I’h6te obtenues a partir d’'une souche ne peuvent en aucun cas étre extrapolées a une autre
(Marteau, 2017; McFarland et al., 2018). La survie tout au long du tractus digestif des
bactéries ingérées est variable en fonction des souches, certaines étant détruites dés
I'estomac, d'autres encore métaboliquement actives dans les féces (Marteau et Shanahan,
2003). L'impossibilité de colonisation durable de l'intestin par une souche de bactérie
probiotique en raison de l'effet barriere d’'un microbiote mature déja implanté, est
largement vérifiée (Marteau, 2017; Sokol, 2017). Cependant, quelques études ont
démontré que des souches de bactéries lactiques ou d’Escherichia coli pouvaient coloniser
durablement la muqueuse et/ou la lumiére intestinales (Wassenaar et al., 2014). Les
bactéries probiotiques possédent plusieurs mécanismes d’action. L’exclusion des
pathogénes peut se faire par interaction directe, ou indirectement par I'occupation des sites
d’adhérence, la production de molécules anti-microbiennes ou la consommation des
substrats utilisés par ces pathogénes. Les bactéries probiotiques peuvent également
stimuler [I'épithélium intestinal par la production d’AGCC ou leurs composants
membranaires, ce qui augmente la production de mucus et de composés anti-microbiens,

ainsi que l'activité des cellules immunitaires intestinales (Hill et al., 2014; Marteau, 2017).

Le passage dans le tube digestif, transitoire ou plus durable, module la composition
du microbiote intestinal. Chez I'Homme, les bactéries probiotiques augmentent les
Firmicutes et les Actinobacteria, tandis que les Bacteroides et Proteobacteria sont
diminuées (Swartwout and Luo, 2018). Les probiotiques stabilisent également le
microbiote durant un changement de régime alimentaire (Odamaki et al., 2016). Chez la
souris, l'apport d’'un mélange de souches de Lactobacillus augmente |'abondance de
Lactobacillus, de Bifidobacterium, ainsi que des Clostridiales (Ruminococcaceae et
Lachnospiraceae) (Park et al., 2013).

L'impact d’une prise de bactéries probiotiques durant la gestation et/ou la lactation

ainsi que directement par le nouveau-né sur le microbiote intestinal de celui-ci a fait
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I'objet de diverses études (pour revue voir Swartwout et Luo, 2018). L'apport de bactéries
probiotiques directement aux nouveau-nés de la naissance jusqu’a I'age de 6 mois perturbe
drastiqguement la composition de leur microbiote intestinal en augmentant
significativement I'abondance relative de 682 taxa, dont 60% appartiennent au
Proteobacteria, bien que cette modulation ne s'accompagne pas de changements dans les
voies métaboliques (Cox et al., 2010; Kostic et al., 2015). Cependant, une autre étude
ciblant la survenue de maladies atopiques chez I’enfant n‘a pas mis en évidence de
modulation du microbiote intestinal, ni a court ni a long terme aprés un apport de bactéries
probiotiques (Rutten et al., 2015). La prise d'une bactérie dite « probiotique » en
association avec un traitement antibiotique prévient I'altération du microbiote caractérisée
chez les enfants ne prenant que le traitement antibiotique (Derrien et al., 2019a). Cet effet
bénéfique de la souche probiotique est différent selon |'antibiotique administré et
I'altération du microbiote intestinal néonatal qui en découle (Derrien et al., 2019a).

Chez la souris, une étude a comparé la prise de Lactobacillus casei uniquement chez
les souriceaux, uniguement chez les meres, ou chez les deux a la fois, sur la composition
du microbiote intestinal des souriceaux (de Moreno de LeBlanc et al., 2008). L'apport de
cette souche aux meres augmente |'abondance relative des Bifidobacterium et des
Enterobacterium. Aprés le sevrage, |I'absence de probiotique diminue I'abondance de ces
genres bactériens. En utilisant le méme mode opératoire, I'apport de Clostridium butyricum
connu pour sa production de butyrate chez la souris gestante et/ou les souriceaux
augmente I'abondance de Lactobacillus et de Bifidobacterium dans l'intestin des souriceaux
et diminue I'abondance des Enterobacter (Miao et al., 2018). Au sevrage les souriceaux
ayant directement recu le probiotique présentent des abondances relatives de ces genres
bactériens significativement plus importantes que I'ensemble des autres groupes (Miao et
al., 2018).

Il est intéressant de noter que la prise d’une bactérie probiotique seule chez un
enfant sain induit une modulation de la composition du microbiote intestinal tandis qu’elle
n‘a pas d’'impact chez I'adulte (Lahti et al., 2013). La grande plasticité du microbiote
intestinal du nouveau-né par rapport a celui de I’'adulte pourrait donc conduire a des effets
différents suite a la prise des mémes bactéries probiotiques dans les deux tranches d’age.

La prise de bactéries probiotiques par voie orale influence la composition du
microbiote vaginal. En supplémentation durant un traitement antibiotique, des bactéries
probiotiques permettent une augmentation significative d’un facteur 10 de I'abondance des
Lactobacillus chez la femme, contrairement au groupe non supplémenté en bactéries
probiotiques (Macklaim et al., 2015). Cependant, une étude ciblant des femmes enceintes
n‘a pas mesuré d’'impact significatif de la prise de bactéries probiotiques sur I'incidence de
vaginose bactérienne ni sur la composition du microbiote vaginal durant la grossesse
(Husain et al., 2019).
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Différentes études chez la femme et le rongeur ont caractérisé des effets plus
généraux sur la santé de I’hote (adulte ou non) de la prise de bactéries probiotiques
chez la mére et/ou le descendant. Chez la femme obése en cours de grossesse, certaines
études ne montrent pas d'impact de la prise de bactéries probiotiques sur la composition
du microbiote vaginal, sur la glycémie maternelle ou sur la santé du nouveau-né
(Swartwout and Luo, 2018). Cependant, la combinaison de meilleures habitudes
alimentaires et de la prise de Lactobacillus rhamnosus et Bifidobacterium lactis diminue la
glycémie a jeun, augmente la tolérance au glucose et réduit le risque de déclencher un
diabéte gestationnel chez les meéres enceintes ayant un syndrome métabolique (Dolatkhah
et al., 2015; Zhou and Xiao, 2018). Chez la rate gestante, la prise de bactéries probiotiques
en période périnatale normalise les défauts de neurodéveloppement du cortex préfrontal
induits chez les ratons par un stress de séparation maternel postnatal (Cowan et al., 2019).
Dans ce méme modele de meres supplémentées et de stress postnatal, les ratons
présentent des modulations dans |'expression de cytokines et des génes codants pour les
mucines dans l'iléon, mais uniquement chez les males (Barouei et al., 2015). Une
supplémentation de la meére et de l'enfant en période périnatale par une souche de
Lactobacillus rhamnosus induit une diminution de la prise de poids chez I’'enfant (Luoto et
al., 2010).

4.4. Influence des agents dits « prébiotiques »

Un prébiotique est un composé alimentaire non digestible par I'hote, stimulant de

fagon sélective la croissance et/ou l'activité d’'un nombre réduit de bactéries intestinales,
Selective utilization ( Substances that
by host microorganisms L affect the microbiome
Prebiotic*
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Figure 23. Prébiotiques candidats ou reconnus comme tels par I’Association Scientifique
Internationale pour les Probiotiques et Prébiotiques (ISAPP). CLAs : acide linoléique
conjugué ; PUFA : acide gras polyinsaturé ; FOS : fructooligosaccharide ; GOS :
galactooligosaccharide ; MOS : mannanoligosaccharide ; XOS : xylooligosaccharide. D’aprés Gibson
et al. (2017).

80



Chapitre 2 : Microbiote intestinal du descendant

et améliorant par ce biais la santé de I’'h6te (Gibson et al., 2017). Ces composés sont
définis comme des chaines de sucres liés entre eux, appelées oligosaccharides et
polysaccharides. Les différentes catégories de prébiotiques sont listées dans la figure 23
ci-dessous, dont les plus étudiées sont les fructooligosaccharides (FOS) et les
galactooligosaccharides (GOS) (Gibson et al., 2017) (fig.23).

La caractérisation de substances comme prébiotiques, et les impacts sur la
composition du microbiote intestinal et sur I'hote sont détaillés dans la revue de Gibson et
al. (2017). Les FOS et GOS sont principalement dégradés par les Bifidobactéries, tandis
que les oligosaccharides du lait maternel favorisent préférentiellement la croissance des
Bifidobacteriaceae et des Bacteroidaceae (Gibson et al., 2017). Leur impact sur la
composition du microbiote intestinal est largement décrit dans la littérature. Par
exemple, chez la souris, une supplémentation en FOS et GOS augmente les Lactobacillus
et Bifidobacterium et diminue les Odoribacter, Alistipes et Bacteroides (Wang et al., 2017).
Chez I'Homme, la consommation de FOS ou de GOS augmente |I'abondance relative des
Bifidobacterium (Liu et al., 2017). La modulation du microbiote par les prébiotiques a été
caractérisée chez I'Homme comme le rat, et chez I'adulte comme chez le jeune (Morel et
al., 2015b; Skorka et al., 2018).

Une des explications a la différence de composition du microbiote intestinal des
nouveau-nés selon leur type d’alimentation (allaités ou formules infantiles), est la présence
d’une grande diversité de prébiotiques complexes dans le lait maternel. A ce jour, de 100
a 200 composés différents ont été identifiés. Leurs impacts sur le microbiote intestinal ou
plus généralement la santé et le développement du descendant sont synthétisés dans la
revue de Moossavi et al. (2018). La composition et la concentration de ces prébiotiques
maternels peuvent étre modulées par |'origine géographique de la mére (liée a la génétique
plutét qu’au régime alimentaire), l'allaitement exclusif ou non et le stade de lactation, mais
ne serait pas dépendante du mode d’accouchement (Butel et al., 2017; McGuire et al.,
2017; Azad et al., 2018). La concentration de ces prébiotiques naturels maternels seraient
en outre corrélée au poids, au gain de poids et au sexe de |I'enfant (Tonon et al., 2019).
L'intérét des industriels pour les oligosaccharides prébiotiques maternels n‘est apparu que
récemment (Jost et al., 2015). A ce jour, la quasi-totalité des formules infantiles sont
enrichies en galacto-oligosaccharides (GOS) et en fructo-oligosaccharides (FOS) afin de
mimer la composition du lait maternel, favoriser le développement de Bifidobacterium,
d’obtenir des selles molles, acides et peu odorantes (Knol et al., 2005; Holscher et al.,
2012) et de diminuer I'apparition d’allergies (Barile and Rastall, 2013; Vandenplas et al.,
2015). Cette supplémentation des formules infantiles en prébiotiques a également pour
but de favoriser la prolifération des bactéries des genres Bifidobacterium et Lactobacillus,

afin de tendre a une composition du microbiote similaire a un enfant allaité (Borewicz et
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al., 2019), c’est-a-dire peu divers au niveau des classes et familles bactériennes, mais
riche en espéces de Bifidobacterium, productrices d’AGCC, permettant une maturation
optimale de la barriere épithéliale intestinale. La faible diversité est a cet age positive
puisqu’une diversification précoce du microbiote est associée a un risque plus élevé de
maladies coeliaque a I'age adulte (Olivares et al., 2018). Cependant, ces GOS et FOS
ajoutés dans les formules infantiles sont de structure moins complexe, ce qui ne leur
conférent pas exactement les mémes propriétés que les prébiotiques maternels (Butel et
al., 2017).

L'utilisation de prébiotiques dans les élevages (veau, poulet de chair, dinde, cochon,
...) est également courante dans le but de réduire le portage de pathogénes (Smith et al.,
2016) et d’améliorer la croissance, la prise alimentaire et le gain de poids. Cependant, les
études sont souvent contradictoires, notamment a cause des divergences de protocoles de
supplémentation et de management des animaux notamment leur alimentation (pour
revue voir Markowiak et élizewska, 2018). Dans cette revue, certaines études démontrent
que la supplémentation de poulets de chair ou de dindes en différents oligosaccharides
améliore la prise de poids et l'efficacité alimentaire, n‘a aucun effet, voire méme est
délétere. Chez le veau, une supplémentation en son de blé pendant 20 jours avant le
sevrage n’‘a aucun effet sur le gain de poids des animaux, leur concentration d'IgA fécales,
ou le développement de maladies dont des diarrhées au moment du sevrage (Velasquez-
Munoz et al., 2019). Dans une autre étude, la supplémentation en prébiotiques
(cellooligosaccharide ou fibres de bois) 4 semaines avant le sevrage jusqu’a 12 a 16
semaines aprés modifie durablement la composition du microbiote intestinal et tend a
augmenter le gain de poids quotidien (Kido et al., 2019). Concernant le cochon, les
résultats d’une supplémentation en prébiotiques au moment du sevrage sur les
performances sont la aussi contradictoires, dépendant du prébiotique utilisé et de sa
posologie (pour revue voir Liu et al., 2018), mais aussi de la composition du microbiote
intestinal avant supplémentation, qui semble influencer la réponse aux prébiotiques en

termes de croissance et de santé (Castillo, 2010).

Le principal mode d’action des prébiotiques est I'augmentation de la production des
AGCC suite a leur fermentation bactérienne. Les différents effets de ces AGCC sur le
meétabolisme, le systéme nerveux entérique et le systéme nerveux central sont abordés
dans la partie 4.1. du chapitre 3. Brievement, la prise de prébiotiques impacte positivement
les cellules entéroendocrines (CEE) productrices de peptides gastro-intestinaux régulant la
prise alimentaire. Leur prolifération et différenciation, leur nombre et leur activité
sécrétoire (GLP-1 et PYY) sont stimulées (Cani et al., 2004, 2007b; Delzenne et al., 2007;
Overduin et al., 2013). Chez le rat, l'augmentation de la sécrétion de peptides
anorexigénes par les CEE se produit chez I'animal obése comme mince (Parnell et Reimer,

2012). L'augmentation de la production de GLP-1 et de PYY s’accompagne d’une
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augmentation de satiété et d'une diminution de la prise alimentaire chez I'Homme
normopondéral (Cani et al., 2009; Pedersen et al., 2013) ou en surpoids/obése (Morel et
al., 2015a; Reimer et al., 2017). La réponse hédonique a un régime hyper-énergétique est
également modulée (Byrne et al., 2016). Les prébiotiques ont aussi un effet sur le
métabolisme et la composition corporelle de I'hote (pour revue, voir Morel, 2012). Leur
consommation par des rongeurs avant celle d’'un régime riche en gras prévient la prise de
poids et l'intolérance au glucose induites par ce régime (Cani et al., 2007c). La prise de
GOS diminue dés la 1¢© semaine diminue |'adiposité des rats (Overduin et al., 2013) et
des souris génétiquement hyperleptinémiques (°%/°°) (Everard et al., 2011) et améliore leur
tolérance au glucose. Un autre mode d’action des prébiotiques via la modulation du
microbiote intestinal serait I'augmentation de la déconjugaison des acides biliaires (Kuo et

al., 2013), mais d’autres études sont nécessaires pour confirmer cette hypothése.

Une étude princeps a identifié I'impact de différents types de prébiotiques sur la
croissance d’especes bactériennes associées au vagin de femmes (majoritairement des
Lactobacillus), en vue de leurs possibles applications dans le traitement de vaginose

bactérienne (Collins et al., 2018).

De nombreux facteurs influent sur la composition des microbiotes
maternels intestinal et vaginal, notamment les hormones sexuelles. Durant la
gestation, l'indice de masse corporelle, I'adiposité et le régime alimentaire
maternel influencent la composition des microbiotes maternels, conduisant a une
altération de la mise en place du microbiote intestinal du descendant,
potentiellement en association avec des conséquences métaboliques et
neurodéveloppementales a long terme. D’autres facteurs tels que les
antibiotiques, les bactéries probiotiques et les oligosides prébiotiques peuvent
moduler la composition des microbiotes maternels (age adulte), comme celle du
microbiote intestinal néonatal, cette fois encore en association potentielle avec

des conséquences a long terme sur la santé et le développement du descendant.
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Chapitre 3 : Interactions microbiote-hote

A) Influence du microbiote intestinal sur la physiologie de
I'hote

1. Diversité du microbiote intestinal, marqueur de la santé de I'hote

De plus en plus de preuves indiquent que les nombreux échanges entre le
microbiote intestinal et son hote jouent un role important dans le métabolisme de I'hote,
et un déreglement de ces interactions bidirectionnelles favorisent I'apparition de diverses
pathologies (Bernalier-Donadille et Pochart, 2017c). La caractérisation du métagénome du
microbiote intestinal de patients atteints de diverses pathologies a permis d’identifier un
lien entre des marqueurs métaboliques de I'hote et la diversité de son microbiote intestinal
et particulierement de sa richesse en génes (Doré et al., 2017c). Cette richesse en géne
suit une courbe bimodale chez I'Homme, avec des individus présentant une faible diversité
(environ 350 000 genes bactériens), et d'autres avec une diversité importante (environ
650 000) (Dor¢ et al., 2017c). Cette faible richesse en génes est retrouvée dans 15% de
la population saine européenne, atteint 23-25% chez les individus en surpoids ou obésité
légere, et dépasse 50% chez les individus obéses séveres ou morbides (Le Chatelier et al.,
2013) (fig.24). Une faible richesse en gene est associée a une plus grande adiposité, une
insulino-résistance, une dyslipidémie et une inflammation bas-grade plus importante
comparée aux individus dont le microbiote intestinal est riche en génes (Le Chatelier et al.,
2013). La richesse du métagénome d’un individu pourrait ainsi étre un marqueur de sa
santé. En effet, le transfert de microbiote d’'une personne mince a une personne ayant un
syndrome métabolique augmente la diversité en taxa du microbiote et la sensibilité a

I'insuline de celle-ci (Vrieze et al., 2012).
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Figure 24. Distribution des individus ayant un microbiote pauvre ou riche en génes selon
leur indice de masse corporelle. La ligne verticale sépare les individus ayant une faible richesse
de ceux a richesse élevée. D'aprés Le Chatelier et al., 2013.
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2. Influence du microbiote sur le métabolisme de I'hote

2.1. Microbiote intestinal et apport d’énergie a I'hote

Les bactéries intestinales augmentent le rendement énergétique de I'h6te en
dégradant pour lui des polysaccharides végétaux complexes pour lesquels il n‘a pas les
compétences enzymatiques. Ainsi, la fermentation des polysaccharides végétaux par le
microbiote intestinal apporte prés de 10% des besoins énergétiques quotidiens de
I'Homme, et jusqu’a 70% des besoins des ruminants (Bergman, 1990). Les souris
axénigues ont besoin d'un apport calorique supérieur de 30% par rapport aux animaux
conventionnels pour maintenir leur masse corporelle (Gordon, 2006; Gordon et Pesti,
1971), malgré une plus grande capacité d’absorption des nutriments, témoignant d‘une
difficulté a extraire les nutriments du chyme alimentaire (Tomas et Sansonetti, 2017). La
qguantité de calories provenant de la nourriture disponible pour I’'h6te est modulée par la
composition du microbiote intestinal (Backhed et al., 2005). Une communauté bactérienne
présentant une efficacité élevée d’extraction des calories pourrait constituer un facteur de
risque d’obésité chez un individu ayant libre accés a la nourriture (Ley et al., 2006;
Turnbaugh et al., 2006). De nombreuses études dans différents modéles animaux d’un
jeune age ou adultes ont confirmé la capacité du microbiote intestinal a moduler I'apport
nutritionnel recu par I’'hote, en association avec une croissance plus rapide, un gain de
poids et une adiposité plus importants, conduisant a une obésité (Bosi et al., 2011; Del
Fiol et al., 2018 chez les animaux d'élevage) (Cho et al., 2012 chez la souris) (Aron-
Wisnewsky et Clément, 2017 pour les souris axéniques) (Fiol et al., 2014; Marciano et al.,
2017 chez le rat). L'augmentation du ratio Firmicutes / Bacteroidetes marqueur d’un état
d’obésité dans des modeéles animaux et chez I'Homme, n’est pas observée de facon
systématique (pour revue voir Schwiertz et al., 2010). Une étude a également démontré
gu’un régime riche en gras induisait une obésité chez la souris, de facon indépendante de
la composition du microbiote intestinal (Rabot et al., 2016). Ces résultats soulignent la
présence d’incertitudes sur le réle réel du microbiote intestinal dans I'obésité. Bien que
microbiote et obésité soient fortement associés entre eux, la plupart des études portant
sur des individus obéses et/ou sur une modulation du microbiote intestinal comparent des
groupes nourris avec des régimes différents, sans discuter de lI'impact du régime en lui-

méme.

2.2. Microbiote intestinal et homéostasie glucidique

La composition du microbiote intestinal et le développement d’un diabéte ont été
associés dans plusieurs études chez 'Homme et chez la souris. Chez cette derniére, le role

causal du microbiote dans la pathologie a pu étre caractérisé (Suez et al., 2014). Chez
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I'Homme, il existe une différence de composition et des fonctions du microbiote intestinal
entre individus (pré)diabétiques ou non, notamment une diminution des espéces
appartenant au genre Clostridium, productrices de butyrate et dépourvues de LPS, ainsi
gu’une augmentation de nombreuses bactéries a Gram négative opportunistes ou
pathogénes possédant des LPS, dont certaines appartiennent aux phyla Bacteroidetes et
Proteobacteria (Qin et al., 2012; Karlsson et al., 2013; Zhang et al., 2013). Des souris
nourries avec un régime riche en gras présentent une altération dans la composition de
leur microbiote intestinal, associée a des troubles métaboliques tels qu‘une intolérance au
glucose, une insulino-résistance, une augmentation de la perméabilité intestinale en lien
avec un taux circulant de LPS plus important et une inflammation bas grade. Ces troubles
ont pu étre rétablis par un traitement antibiotique modulant la composition du microbiote
intestinal ou encore par la délétion génétique de TLR4 (Toll-like recepteur 4), dont le ligand
est le LPS (Brial et al., 2018). La délétion de TLR5, qui reconnait un composant des
bactéries a Gram positive et Gram négative au niveau intestinal (Hayashi et al., 2001),
induit chez la souris une hyperphagie (+10%) et |'apparition d’'un syndrome métabolique
caractérisé par une hyperlipidémie, une hypertension, une insulino-résistance et une
adiposité augmentée (+20%) (Vijay-Kumar et al., 2010).

Etant donné que le microbiote intestinal participe a la santé et au métabolisme de
I'hn6te (Lynch et Pedersen, 2016; Sonnenburg et Backhed, 2016), il pourrait également
jouer un role dans les changements métaboliques durant la grossesse (Koren et al., 2012),
tels que l'augmentation de l'insulinémie et de linsulino-résistance ainsi que de la
leptinémie (King, 2000; Luan et al., 2014). La composition du microbiote intestinal durant
le dernier trimestre de grossesse est proche de celle associée a un diabéte de type 2, avec
une activité métabolique altérée qui favorise chez I’'hote les voies du métabolisme lipidique

et glucidique (Koren et al., 2012).

2.3. Microbiote intestinal et homéostasie lipidique

L'analyse du métabolome d’animaux axéniques et d’animaux conventionnels
indigue que la présence d'un microbiote intestinal augmente significativement la
concentration plasmatique en phosphatidylcholine, tandis que la concentration plasmatique
des triglycérides est diminuée au profit de sa concentration dans les adipocytes et dans le
foie (Velagapudi et al., 2010). La triglycéridémie des souris axéniques est standardisée en
2 semaines apres la colonisation de leur tractus digestif (Velagapudi et al., 2010). Si le
microbiote intestinal n‘influence pas I'absorption intestinale des triglycérides, il influence
celle d'autres espéces lipidiques, comme les sphingomyélines par exemple (Velagapudi et

al., 2010). Plus récemment, des corrélations statistiques a partir de la cohorte LifeLines-
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DEEP ont relié I'abondance (augmentée ou diminuée) de 34 taxa du microbiote intestinal
avec un plus faible indice de masse corporelle et une plus faible triglycéridémie, notamment
les bactéries appartenant au phylum des Tenericutes ainsi qu’aux familles des
Christensenellaceae et Pasteurellaceae et aux genres Akkermansia et Butyricimonas. Au
contraire, les bactéries du genre Eggerthella sont associées a une plus forte triglycéridémie
(Fu et al., 2015).

Le microbiote intestinal influe sur la quantité d’énergie assimilable par I'hote
apportée par son régime alimentaire, participant selon sa composition a
I’établissement potentiel d’une obésité. De plus, son impact sur le métabolisme
général de I’'hote module les concentrations circulantes d’insuline et de leptine.
De telles modulations chez une mére gestante obése pourraient perturber le

neurodéveloppement de celui-ci ainsi que son métabolisme a long terme.

3. Influence du microbiote intestinal sur les fonctions gastro-intestinales

L’épithélium intestinal est constitué d’une mono-couche de cellules absorptives
(entérocytes et colonocytes), de CEE, de cellules a mucus ou caliciformes, de cellules de
Paneth, de cellules M (microfold), de cellules Tuft, de cellules souches prolifératives, ainsi
que de l|'ensemble des cellules immunitaires (plasmocytes, macrophages, cellules
dendritiques, lymphocytes T et B) présentes dans ou sous |'épithélium (Bowcutt et al.,
2014; Martin-Gallausiaux et al., 2017; Rizkalla et Doré, 2017; Tomas et Sansonetti, 2017).
Cet épithélium est une structure dynamique et complexe, composé d’une alternance de
villosités et de cryptes assurant des fonctions différentes selon les types cellulaires qu’elles
hébergent et leur localisation (intestin gréle ou célon). Le microbiote intestinal interagit
avec lI'ensemble de ces cellules et fonctions, permettant le développement optimal de

I’épithélium, notamment de ses fonctions de barriére, immunitaire et endocrine.

3.1. Microbiote, développement et survie de I'épithélium intestinal

Les animaux axéniques sont le témoin que le développement de l'individu peut se
faire sans microbiote. Cependant, ces animaux présentent des phénotypes anormaux
parmi lesquels la morphologie et la physiologie de l'intestin (Sokol, 2017; Tomas et
Sansonetti, 2017; Neumann et al., 2019). L’intestin gréle est plus court avec des villosités
atrophiées et des cryptes moins profondes, ainsi qu’un caacum plus gros de 4 a 6 fois par
rapport aux animaux conventionnels, signes d’une immaturité de I’épithélium intestinal.

Les diverses altérations développementales identifiées chez les animaux axéniques sont
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détaillées dans le tableau 6. L'introduction de bactéries dans le tractus digestif restaure,
en général, un phénotype normal. Dans l'intestin, l'installation du microbiote intestinal
permet la maturation du systéme immunitaire, notamment les lymphocytes Treg
(régulateurs) anti-inflammatoires et responsable de la tolérance envers les bactéries
intestinales commensales et les nutriments (Di Mauro et al., 2013; Dominguez-Bello et al.,
2019). Escherichia coli, Bifidobacterium ou encore Lactobacillus augmentent la survie
cellulaire dans l'intestin en inhibant les voies apoptotiques (Ohland et Macnaughton, 2010).

Le microbiote intestinal est connu pour favoriser la prolifération des cellules souches
dans les cryptes intestinales (Chowdhury et al., 2007). Le transfert d’un microbiote a des
rats axéniques induit une augmentation du nombre de cellules en prolifération dans les
cryptes et de la profondeur de celles-ci (Tomas et Sansonetti, 2017; Tomas et al., 2013,
2015). Le microbiote intestinal influence également la différenciation cellulaire (Tomas et
al., 2013), notamment en cellules a mucus et entéroendocrines (Hiippala et al., 2018;
Tomas et Sansonetti, 2017).

Les AGCC produits par le microbiote, notamment le butyrate, stimule I'apoptose des
cellules intestinales via ses effets épigénétiques en inhibant les histones désacétylases et
contrecarre ainsi certains dommages associés au stress oxydant et métabolique (Bernalier-
Donadille et Pochart, 2017; Sauer et al., 2007). Le butyrate est également la source
majeure d’énergie pour les colonocytes de la barriére intestinale, permettant la survie et
le fonctionnement optimal de ces cellules (Donohoe et al., 2011). Lorsque des colonocytes
des souris axéniques sont maintenus dans un état de déprivation énergétique, leur
autophagie est induite (Donohoe et al., 2011). Cette altération de I’homéostasie
énergétique intestinale est associée a une perturbation du transcriptome cellulaire,
notamment des voies métaboliques du butyrate, de la B-oxydation, des acides aminés,
ainsi qu’a une perturbation du métabolome cellulaire (glucose, lactate, créatine, glutamate,
alanine, glutamine, isoleucine, valine, ...). La colonisation de ces souris axéniques,
notamment des males, par le microbiote de souris conventionnelles ou par une seule
espece bactérienne productrice de butyrate (Butyrivibrio fibrisolvens ou Bacteroides
thetaiotaomicron) rétablit en 10 jours les niveaux d’ATP et le transcriptome cellulaires
(Donohoe et al., 2011). L'apport d’AGCC par le microbiote intestinal permet donc la survie
des colonocytes, ce qui permet le maintien de l'intégrité de la barriére intestinale et de sa

fonction d’absorption de nutriments (Hooper, 2001; Donohoe et al., 2011).
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3.2. Microbiote et fonction de barriéere

Le microbiote intestinal interagit avec les différentes cellules de la muqueuse
intestinale, de facon directe ou indirecte, notamment par des composants des parois
bactériennes.

Microbiote et mucus. La

e
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contact en trop grand nombre Couche former le mucus) CA
. . interne — 000 o % ,%%
(Birchenough et al., 2015; Kim et Ho, demucus 092 A %
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serrée . . O O

(Johansson et al., 2011). En condition
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s s Entérocyte  Cellule H
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Lamina

superficielle (Johansson et al., 2011) propria Plasmocyte
sécretant

(fig.25). Une partie de la sécrétion de les IgA
mucus intestinal est inductible en Figure 25. Le mucus et son réle de barriére. Le
mucus joue le réle de barriére intestinale physique en
maintenant les bactéries a distance des cellules
(translocation de bactéries ou de LPS) épithéliales. Il retient également les composés anti-

microbiens ce qui permet d‘augmenter leur

(Johansson et al., 2014; Linden et al., concentration dans la zone dense de mucus. IgA :

. immunoblobuline A ; PAM : peptide anti-microbien.
2008; Tomas et Sansonetti, 2017), IIssucleJde SOkUO; (2017). peptide antimmicrobi

réponse a des stimuli bactériens

notamment issus de Bacteroides

thetaiotaomicron (Hooper, 2001). La production d’AGCC par le microbiote intestinal
favorise un pH permettant au mucus d’atteindre une épaisseur et une structure optimale
et ainsi de limiter la translocation bactérienne (Quinton, 2010; Keely et al., 2012). Des
altérations du mucus intestinal ont été associées au développement de maladies
inflammatoires chroniques (Farkas et al., 2011; Tomas et Sansonetti, 2017).

Outre ce roOle direct de barriere, le mucus permet également de concentrer
différentes molécules immunitaires et bactéricides qui y sont sécrétées par I'ensemble des
cellules épithéliales (Lepage et al., 2017; Sokol, 2017; Tomas et Sansonetti, 2017) (fig.
24-25). La nature du mucus, sous l'influence du microbiote, joue donc un réle important
dans le niveau de protection de la muqueuse et dans la réponse bactéricide de cette
derniére (Kawakubo et al., 2004; Linden et al., 2008).

Microbiote et jonctions entre cellules épithéliales. Il existe 3 types de

jonctions définies par les protéines qui les composent : les jonctions serrées, les jonctions
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adhérentes et les desmosomes (Chelakkot et al., 2018;
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crésol), ou d’ammoniaque produits par le microbiote. Il est a noter que le résultat de
I'interaction bactérie-héte dans ces études dépend de la souche bactérienne impliquée.
Chez la souris, I'obésité génétique (°/°P) ou la consommation d’un régime riche en gras
module la composition du microbiote intestinal en faveur des bactéries a Gram négative
possédant des LPS. Cette modulation entraine une diminution de I’'expression des génes
des jonctions adhérentes et serrées, en partie via la sur-activation du TLR-4, augmentant
la perméabilité intestinale (Cani et al., 2008). Il en résulte une endotoxémie métabolique
due au LPS 2 a 3 fois plus élevée, conduisant a une dérégulation du métabolisme glucidique
et une augmentation de I'inflammation et de l'adiposité (Cani et al., 2007a, 2008). Une
antibiothérapie ou une supplémentation en prébiotiques modulent la composition du
microbiote chez ces souris sous régime riche en gras ou obéses, et prévient ces symptomes
(Cani et al., 2007c, 2008).

3.3. Microbiote et fonction endocrine.

Bien qu’elles ne représentent qu’environ 1% du nombre total de cellules épithéliales
intestinales, les CEE constituent le plus grand organe endocrine de I'organisme (Ahlman
and Nilsson, 2001). Différents types de CEE sont connus depuis longtemps, selon les

hormones/ peptides qu’elles sécrétent. Cependant, des données relativement récentes
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montrent que les CEE forment en réalité une unique lignée capable de sécréter de multiples
hormones et peptides selon le type de stimulation regue et/ou leur localisation dans le
tractus digestif (Engelstoft et al., 2013; Fothergill et al., 2017). La nomenclature associant
une lettre a chaque type de CEE selon le peptide sécrété est néanmoins conservée dans la
littérature (I pour CCK, L pour GLP-1, K pour GIP, etc.).

Outre les TLRs, ces cellules expriment a leur surface une grande diversité de
récepteurs leur permettant de détecter non seulement les nutriments mais également les
métabolites bactériens (LPS, AGCC, indole), ainsi que les acides biliaires de la lumiére
intestinale (pour revue voir Martin et al., 2019) (fig.27). L'activation de ces récepteurs
stimule la libération de peptides gastro-intestinaux jouant des réles majeurs dans de
nombreuses fonctions telles que la digestion (motricité, sécrétions biliaire et pancréatique),
ou la régulation de la glycémie et de la prise alimentaire (Martin et al., 2019a). Seule la
production de quelques hormones et peptides est développée ci-aprés, notamment ceux
connus pour étre produits par les CEE en réponse au microbiote intestinal comme la
sérotonine, le GLP-1, le GIP (glucose-dependent insulinotropic peptide), et le PYY.

Sécrétion de sérotonine. Les cellules entérochromaffines représentent la moitié
des CEE et sécretent environ 95% de la sérotonine totale. Ce neurotransmetteur participe
a la régulation du péristaltisme intestinal, du métabolisme et du comportement de I'hGte
(Martin et al., 2019a). Le microbiote intestinal stimule directement la libération de
sérotonine via |'activation des récepteurs GPR41/43 (FFAR3/2) par les AGCC (Akiba et al.,
2015; Martin et al., 2017a), mais aussi indirectement par la stimulation de la production
de GLP-1 qui stimule a son tour les cellules entérochromaffines (Lund et al., 2018).

Sécrétion de GLP-1. Le GLP-1 est un peptide anorexigéne sécrété par les CEE
anciennement nommées de type L (CEE-L) en réponse a un repas. Il favorise la libération
d’insuline et le stockage du glucose et inhibe la vidange gastrique (Martin et al., 2019a).
La consommation d‘un régime riche en fibres non digestibles par I'hdote, ou une
supplémentation en agents prébiotiques induit la production d’AGCC par le microbiote
intestinal. Ceux-ci activent les CEE et induisent une augmentation de la transcription et de
la sécrétion de GLP-1, associées a une réduction de la prise alimentaire et de I'adiposité
(Everard and Cani, 2014). Chez la souris, des altérations différentes de la composition du
microbiote intestinal suite a la consommation d’un régime alimentaire riche en gras et en
sucre (induisant une obésité et un diabéte) ou riche en gras seulement (induisant un
diabéte seul) sont associées a des réponses différentes au GLP-1 et a I'insuline (Grasset et
al., 2017).
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Sécrétion de GIP. Le GIP est sécrété en réponse a un repas principalement par
les CEE de type K situées dans l'iléon et, comme le GLP-1, favorise la libération d’insuline
(Buffa et al., 1975). Il exerce également un effet proadipogénique similaire a l'insuline
dans le métabolisme lipidique (Getty-Kaushik et al., 2006). Plusieurs études ont identifiés
un effet stimulant des AGCC sur la sécrétion de GIP, bien que les mécanismes restent
encore flous (Cho et al., 2012). Une administration orale de butyrate a des souris augmente
la sécrétion de GIP et de GLP-1, tandis que l'administration de pyruvate (métabolite
secondaire de la synthese des AGCC) et d’'un mélange d’AGCC augmentent spécifiqguement
la concentration plasmatique de GIP mais pas le GLP-1 ni le PYY (Lin et al., 2012), indiquant
une signalisation différente via les récepteurs GPR41/43 selon la localisation des CEE. Outre
son effet incrétine, le GIP peut réguler directement la prise alimentaire en activant ses

récepteurs hypothalamiques (Adriaenssens et al., 2019).
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Figure 27. Voies d’activation des cellules entéroendocrines par le microbiote intestinal.
L’activation peut étre par la fixation directe de composants bactériens aux TLRs, ou par la production
d’AGCC et d’acides biliaires secondaires. AGCC : acides gras a chaine courte ; GPR (FFAR) : récepteur
aux AGCC ; CEE : cellule entéroendocrine ; LPS : lipopolysaccharide ; TLR : toll-like receptor. D'aprés
Martin et al. (2019).

Sécrétion de PYY. Le PYY exprime son effet anorexigene en inhibant le signal
transmis par les récepteurs Y2R des neurones ARCASRF/NPY (Dumont et al., 1995; Loh et al.,
2015). Chez I'Homme obése, la production de PYY est diminuée (le Roux et al., 2006).
Outre la stimulation directe de la sécrétion de PYY par les AGCC, le butyrate et le
propionate, par leurs capacités a moduler les marques épigénétiques de I’ADN, favorisent

I'expression du géne pyy (Larraufie et al., 2018). De fagon intéressante, les acides biliaires
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secondaires produits par le microbiote intestinal stimulent également la sécrétion de PYY
et de GLP-1 (Kuhre et al., 2018). L’altération du microbiote intestinal par une prise
d’antibiotique augmente la concentration plasmatique de PYY aprés un repas (Mikkelsen et
al., 2015), ce qui pourrait favoriser une plus grande consommation de nourriture et sur le

long terme, une prise de poids.

L'influence du microbiote intestinal sur le développement et le
maintien de I'homéostasie intestinale font de ce microbiote un élément majeur
dans le développement intestinal du nouveau-né. Une modulation dans la
composition du microbiote intestinal du descendant, soit de facon directe par une
manipulation postnatale, soit de facon indirecte suite a une modulation des
microbiotes maternels, pourrait entrainer une altération de la maturation
intestinale (immunité, fonction barriére, endocrine, ...). Cette altération pourrait
potentiellement étre a l'origine d’'une dérégulation a court et long termes de la
prise alimentaire et de I’homéostasie énergétique, via les peptides gastro-
intestinaux mais également par l'induction d’une adiposité, en lien avec un état

inflammatoire de bas grade, induite par des défauts de barriére.

4. Production de métabolites bactériens et implications pour I’hote

Les nombreux métabolites issus de l'activité des bactéries du microbiote intestinal
sont en contact étroit avec les cellules de I'hote et peuvent influencer sa physiologie au
niveau intestinal, mais également de facon générale par le biais d’autres organes via leur

absorption et transport par la circulation sanguine (Bernalier-Donadille et Pochart, 2017c).

4.1. Production d’acides gras a chaine courte

Les AGCC sont produits dans le caecum et le cOlon a partir de la fermentation
bactérienne des fibres alimentaires, mais aussi des protéines et peptides ayant échappé a
la digestion par I'héte (pour revue voir Koh et al., 2016). Lorsque la quantité de fibres est
optimale, les espéces fibrolytiques (Ruminococcus, Bacteroides, Faecalibacterium, ...)
clivent les longues chaines de sucres en oligosides plus courts, a leur tour utilisés par
d’autres genres bactériens tels que Clostridium, Eubacterium, Roseburia, ou encore
Lactobacillus (fig.29). Ces bactéries produisent majoritairement de I'acétate, du propionate

et du butyrate, et dans une moindre mesure du valérate. D'autres composés secondaires

96



Chapitre 3 : Interactions microbiote-héte

comme le succinate et le lactate sont produits durant cette fermentation, majoritairement
par des Bifidobacterium ou des Lactobacillus (Koh et al., 2016) (fig.28). Lorsque les fibres
viennent a manquer, la fermentation des protéines permet la libération des acides gras a
chaine courte ramifiés (AGCC-R) : isobutyrate, 2-méthylbutyrate, et lisovalérate,
exclusivement synthétisés a partir des acides aminés ramifiés, respectivement la valine,
I'isoleucine et la leucine (Smith and Macfarlane, 1997). Il est a noter que si le butyrate est
exclusivement produit par le microbiote, I'acétate, le propionate et le lactate peuvent
également étre produits par les cellules de I’'héte.

Le butyrate est rapidement utilisé par les colonocytes comme source principale
d’énergie (voir la partie 3.1. de ce chapitre). Les autres AGCC rejoignent la veine porte et
arrivent au foie via la circulation sanguine, olu la majeure partie du propionate est
métabolisée en glucose (Leng and Annison, 1963). En conditions physiologiques, I'acétate
est donc I'AGCC dont la concentration plasmatique est la plus abondante (Cummings et
al., 1987). Le lactate, produit intermédiaire de la synthése des AGCC est rapidement
converti en butyrate par les bactéries utilisatrices de lactate dans l'intestin (Flint et al.,
2012) (fig.28).

Les effets des AGCC sur la physiologie de I'h6te sont pléiotropes. Parmi eux, on peut
citer la régulation de I'expression des génes par la modulation des marques épigénétiques,
une possible diminution du risque de cancer intestinal et d'asthme par leurs impacts sur le
systéme immunitaire, la régulation du transit intestinal, de la sécrétion d’insuline, du
métabolisme hépatique (glucidique et lipidique) et du stockage d’énergie dans les
adipocytes, ainsi que la modulation de fonctions cérébrales régulant la prise alimentaire,
ou au cours du développement (neurogenése) (Koh et al., 2016). Ces fonctions sont
représentées sur la figure 29. Généralement, les AGCC sont associés a des effets
métaboliques favorables et amincissants (Ridaura et al., 2013). Cependant, une étude a
démontré chez I'Homme une augmentation significative des concentrations d’AGCC dans
les feces d'obéses comparées a celles d’individus normopondéraux (propionate +41%,
butyrate +28%, valérate +21%, acétate +18%), indiquant selon les auteurs, une
meilleure capacité du microbiote « obése » a extraire I’énergie de I'alimentation (Schwiertz
et al., 2010).

Ces résultats indiquent qu'il reste a éclaircir si les AGCC contribuent activement a
I'obésité ou sont le simple reflet d’une altération de la composition du microbiote intestinal
(Koh et al., 2016). Outre leur présence sur les cellules épithéliales intestinales, les
récepteurs aux AGCC sont également exprimés dans le systéme nerveux périphérique,
comme les ganglions sympathiques ou vagaux (Kimura et al., 2013; Nghr et al., 2015).
Chez la souris axénique, les altérations de la population microgliale du systéme nerveux
central (densité, morphologie, fonctions) sont restaurées par la supplémentation en AGCC

durant 4 semaines (Erny et al., 2015). Leurs impacts détaillés sur le métabolisme, le
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systeme nerveux entérique et le systeme nerveux central sont listés dans le tableau 5 (Koh
et al., 2016).

Espéces fibrolytiques
Ruminococcus
Bacteroides
Roseburia
Faecalibacterium
Prevotella

Y

Mono- et cligosides

OH OH
o ffo,. . __OH
HO
\ o_J.
Ho oH T OH
OH
/ Espéces glycolytiques
H, : Bifidobacterium
Co, Lactobacillus

\\* Lactate

Especes hydrogénotrophes

i e 1l
Methanobre::ffacter BO‘CTE‘F"O{O’ES Eubm‘t'erfum | Succinate | : E
Clostridium ErEElGEm ' Veillonella |
CH, _ Bifidobacterium o o Bacteroides Megasphaera |
Blautio  puminococcus . N_ | ammmm--e
Eubacterium...

Acétate Butyrate Propionate

*+—————

""" Eubacteriom

A .
? 1 Anaerostipes
i
Figure 26. Représentation schématique de la synthése des différents AGCC a partir des
fibres alimentaires non digestibles par I'hote, et des genres bactériens privilégiant
chaque voie de synthése. Les encarts bleus correspondent aux AGCC majeurs produits par le
microbiote intestinal. Les encarts verts correspondent aux composés intermédiaires produits
durant le processus. Les encarts jaunes correspondent aux différents gaz produits par le
microbiote intestinal a partir des polyosides. D’aprés Bernalier-Donadille et Pochart (2017)
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Figure 27. Effets pléiotropes des AGCC sur la physiologie de I’'h6te. WAT : tissu adipeux
blanc ; BBB : barriere hémato-encéphalique ; DC : cellules dendritiques ; ENS : systéme nerveux
entérique ; HDAC : histone désacétylase permettant ou non la transcription de génes ; IGN :
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activated protein kinase. Issue de Koh et al. (2016)
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Comme évoqué précédemment, la gestation modifie la composition du microbiote
intestinal et vaginal qui se traduit par une variation de la production des AGCC,
potentiellement impliqués dans les changements métaboliques subis par la mére durant la
gestation. En effet, chez la souris gestante, I'augmentation progressive des Actinobacteria
et des Bacteroidetes induit dans le caacum une augmentation des concentrations en acétate
et propionate et une diminution du lactate (Fuller et al., 2015). Ces modulations
microbiennes sont associées au maintien d'une glycémie a jeun optimale au quinziéme jour
de gestation, malgré l'installation d’une insulino-résistance physiologique (Fuller et al.,
2015). Chez Ila femme enceinte, la concentration plasmatique d‘acétate est
significativement plus élevée que celles du propionate (14 fois) et du butyrate (30 fois) en
fin de grossesse, bien que la composition du microbiote intestinal n’ait pas été caractérisée
(Priyadarshini et al., 2014). Ces résultats ne sont toutefois pas retrouvés dans d’autres
especes telles que la truie, chez qui les taux d’AGCC produits durant la gestation restent
stables (Liu et al., 2019). L'indice de masse corporelle de la mere n’a pas d'impact sur ces
concentrations, mais des corrélations négatives significatives ont été identifiées entre le
taux d‘acétate et la prise de poids durant la gestation, ainsi que la concentration de
propionate et la taille et le poids du nouveau-né (Priyadarshini et al., 2014).

Le microbiote vaginal produit de plus grandes quantités de lactate que le microbiote
intestinal (Boskey et al., 2001). Si I'épithélium vaginal répond de la méme fagon que
I’épithélium intestinal au lactate, le microbiota vaginal pourrait donc moduler les fonctions

physiologiques vaginales de I'h6te (Koh et al., 2016).
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Tableau 5a. Impacts de l'acétate sur le métabolisme, le systéme nerveux entérique et le
systéme nerveux central de I'hote.

Espéces Particularités Impacts Références
Métabolisme
, . A Gonzalez Hernandez
L Prevention obeésité et
(revue) Régime gras . : . et al., 2019
insulino-resistance
Augmentation concentrations
Femmes plasmatiques de PYY et GLP- Freeland et Wolever,
. hyperinsulinémiques 2010
Humain 1
Hommes sains D|m|nut|or,1 acides gras libres Suokas et al., 1988
et cholestéerol plasmatiques
Diminution gain de poids Yamashita et al
Rat Obéses et diabétiques Augmentation tolérance au 2007 "
glucose
. . Stimulation lipogenése + Hong et al., 2005;
) Adipocytes ex vivo Inhibition lipolyse Ge et al., 2008
i WT et ob/ob D|m|nut|_on acides gras libres Ge et al., 2008
[\ plasmatiques
5 Souris WT, GPR43(/), GPR43 _Supp_re,55|_on signal
SUreXDrimeés. axéniaues insulinémique dans les
o] P , axeniq adipocytes, redirection du Kimura et al., 2013
< ou non, sous régime
ras glucose dans les muscles,
9 diminution de l'adiposité
Systéme nerveux entérique
Systéme nerveux Atl.lg_menfcatmn du Grider et Piland,
Rat entérique ex vivo peristaltisme 2007
q relargage sérotonine + CGRP
Systéme nerveux central
Axéniques colonisées par Diminution perméabilité
Bacteroides barriere hémato- Braniste et al.. 2014
thetaiotaomicron encéphalique (BHE) (cortex v
Souris producteur d'acétate frontal, hypothalamus)

Régime gras
supplémenté en
prébiotiques

Passage BHE, activation
hypothalamus,
déclenchement de la satiété

Frost et al., 2014
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Tableau 5b. Impacts du propionate sur le métabolisme, le systéme nerveux entérique et
le systéme nerveux central de I'hote. VIP : peptide vasoactif intestinal ; BHE : barriere hémato-
encéphalique

Espéces Particularités Impacts Références
Métabolisme
Sains + ilots Augmentation concentration Pingitore et al.,
pancréatiques ex vivo plasmatique insuline 2017
Augmentation
Sains + colonocytes ex —concentrations plasmatiques  Chambers et al.,
vivo de PYY et GLP-1 2015
Humain g!m!nu:!on prl.ze de poulj.st,)
Hommes sains Iminution acides gras libres Suokas et al., 1988
et cholestérol plasmatiques
Diminue glycémie a jeun
Femmes saines Augmentation sécrétion Venter et al., 1990
d'insuline en réponse au
glucose
Diminution gain de podis
Stimulation néoglucogenése
. intestinale De Vadder et al.,
Rat Males, Regime standard Augmentation sensibilité a 2014
I'insuline et tolérance au
glucose
()] . S Stimulation production PYY
- Hyperinsulinémiques L i ) van den Hoek et
© nourries avec régime Amelioration signal al.. 2004
c riche en gras msu_lmemu_que dans muscles o
o et tissu adipeux
—t _ Stimulation lipogenése + ]
.Q_ Souris Adipocytes ex vivo Inhibition lipolyse Hong et al., 2005;
. Ge et al., 2008
(o) dans adipocytes
| Régime gras Prévention de I'obésité
o supplémenté en D|m|nut|_on concer_1trat|ons Lin et al., 2012
) plasmatiques leptine,
propionate insuline
Systéme nerveux entérique
C(lachon Colon ex vivo DA|m|nut|on péristaltisme du Hurst et al., 2014
d’Inde cblon
Colon ex vivo Au,gmenta_tlon secretion Yajima et al., 2011
acétylcholine
Rat .
zflualelsénFiggltrgeenstandard Augmentation nombre De Vadder et al.,
PP! neurones VIP 2015
propionate
Systéme nerveux central
. . Diminution nombre de Chambers et al.,
Humain Sains
calories ingérées 2015
Axéniques colonisées
par Bacteroides Diminution perméabilité BHE .
. ; ; Braniste et al.,
Souris thetaiotaomicron (cortex frontal, 2014
producteur de hypothalamus)
propionate
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Tableau 5c. Impacts du butyrate sur le métabolisme, le systeme nerveux entérique et le
systéme nerveux central de I'h6te. BDNF : brain-derived neurotrophic factor ; BHE : barriére
hémato-encéphalique.

Espéces Particularités Impacts Références
Métabolisme
Hommes Amélioration sensibilité
normopondéraux + insuline chez
Humain Hommes obéses + normopondéraux Bouter et al., 2018
Zl:glzliTte;gatgon Résistance a I'obésité
Diminution gain de poids
Stimulation néoglucogenése
Males, Régime intestinale De Vadder et al.,
Rat standard Augmentation s,ensibilité a 2014
I'insuline et tolérance au
glucose
) . Normalisation glycémie + Gonzalez et al.,
Insuffisance rénale . .
fonctions rénales 2019
Régime gras + Augment_atlon |n_ternaI|sat|on Gao et al., 2019
gavages butyrate glucose tissu adipeux
. Prévention de 'obésité
Régime gras o :
. ; Diminution concentrations .
supplémenté en | ti leptine Lin et al., 2012
propionate plasmatiques leptine,
insuline
Diminution poids souris
obéses
Q Souris , Normalisation concentrations
= Regime standard ou lasmatiques glucose
© gras + gavages plasmatiques 9 ! Hong et al., 2016
ot butyrate insuline, leptine
Sn Augmentation activite
b mitochondriale muscles
= | squelettiques
(0] Augmentation sensibilité
Régime riche en gras insuline, thermogenese, Gao et al., 2009
dépenses énergétiques
Systéme nerveux entérique
Males + Régime
standard ou amidon  Augmentation nombre
Rat résistant ou butyrate neurones cholinergiques Soret et al., 2010
intracaecum + péristaltisme
+ Colon ex vivo issu
Systéme nerveux central
Augmentation angiogeneése,
Rat Males + ischémie neurogenese, synthese Kim et al., 2009
BDNF
Axéniques colonisées
par Clostridium Diminution perméabilité BHE
Souris tyrobutyricum (cortex frontal, Braniste et al., 2014
producteur de hypothalamus)
butyrate
. . Potentialise prolifération +
Souris gutyrate + Vitamine neurogenese hippocampe Yoo et al., 2011
6 . :
induite par B6
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4.2 Production de neurotransmetteurs

De plus en plus de travaux scientifiques démontrent le réle du microbiote intestinal
dans la production d‘amines biogénes, dont quatre ont été identifiées comme
neurotransmetteurs : la dopamine, la norépinéphrine, la sérotonine et I'histamine (pour
revue voir Sudo, 2019). L'utilisation de modéles de rongeurs axéniques ou la culture in
vitro de bactéries ont permis d’identifier certains genres, especes ou souches comme

producteurs de neurotransmetteurs (tableau 6).

Tableau 6. Genres bactériens produisant des neurotransmetteurs. D'apres Briguglio et al.
(2018) et Strandwitz (2018).

Dopamine Noradrénaline Acétylcholine Sérotonine GABA Histamine

Bacillus Lactobacillus

Bacillus ) Escherichia Bifidobacterium Citrobacter
mycoides plantarum

Escherichia Bacillus subtilis Hafnia Lactobacillus Enterobacter

Hafnia Escherichia coli Lactobacillus Streptococcus  Hafnia

Morganella Proteus vulgaris Morganella Lactococcus Streptococcus
Serratia )

Proteus Streptococcus Lactobacillus
marcescens

Serratia Lactococcus Lactococcus

Staphylococcus Enterococcus Morganella

Pediococcus

Proteus

Par exemple, la dopamine et ses dérivés (norépinéphrine et épinéphrine) sont
retrouvés en concentration élevée dans des cultures d’'Escherichia coli, de Proteus vulgaris,
ou encore de Bacillus subtilis (Tsavkelova et al., 2000). In vivo sa concentration est
multipliée par 11 entre l'iléon et le c6lon de souris conventionnelles, tandis qu’elle est 35
fois plus faible dans le cb6lon de souris axéniques (Sudo, 2019a). La dopamine (et les
catécholamines plus généralement) serait une molécule utilisée par les bactéries pour
communiquer avec les cellules intestinales de I'h6te (Sudo, 2019a).

La sérotonine, majoritairement produite par les cellules entérochromaffines de
I'intestin, participe au maintien du péristaltisme (Tsukamoto et al., 2007). Les rongeurs
axéniques ont un taux plasmatique de tryptophane plus élevé que les conventionnels,
notamment en lien avec une réduction de son métabolisme (Clarke et al., 2013). Cette
concentration plus élevée de tryptophane, précurseur de la sérotonine, induit une
augmentation du taux de sérotonine et de ses métabolites dans I'hippocampe des souris
axéniques, mais uniquement chez les males (Clarke et al., 2013). Dans cette étude, ces
modulations sont associées a une diminution du BDNF (brain-derived neurotrophic factor),

qui joue un r6le dans le neurodéveloppement et la régulation de la prise alimentaire (Kernie
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et al., 2000). Le dimorphisme sexuel dans la régulation du taux de sérotonine par le
microbiote a été confirmé par une autre étude, dans laquelle les auteurs proposent que le
niveau basal d’expression de la sérotonine plus élevé chez les femelles que chez les males
les rendrait moins sensibles aux manipulations augmentant la concentration de ce
neurotransmetteur (Llorente et al., 2010). La colonisation de souris axéniques adultes par
des féces de souris conventionnelles induit une augmentation de la concentration en
sérotonine dans le colon d’un facteur 5 (Sudo, 2019a) et standardise le taux plasmatique
de tryptophane, mais sans pouvoir normaliser la concentration hippocampique de
sérotonine ou de BDNF (Clarke et al., 2013). Ces résultats indiquent que certaines
altérations neurodéveloppementales persistent a long terme malgré une intervention, mais
gue d’autres peuvent encore étre modulées par le microbiote intestinal.

L'indole est également produit par le microbiote intestinal a partir du tryptophane.
Une injection ponctuelle de cette molécule induit une accumulation de ses métabolites
(oxindole et isatine) au niveau cérébral, connus pour leurs effets neurodépresseurs (Jaglin
et al., 2018). Cette accumulation est associée a une forte réduction de I'activité locomotrice
et une activation du DMV dans le tronc cérébral par le nerf vague (Jaglin et al., 2018). La
colonisation de rats axéniques par une souche d’Escherichia coli productrice d’indole
augmentent les comportements associés a I'anxiété et a la dépression, encore une fois en
association avec une activation du nerf vague, en comparaison avec d’autres rats
axéniques colonisés par la méme souche génétiqguement déficiente pour la synthése de
I'indole (Jaglin et al., 2018). Cependant, ces rats colonisés par un producteur d’‘indole
expriment une activité locomotrice normale, soulignant la limite a |'utilisation de modéles
axéniques.

Lactobacillus reuteri est capable de convertir I'histidine en histamine (Thomas et
al., 2012). Une modulation de l|'abondance de cette espéce pourrait altérer les
concentrations circulantes et centrales d’histamine, particulierement dans les voies du
circuit hédonique (Yarandi et al., 2016), avec des effets potentiels sur le comportement
alimentaire.

Le GABA est le neurotransmetteur inhibiteur majoritaire du systéme nerveux
central a I'dge adulte. Sa concentration dans la lumiére intestinale est controlée
positivement et négativement par le microbiote intestinal qui le produit ou le dégrade
(Strandwitz, 2018). Les animaux axéniques ont des concentrations de GABA intestinale et
plasmatique significativement inférieures a celles des animaux conventionnels, bien que
cette différence ne soit pas étendue au niveau cérébral (Matsumoto et al., 2013).

D’autres amines comme la tryptamine, la phényléthylamine, les diamines
(putrescéine et cadavérine), et les polyamines (spermine et spermidine) auraient un lien
avec l'altération du fonctionnement neuronal et la survenue de maladies psychiatriques
(Sudo, 2019a).

105



Chapitre 3 : Interactions microbiote-héte

4.3 Production d’acides biliaires secondaires

Les acides biliaires sont synthétisés dans le foie a partir du cholestérol et sont
excrétés dans l'intestin gréle sous forme conjuguée a la glycine ou la taurine. IlIs
permettent la solubilisation des lipides et sont essentiels pour faciliter la digestion des
lipides alimentaires et leur absorption. En conditions physiologiques, environ 95% de ces
acides biliaires sont réabsorbés dans l'intestin et retournent au foie par la circulation
sanguine. Cette réabsorption est permise par I'action des enzymes du microbiote intestinal
qui les déconjuguent ou les transforment en acides biliaires secondaires. La déconjugaison
est effectuée par de nombreux genres bactériens comme Bacteroides, Clostridium,
Lactobacillus ou encore Bifidobacterium (Molinero et al., 2019) et libére du sulfure
d’hydrogene pouvant étre impliqué dans l'inflammation et le risque de cancer intestinaux
(Carbonero et al., 2012). La transformation en acides biliaires secondaires en revanche est
restreinte a un petit nombre de bactéries possédant les enzymes adéquates : Eubacterium
et Clostridium (Ridlon et al., 2010). La transformation des acides biliaires primaires par le
microbiote intestinal module I'activation des récepteurs épithéliaux a ces acides ainsi que
la recapture de ces acides, permettant ainsi de réguler le métabolisme biliaire, glucidique
et lipidique (Gadaleta et al., 2011).

De multiples symptomes et pathologies ont été associées a des altérations de la
composition du microbiote intestinal et du métabolisme biliaire hépatique et bactérien,
comme les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, le diabéte de type 2, le cancer
colorectal, ou encore les maladies hépatiques telle que la cirrhose non alcoolique (pour
revue voir Molinero et al., 2019). Chez I'hGte, I'activation des récepteurs aux acides biliaires
induit la synthése d’agents antimicrobiens dans la lumiére intestinale (Inagaki et al., 2006)
et jouent un role dans la régulation de I'homéostasie énergétique (Wahlstrém et al., 2016).
Récemment, des études princeps ont démontré la capacité de ces acides a traverser le
barriere hémato-encéphalique et a activer des récepteurs au niveau hypothalamique,
inhibant les signaux activateur (glutamate) et inhibiteur (GABA) (pour revue voir McMillin
et DeMorrow, 2016). De plus, la délétion d'un des récepteurs a ces acides biliaires (FXR)
au niveau cérébral chez la souris induit des altérations de la mémoire et de la coordination,
et modifie la neurotransmission de la norépinéphrine et de la sérotonine (Huang et al.,
2015). Enfin, les acides biliaires favoriseraient la survie et la prolifération des cellules

progénitrices neurales (Soares, 2015).

Il est intéressant de noter qu’‘une altération dans la composition du microbiote
intestinal néonatal, par exemple suite a un traitement antibiotique en début de vie ou une
césarienne plutét qu’une naissance par voie basse, induit chez les descendants des

altérations dans le métabolisme des acides gras et des acides biliaires (Martin et al., 2016).

106



Chapitre 3 : Interactions microbiote-héte

Le microbiote intestinal est capable de synthétiser un grand nombre de
molécules actives chez I’hote. Ainsi, les AGCC ont des effets pléiotropes sur
I'’ensemble de la physiologie générale de I'hGte, ainsi que sur ses systémes
nerveux périphérique et central. Ces effets neuronaux sont également médiés par
la production de divers neurotransmetteurs et précurseurs de
neurotransmetteurs de fagon sexe-dépendante, ou encore via la modulation de la
signalisation des acides biliaires.

Si ces métabolites bactériens influent sur I’h6te adulte, ils influeraient
également sur le neurodéveloppement et le métabolisme du descendant.
Cependant, les preuves d’une telle influence sur le jeune individu ainsi que les
conséquences a long terme qui peuvent en découler sont encore parcellaires voire

inexistantes.

5. Influence du microbiote intestinal sur le systéme immunitaire

La grande majorité des connaissances acquises sur l'influence du microbiote
intestinal sur le systéme immunitaire de I'h6te provient du modeéle murin axénique. Ces
animaux présentent une altération profonde de la maturation de leur systeme immunitaire,
gue ce soit au niveau intestinal ou a lI'échelle de I'organisme (Martin-Gallausiaux et al.,

2017), détaillée dans le tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7. Principales anomalies du systéme immunitaires décrites chez la souris
axénique par rapport aux souris conventionnelles. Issu de Martin-Gallausiaux et al. (2017).

Anomalie

Localisation

Phénotype (axénique)

Anomalies intestinales

Développement intestin

Plaques de Peyer

Lamina propria

y hombre et taille

atrophiée, Y lymphocytes

gréle Centres germinatifs \( plasmocytes
Follicules lymphoides isolés plus petits

Développement ganglions o »
Centres germinatifs atrophiés

lymphatiques

Lymphocytes T (CD4%)

Lamina propria

%, \ Th17 (gréle

uniquement)

Lymphocytes T (CD8%)

Intra-épithéliaux

N nombre, Y cytotoxicité

Expression CMH II

Cellules épithéliales

X

Production PAMs

Cellules de Paneth

X
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Production IgA Lymphocytes B \
Expression des TLR2, 4 et 9 Cellules épithéliales \
Production IL-25 Cellules épithéliales \
Anomalies générales
Lymphocytes T (CD4) Rate A, \( production cytokines
Lymphocytes T (CD8%) Rate A, \ production cytokines
IgA, IgG, IgM Sériques X

Th17 : lymphocytes T helper de type 17; CMH II: complexe d’histocompatibilité de type 2; PAMs : peptides
anti-microbiens; Ig : immunoglobulines; TLR : Toll-like receptors; IL : interleukine

La présence d'un microbiote intestinal ou de certaines bactéries particulieres

influence donc la réponse immunitaire de I’h6te de facon locale et/ou générale.

5.1. Microbiote et systeme immunitaire intestinal.

L’intestin contient le pool le plus important de cellules immunitaires de I'organisme.
Elles sont en contact permanent avec les antigenes alimentaires de la lumiére intestinale,
et établissent les premiers contacts entre I’'hGte et les micro-organismes composant le
microbiote (Ley et al., 2006; Martin-Gallausiaux et al., 2017). Les antigénes (alimentaires
et micro-organiques), voire méme les micro-organismes entiers, sont régulierement
prélevés dans la lumiére intestinale par les cellules M (microfold) situées dans les plagues
de Peyer, qui représentent environ 10% des cellules épithéliales (Mabbott et al., 2013).
Leur forme particuliére leur permet d’interagir étroitement avec les cellules du systeme
immunitaire de la lamina propria (macrophages, lymphocytes, cellules dendritiques)
(Mabbott et al., 2013; Martin-Gallausiaux et al., 2017), ce qui participe a I’éducation du
systéme immunitaire local, notamment des lymphocytes T régulateurs (Treg) (Lathrop et
al., 2011) aux propriétés anti-inflammatoires et responsables de la tolérance envers les
bactéries intestinales commensales et les nutriments (Di Mauro et al., 2013; Dominguez-
Bello et al., 2019) en limitant I'expansion des lymphocytes T helper 17 (Th17) (Surana et
Kasper, 2012) (fig.30). La présence de ces Treg semble nécessaire a la colonisation
bactérienne intestinale, puisque celle-ci échoue chez des souris déficientes en Treg (Surana
et Kasper, 2012).

Cet « échantillonnage » de la lumiéere intestinale peut également étre réalisé
directement par les prolongements des cellules dendritiques (fig.30). Ces cellules vont
alors présenter ces antigénes aux lymphocytes B et T dans les plagques de Peyer pour
produire des immunoglobulines A (IgA) spécifiguement adressées aux bactéries
commensales afin d’en controler le nombre (Macpherson and Uhr, 2004) (fig.30). Les
entérocytes transférent activement ce flux continu d'IgA depuis les plasmocytes de la
lamina propria, jusqu’a la couche de mucus (Macpherson et al., 2009) (fig.25). Les

bactéries segmentées filamenteuses spécifiques a la souris, ainsi que Bacteroides
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thetaiotaomicron stimulent ce flux sans induire de réponse inflammatoire (Hooper, 2001)
(Schnupf et al., 2015) (fig.30). Ces IgA favorisent l'ancrage de certaines bactéries
bénéfiques telles que Bacteroides fragilis (Donaldson et al., 2018) dans la couche de
mucus, et modulent la composition du microbiote intestinal en agissant soit directement
sur I'expression de certains génes du métabolisme et/ou de la croissance bactérienne, ce
qui favorise la symbiose entre bactéries commensales et héte (Nakajima et al., 2018),
et/ou en agissant indirectement par un controle de la réponse pro-inflammatoire contre les

bactéries commensales (Macpherson et al., 2015; Martin-Gallausiaux et al., 2017).
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Figure 30. Le controle de la biomasse bactérienne de la lumiére intestinale par le
systéme immunitaire de I'h6te, implique la sécrétion d'IgA et d'IgA spécifiques produits
par des lymphocytes éduqués dans les plaques de Peyer par les cellules dendritiques,
ainsi que la sécrétion de PAMs par les cellules de Paneth. IL : interleukine ; DC : cellules
dendritiques ; MLN : mesenteric lymphe node ; SIgA : Immunoglobulines A spécifiques ; TGF : transforming
growth factor ; Treg : lymphocyte T régulateur ; Th1-2-17 : lymphocytes T helper 1-2-17. Issue de Belkaid
et Hand (2014)
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Les récepteurs TLR2 et TLR4 (Toll-like receptor) exprimés par les cellules
épithéliales, caliciformes et de Paneth jouent un role majeur dans la reconnaissance du
peptidoglycane (bactéries a Gram positive) et des LPS (bactéries a Gram négative) (fig.32).
La stimulation du TLR4 par des bactéries du genre Lacatobacillus maintient la production
d’IL-10 (anti-inflammatoire) par les entérocytes, reprise par les macrophages et les cellules
dendritiques de la lamina propria, permettant I'hnoméostasie intestinale et la tolérance
immunitaire (Christensen et al., 2002; Hyun et al., 2015). Un autre mécanisme favorisant
la tolérance de I'h6te envers les bactéries intestinales passe par la diminution de la voie
NF-kB pro-inflammatoire dans les cellules intestinales épithéliales (Tomas and Sansonetti,
2017). Des bactéries non pathogénes telles que celles appartenant au genre Lactobacillus
sont capables de préserver la forme inactive du facteur de transcription eucaryote NF-kB
et de diminuer I'expression des chimiokines CXCL1-2 et CCL20 d’environ 50%, ou des
cytokines IL-12, IL-6, TNF-a, toutes pro-inflammatoires (Christensen et al., 2002; Tien et
al., 2006). B. thetaiotaomicron favorise quant a lui la translocation du facteur NF-kB hors
du noyau des cellules, réduisant la réponse pro-inflammatoire (Kelly et al., 2004).

Comme le mucus, la sécrétion intestinale de certains peptides anti-microbiens
(PAMs) est constitutive, mais pour les plus importants elle est régulée par les bactéries en
présence (Kobayashi et al., 2005; Cash et al., 2006), notamment par leur production
d’AGCC (Schauber et al., 2003). L'activation des TLR des cellules épithéliales et des NLR
(NOD-like receptor) des cellules de Paneth par des composés microbiens induit la sécrétion
de PAMs dans la lumieére intestinale (Kobayashi et al., 2005) (fig.32). La diminution de la
sécrétion des PAMs est systématiquement associée a une altération de la composition du
microbiote intestinale (Loonen et al., 2014). Les traitements antibiotiques par exemple,
altérent la composition du microbiote qui n‘est plus capable de stimuler la production de
mucus, de PAMs, ou d’activer une réponse immunitaire adaptée (Becattini et al., 2016),
rendant I'hote plus sensible aux infections pathogénes.

Selon le segment intestinal étudié, cette absence de microbiote génére des
altérations immunitaires différentes. Par exemple, les souris axéniques présentent dans
I'intestin gréle une diminution importante du nombre de lymphocytes Thl et Thi17, mais
peu importante des Treg, tandis que ces derniers sont fortement diminués dans le c6lon
(Martin-Gallausiaux et al., 2017).

Une des voies possibles par laquelle le microbiote intestinal influence le systéme
immunitaire local, est la production d’acides gras a chaine courte (voir paragraphe 5.1 de
cette partie). En effet, le butyrate produit par les bactéries diminuerait la production de
cytokine pro-inflammatoires (fig.31), tandis que |'acétate serait essentiel pour le maintien
de la tolérance immunitaire intestinale en jouant sur le recrutement des neutrophiles
(Martin-Gallausiaux et al., 2017).
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Le microbiote intestinal peut influer sur le systéme immunitaire au niveau local,
parfois de fagon totalement indépendante du systéme immunitaire général de I'hGte. Par
exemple, |'absence de microbiote diminue significativement le nombre de cellules
dendritiques au niveau intestinal sans influencer leur densité au niveau du thymus
(Williams et al., 2006). De fagon similaire, certaines Clostridiales provoquent la
différenciation des lymphocytes T en Treg spécifiquement au niveau intestinal et non au
niveau du thymus (Atarashi et al., 2013) (fig.31).

5.2. Microbiote et systeme immunitaire général.

L'influence du microbiote intestinal sur le systéme immunitaire global reste moins
étudiée qu’au niveau intestinal. Par 'utilisation de modéles murins axéniques, |'absence de
microbiote intestinal, ou sa déplétion par un antibiotique a la naissance (la vancomycine),
augmente les risques de développer des maladies associées a une altération du systéme
immunitaires telles que l'asthme ou des allergies. Cependant, d’autres études ont
également démontré que I'absence du microbiote intestinal pouvait a I'inverse réduire le
risque pour |'hote de développer d’‘autres maladies immunitaires comme
I’encéphalomyélite auto-immune ou l'arthrite rhumatoide. La présence de bactéries
filamenteuses segmentées chez des souris NOD (Non-Obese Diabetic) ex-axéniques ou
non, les « protége » contre le développement d’un diabéte de type I, contrairement aux
mémes souris (axéniques ou non) dépourvues de ces bactéries particuliéres (Lepage et al.,
2017). Ces bactéries favorisent la différenciation des lymphocytes T en Th-17 et la
production d’IL-17 pro-inflammatoire au niveau périphérique et central (fig.31),
indispensables pour le déclenchement de I'encéphalomyélite auto-immune murine utilisée
couramment comme modéle de sclérose en plaque (Schnupf et al., 2015; Lepage et al.,
2017).

Une des caractéristiques du diabéte de type 2 et du syndrome métabolique est une
inflammation dite « de bas grade » persistente, favorisée par la consommation d’un régime
riche en graisses et le passage de composés microbiens (pro-inflammatoires) dans la
circulation sanguine, autrement appelée endotoxémie (Everard et Cani, 2017).
L'invalidation génétique du TLR-4 au niveau intestinal, récepteur principal du LPS
bactérien, « protége » les rongeurs contre le développement de différentes pathologies
métaboliques a la suite d’injections chroniques de LPS ou de la consommation d’un régime
gras (Cani et al., 2007a).

Les travaux de Déchelotte, Fetissov et leurs équipes ont démontré chez le rat
Iimpact du microbiote intestinal sur la prise alimentaire, notamment via le systéme

immunitaire (voir paragraphe 1.4 de la partie B de ce chapitre) (Breton et al., 2016b). La
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protéine membranaire ClpB d’Escherichia coli K12 non pathogéne peut étre dégradée en
différents peptides, dont un s’avere étre un mimétique du neurotransmetteur anorexigéne
a-MSH (Tennoune et al., 2014; Dominique et al., 2019). Chez la souris, les anticorps
produits suite a I'immunisation contre ClpB réagissent de facon croisée contre I'a-MSH
(Tennoune et al., 2014). Chez I'Homme, des anticorps (IgG) dirigés contre I'a-MSH ont été
identifiés dans I'hypothalamus de patients atteints d’anorexie ou de boulimie nerveuses
(Fetissov et al., 2002; Tennoune et al., 2014), et dont la concentration plasmatique est
significativement corrélée a I'importance des troubles comportementaux (Fetissov et al.,
2005; Tennoune et al., 2014). Enfin, la concentration plasmatique de CIpB est
significativement plus élevée chez les patients atteints de troubles du comportement
alimentaire (Breton et al., 2016a). Chez le rat Wistar, la souche d’Escherichia coli K12 est
naturellement présente dans le microbiote intestinal des femelles, mais pas chez des
males. En outre, les concentrations plasmatiques d’'IgG anti-a-MSH sont significativement
plus élevées chez les femelles que les méales. Chez les femelles, I'apport de cette souche
spécifique induit une augmentation de la prise de poids, en association avec une
augmentation du taux circulant et de l'affinité de I'IlgG anti-a-MSH. Chez les males en
revanche, I'apport de cette souche induit une diminution de la prise alimentaire et du gain
de poids, en association avec l'augmentation du taux circulant d'IgM anti-a-MSH
(Tennoune et al., 2015). Chez les femelles, la fixation de I'anticorps a I'a-MSH augmente
drastiquement in vitro |'efficacité de transmission du signal de I'a-MSH lorsqu’elle se fixe
sur son récepteur MC4R, contrairement aux IgG des males (Tennoune et al., 2015).
L'ensemble de ces travaux chez le rongeur démontrent que le microbiote intestinal peut
influencer le systéme immunitaire général de |'h6te, impactant son homéostasie
énergétique (syndrome métabolique, diabétes) et sa prise alimentaire. Ces données chez
le rat sont a relier avec la participation du systéme immunitaire dans I’étiologie des troubles
du comportement alimentaire chez 'Homme (Raevuori et al., 2014; Hommer et Swedo,
2017 ; Roubalova et al., 2019).

En effet, plusieurs cytokines et chimiokines ont été identifiées comme jouant un
role dans la régulation de la prise alimentaire, notamment dans des modéles d’anorexies
associée a un contexte infectieux. Ainsi, la voie NF-kB, le TLR-2, le LPS, le récepteur a
I'interféron de type I, l'interféron vy, I'IL-6 et/ou le TNF-a seraient liés a une réduction de
la prise alimentaire au cours d’une infection virale ou bactérienne (Le Thuc et al., 2017).
Les chimiokines peuvent également directement réduire la prise alimentaire, notamment
CXCL4, CXCL8, CXCL10, CCL2, et CCL5, de fagon plus ou moins durable (Plata-Salaman
and Borkoski, 1994). Chez la souris, la consommation d’un régime riche en gras dans un
modeéle d’obésité par surnutrition, induit dés les premiers jours une augmentation de la
chimiokine CXCL1 au niveau hypothalamique via le recrutement de la microglie chez les

souris sensibles a I'obésité (prone), contrairement a celles qui ne I'étaient pas (resistant),
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participant a la mise en place d’une inflammation bas grade hypothalamique et de la
pathologie (Morari et al., 2014). Il est désormais bien connu que la consommation d’un tel
régime est également associée a une modulation du microbiote intestinal dans les premiers
jours. Contrairement a I’'étude de Plata-Salaman et Borkoski, des travaux plus récents ont
démontré que I'augmentation des taux circulant et hypothalamique de la chimiokine CCL5
était associée a une inflammation de bas grade (périphérique et centrale) chez des
rongeurs obéses (pour revue voir Le Thuc et al., 2017), également connus pour présenter
une altération de la composition du microbiote intestinal. Dans ces travaux, CCL5
faciliterait I’activation du systéme mélanocortinergique, favorisant l'ingestion de calories et

la prise de poids.

L'interaction entre microbiote intestinal et systéme immunitaire est donc une piste

prometteuse dans un contexte de troubles du comportement alimentaire.

6. Influence de I’'h6te sur la composition du microbiote intestinal

Si le microbiote intestinal influence le fonctionnement de nombreux systémes chez
I'hn6te, sa composition est elle-méme influencée par des facteurs associés a I'hote,

notamment son systéme immunitaire et sa génétique.

6.1 Influence du systeme immunitaire sur le microbiote intestinal

Tout comme le microbiote intestinal influence le systéme immunitaire, ce dernier
influence également fortement la composition du microbiote. Le niveau de sécrétion
constitutive (associé a la génétique de I’'hote) intestinale d'IgA limite de facon plus ou
moins importante et non-spécifique la pénétration des bactéries dans la couche de mucus,
influencant leur élimination par le péristaltisme et la formation de biofilms (Hasan and
Yang, 2019). Le microbiote de souris déficientes en lymphocytes B producteurs d’IgA est
dominé par les genres Paracoccus et Lactococcus, avec une diminution des Clostridiales
(Shulzhenko et al., 2011). De la méme fagon, la sécrétion constitutive de PAMs controle la
composition du microbiote et sa ségrégation spatiale entre lumiére et muqueuse. Ces PAMs
détruisent un trés large spectre de micro-organismes (bactéries, virus, levures,
champignons) de fagon non-spécifique. Les espeéces dominantes du microbiote sont
capables de résister a de fortes concentrations de PAMs indiquant une spécialisation du
microbiote a son héte, contrairement aux bactéries provenant de I'environnement extérieur
(Tomas and Sansonetti, 2017; Hasan and Yang, 2019).
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Au niveau intestinal, la délétion de MyD88 (acteur clé de la voie de signalisation
pro-inflammatoire NF-kB), induit I'augmentation de l'abondance des bactéries du sous-
groupe TM7 et la diminution des Lactobacillus. A ce jour, seuls le TLR2 et le TLR5 ont été
identifiés comme jouant un réle dans la composition du microbiote intestinal (Kellermayer
et al., 2011; Caballero and Pamer, 2015). La délétion génétique ou la présence de
mutations sur les genes codant pour les récepteurs NOD (1 et 2) chez la souris sont
également connues pour entrainer une altération de la composition du microbiote (Lepage
et al., 2017). La production de cytokines par les lymphocytes innés (ILC1 a 3) de la
mugqueuse intestinale influence également la composition du microbiote (fig.31). Ainsi, la
sécrétion d’IL-22 par les ILC3 est centrale dans la synthése de nombreux PAMs (fig.31) et
induit une fucosylation des cellules épithéliales, favorisant le développement de certaines

bactéries commensales bénéfiques pour I’'h6te (Lepage et al., 2017).

6.2 Influence de la génétique que le microbiote intestinal

De plus en plus d’études utilisant chez I'Homme des cohortes de jumeaux
monozygotes et dizygotes, ou bien chez l'animal des mutations spécifiques de génes
impliqués dans le systéme immunitaire, ciblent le role de la génétique de I'héte sur la

composition du microbiote intestinal.

Chez I'enfant, le microbiote fécal de jumeaux monozygotes est similaire a 82%,
tandis que cheux de jumeaux dizygotes ne l'est qu‘a 68%, en comparaison avec le
microbiote d’enfants non apparentés, similaires a 45% (Stewart et al., 2005). Ces résultats
sont retrouvés dans plusieurs travaux basés sur d’autres cohortes gémellaires (van de
Merwe et al., 1983; Zoetendal et al., 2001). Cependant, cette similarité diminue
progressivement avec I'age, indiquant le role plus important de I'exposition a des facteurs
environnementaux (Stewart et al., 2005). Dans une autre cohorte, les OTUs affiliées aux
Clostridiales (Christensenellaceae, Ruminococcaceae et Lachnospiraceae) ont été
identifiées comme ayant I’'héritabilité la plus forte, contrairement aux Bacteriodaceae dont
I'abondance relative était principalement déterminée par des facteurs environnementaux
(Goodrich et al., 2014).

Cette influence de la génétique de I’hGte sur la composition du microbiote intestinal
peut s’expliquer entre autres par la présence et le niveau d’expression de genes impliqués
dans le péristaltisme, la production de mucines, d’oligosaccharides fermentescibles, ou
encore associés au systéme immunitaire (cytokines, PAMs, Ig, enzymes lytiques, ...) (Doré
et al., 2017c). De plus, certains microARNs sont capables de passer les membranes

bactériennes et réguler I'expression de certains génes métaboliques et/ou associés a la

115



Chapitre 3 : Interactions microbiote-héte

croissance. Ainsi, la présence de microARNs fécaux serait essentielle pour la maintenance
d’un microbiote « sain » (Liu et al., 2016).

Les acides biliaires sont produits par I'hote et utilisés par les bactéries, créant ainsi
une boucle entéro-hépatique. Chez la souris adulte non consanguine consommant un
régime riche en sucres et en gras, I'abondance relative de Turicibacter sanguinis est
significativement corrélée a la génétique de I'hGte, notamment la présence ou non d’une
mutation ponctuelle dans un géne codant pour un transporteur actif d'acides biliaires dans
I'intestin gréle. Ainsi, les auteurs supposent que la présence de cette mutation altére la
réabsorption de ces acides au niveau iléal, conduisant a une augmentation des
concentrations luminales en acides biliaires, empéchant le développement de 7. sanguinis
plus sensible aux concentrations élevées d‘acides biliaires que d’autres bactéries
commensales (Lactobacillus reuteri, Escherichia coli, Bacteroides thetaiotaomicron) (Kemis
et al., 2019). De facon similaire, chez le veau non-sevré (3 mois d’age), la composition du
microbiote intestinal est significativement déterminée par la génétique de I'hGte, en
particulier celle du pére, notamment la présence ou non de mutations ponctuelles sur un
ou plusieurs génes codant pour les mucines intestinales. Ces mucines sont indispensables
pour I’'hnoméostasie intestinales et fournissent jusqu’a 50% des apports énergétiques des
bactéries ayant les enzymes nécessaires a leur dégradation (Doré et al., 2017c). Cette
étude démontre que la génétique module également de facon indirecte la composition du
microbiote intestinal par des interactions entre bactéries. L'abondance relative de bactéries
dégradant les mucines (Clostridium, Akkermansia, Rikenellaceae) est négativement et
significativement corrélée avec I'abondance de bactéries dégradant les fibres alimentaire
et productrices de butyrate (Blautia, Faecalibacterium, Coprococcus), et positivement
corrélée avec la présence d’un pathogéne opportuniste (Campylobacter) (Fan et al., 2020).
Cet impact indirect de la génétique sur la composition du microbiote intestinal par la
modulation de chaines trophiques entre bactéries est également identifié dans I’étude de
Goodrich et al. (2014) chez I'Homme, ou les Christensenellaceae (bactéries les plus
« héritables ») forment un réseau de cooccurrence avec d’autres bactéries et des archae

méthanogénes.

L'ensemble de ces résultats indique qu’il est important de tenir compte des
particularités génétiques de I'hoéte au cours d’étude ciblant des interactions hote-
microbiote, notamment celles relatives au systéme immunitaire et a I’environnement

intestinal.
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B) Influence du microbiote intestinal sur le comportement et

le fonctionnement neuronal de I’hote

1. Le microbiote intestinal influence le comportement de I’'hote

De plus en plus de travaux ont démontré la présence d‘une communication
bidirectionnelle entre le microbiote intestinal et le systéme nerveux central par
I'intermédiaire de nombreuses voies différentes (directes ou indirectes). Cette
communication est désormais reconnue comme prenant part a la régulation des fonctions
digestives et des comportements complexes de I’h6te comme la sociabilité, la réponse au
stress, |'apprentissage et la mémorisation ou encore la prise alimentaire (Lam et al., 2017;

Iannone et al., 2019).

1.1. Comportement social

Chez le rat Fischer male adulte, I'absence de microbiote intestinal diminue la
curiosité sociale face a un congénére inconnu durant les premiéres minutes de contact,
indiquant un stress initial important face a la nouveauté sociale (Crumeyrolle-Arias et al.,
2014). A l'inverse, chez les souris Swiss-Webster males adultes axéniques, la sociabilité
est exacerbée (Arentsen et al., 2015), indiquant que l'influence du microbiote sur le
comportement social est modulée selon I'espéce et donc la génétique de I'hote. A l'inverse
des males adultes, les males adolescents (55-60 jours) axéniques de cette méme lignée
ont un comportement social déficient avec une augmentation de I'évitement des
congéneéres, en particulier si ceux-ci sont inconnus (Desbonnet et al., 2014). Ces résultats
indiquent qu’outre la génétique, I'age de I'animal module I'influence du microbiote sur le
comportement de I’h6te. La colonisation du tractus digestif de ces souris méales au moment
du sevrage permet de corriger les déficits comportementaux mais pas |I’évitement de la
nouveauté sociale (Desbonnet et al., 2014). Ceci indique la présence d'une fenétre
temporelle critique durant laquelle le microbiote peut influencer certaines composantes du
comportement de I’h6te. Une autre étude chez la souris a mis en évidence la transférabilité
des altérations du comportement social et du fonctionnement neuronal via le microbiote
intestinal, selon le fond génétique (Gacias et al., 2016). Un stress chronique chez des
souris NOD (non obese diabetic) conventionnelles induit un évitement social qui n’est pas
observé chez les souris C57BI/6 conventionnelles pourtant soumises au méme stress. Cet
évitement social induit chez les NOD est inexistant lorsqu’elles sont déplétées en microbiote
intestinal suite a un traitement antibiotique, confirmant l'influence du microbiote sur le
comportement de I’'héte. Le transfert du microbiote des souris NOD stressées, comprenant

notamment des Clostridiales, Lachnospiraceae et Ruminococcaceae, aux souris C57BI/6
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déplétées en microbiote intestinal suffit a induire chez celles-ci un évitement social,
indiguant une transférabilité du comportement via le microbiote quel que soit le fond
génétique. Si, dans cette étude, le comportement social est influencé par le microbiote
intestinal quelle que soit la génétique de I'héte, il nen est pas de méme pour les fonctions
neuronales. En effet, chez les souris NOD, la déplétion du microbiote induit une
augmentation de la transcription d’'un ensemble de génes permettant la myélinisation des
axones dans le CPF, tandis que les niveaux d’expression de ces génes sont identiques chez
les C57BI/6 avec ou sans microbiote, indiquant ici la prévalence du fond génétique sur le
microbiote intestinal (Gacias et al., 2016).

Chez I'Homme, les troubles autistiques sont caractérisés par des altérations du
comportement social et de la communication, associés dans plus de la moitié des cas a des
dysfonctions du tractus digestif (Holingue et al., 2018) et une altération de la composition
du microbiote intestinal (Adams et al., 2011; Krajmalnik-Brown et al., 2015; Vuong and
Hsiao, 2017). Ce phénotype est associé a un état inflammatoire (Rose et al., 2018) et a
une augmentation de la perméabilité intestinale (de Magistris et al., 2010). Certains
métabolites bactériens issus de la fermentation des protéines tels que les AGCC ramifiés
et 'ammoniaque sont en concentration plus élevée chez les enfants atteints d’autisme,
suggérant l'influence de la composition et/ou de l'activité du microbiote intestinal dans

cette pathologie (Wang et al., 2012).

1.2. Anxiété, stress et locomotion

Les comportements associés a l'‘anxiété et au stress en association avec la
locomotion sont les plus étudiés dans l'interaction entre le microbiote et I'h6te. Chez les
rongeurs, |'absence de microbiote intestinal est corrélée a une diminution des signes
d’anxiété (Heijtz et al., 2011; Neufeld et al., 2011; Clarke et al., 2013), ou au contraire a
une augmentation (Sudo et al., 2004; Nishino et al., 2013; Crumeyrolle-Arias et al., 2014).
De la méme facon, les études présentent des résultats contradictoires concernant la
locomotion et le comportement exploratoire des animaux axéniques. Cette grande diversité
dans les résultats pourrait en partie étre expliguée par le choix du modéle animal,
notamment l'espéce, la lignée et le sexe des animaux étudiés (tableau 7). En effet, la
génétique influence les comportements d’anxiété mesurés dans un méme dispositif
(Griebel et al., 2000; Michalikova et al., 2010; O'Mahony et al., 2010).
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Tableau 8. Exemple de variations des comportements d’anxiété et d’exploration des
animaux axéniques comparés aux conventionnels. Les réponses comportementales
listées dans ce tableau sont celles des axéniques.

Espéce Souche Sexe Anxiété Locomotion Référence
A . Crumeyrolle-Arias
Rat F344 Males plus anxieux / et al. (2014)
Souris OWIisS Males et 1 ins anxieux / Clarke et al. 2013
Webster femelles
Souris Swiss Femelles moins anxieuses Pals de Neufeld et al.
Webster difféerence (2011)
Souris SRTERS Males moins anxieux Plus CEITpog €L Al
Webster (2016a)

. A . Nishino et al.
Souris BALB/c Males plus anxieux Plus (2013)
Souris BALB/c Males plus anxieux / Sudo et al. (2004a)
Souris NMRI Males moins anxieux Plus H?g’ézlita)al.

Chez les lignées murines sensibles au stress, la présence d’un microbiote intestinal
diminue les signes d’anxiété. En revanche, chez les lignées peu anxieuses, la présence du
microbiote augmente la sensibilité au stress. Ces différences pourraient en partie étre
expliquées par le fait que la composition du microbiote intestinal varie selon la lignée
génétique. Par exemple, les souris BALB/c (anxieuses) ont un microbiote différent de celui
des NIH Swiss (peu anxieuses) (Bercik et al., 2011). Lorsque I'on intervertit les microbiotes
de ces deux lignées chez des souris adultes, les comportements d’anxiété s’intervertissent
de la méme facon (Bercik et al., 2011).

Les conclusions de ces études (tableau 7) restent cependant discutables car les
tests utilisés pour mesurer la réponse au stress sont différents. Deux études ont ainsi
rapporté que des souris d'un méme fond génétique pouvaient étre considérées comme
anxieuses au cours d’'un test comportemental (Dark/Light box associé au fond NZB ;
Elevated Plus Maze associé aux fonds Balb/c et C57BI/6) alors que dans un autre dispositif
elles ne le sont pas (Elevated Plus Maze associé au fond NZB ; Dark/Light box associé aux
fonds Balb/c et C57BI/6) (Griebel et al., 2000; Clément et al., 2009).

L'apport d'une souche probiotique de Lactobacillus helveticus a des rats stressés
de facon chronique améliore leur comportement exploratoire et réduit I'activité corticotrope
(Liang et al, 2015). Chez I'Homme, de telles études sont peu nombreuses. Cependant,
I'apport d’'une souche de Lactobacillus helveticus combinée a une souche de
Bifidobcaterium longum diminue le score d’anxiété a la fois des volontaires sains et des
rats testés en paralléle (Messaoudi et al 2011). Les effets de L. helveticus sur les
comportements d’anxiété varient chez la souris selon le régime alimentaire et le génotype
de I'hote (Ohland et al., 2013).

Un traitement antibiotique appliqué a des souris conventionnelles augmente leur

comportement exploratoire (Desbonnet et al. 2015). Outre les agents bactériens,
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I'utilisation d’agents non bactériens modifie aussi les comportements d’anxiété. L'ingestion
chronique d’un cocktail d’antibiotiques modifie le microbiote intestinal et est corrélé a une
réduction de I'anxiété chez la souris adulte Balb/c mesurée par le test de Dark/Light box
(Bercik et al., 2011). Cet effet est transitoire puisque deux semaines apres l'arrét des
antibiotiques le microbiote est restauré et le niveau d’anxiété est similaire aux valeurs
contrbles obtenues dans le méme test (Bercik et al., 2011). De plus, ce méme cocktail
d’antibiotiques n‘a pas d'impact sur le comportement en absence de microbiote (Bercik et
al., 2011), confortant le réle de celui-ci, confirmant le r6le du microbiote dans la modulation
des comportements associés a I'anxiété.

Enfin, la colonisation du tractus digestif des animaux axéniques a un jeune age,
mais pas a l'age adulte, standardise leur comportement exploratoire (Diaz Heijtz et al.
2011, Neufeld et al. 2011a). De la méme fagon, leur réponse exacerbée au stress est plus
efficacement normalisée suite a une recolonisation a I’age de 6 semaines qu’a 14 semaines
(Sudo et al., 2004).

1.3. Cognition et apprentissage

Comparées aux souris conventionnelles, les souris axéniques présentent une
altération dans les comportements liés a un apprentissage, par exemple la reconnaissance
d’'un nouvel objet (Gareau et al. 2011). Ces altérations apparaissent chez les
conventionnelles suite a un traitement antibiotique, sans moduler leur mémoire spatiale
(Frohlich et al. 2016, Mohle et al. 2016). Chez le rat en revanche, la déplétion du microbiote
intestinal par des antibiotiques induit une altération de la mémoire spatiale (Wang et al.
2015), suggérant la aussi I'influence de I'espéce, de la tdche a effectuer et de la nature de
la modulation du microbiote. Dans cette derniére étude, |'ajout d'une souche de
Lactobacillus fermentum est suffisant pour restaurer les capacités mnésiques spatiales. De
facon similaire, I'ajout d’'une souche de Bifidobacterium longum chez la souris BALB/c
améliore l'apprentissage et les processus mnésiques spatiaux, de court et de long termes
(Savignac et al 2015). A linverse, I'apport du pathogéne opportuniste Desulfovibrio
vulgaris, associé a une mort des cellules épithéliales intestinales et a une inflammation
chronique (Loubinoux et al., 2002), altére les comportements nécessitant un apprentissage
et la mémoire dés lors que ce pathogéne est apporté sous sa forme viable, mais pas sous
sa forme dégradée (Ritz et al. 2016).

Des différences dans les réponses comportementales a un méme stimulus ont été
identifiées entre males et femelles. Une légére restriction alimentaire chez le rat augmente
la locomotion et diminue les performances d’apprentissage et de mémoire chez les
femelles. A linverse, la locomotion des males n’est pas impactée et ils sont plus

performants lors des tests (Rajab et al, 2014).
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1.4. Comportement alimentaire

Contrairement aux autres comportements évoqués ci-dessus, le comportement
alimentaire a fait I'objet de peu d’études a ce jour. Les travaux de Déchelotte et Fetissov
ont démontré chez le rat l'impact du microbiote intestinal sur la prise alimentaire et les
voies mécanistiques empruntées (Fetissov et Déchelotte, 2011) (fig.33). La protéine
membranaire ClpB (caseinolytic protease B) d’Escherichi coli dosée dans le plasma est
corrélée positivement a I'abondance de cette espéce dans leur microbiote intestinal (Breton
et al., 2016a). Cette abondance augmente avec l‘arrivée de nutriments tels que des
protéines. In vitro, CIpB a été identifiée comme facteur bactérien stimulant la sécrétion de
GLP-1 et de PYY par les CEE (Breton et al., 2016a). In vitro, cette protéine augmente de
facon directe l'activité des neurones ARCPOMC/CART (+509%) (Breton et al., 2016a).
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Figure 33. Voies mécanistiques par lesquelles la dynamique de la population intestinale
d’Escherichia coli module le comportement alimentaire de I’hoéte. Il existe une voie directe par
laquelle la protéine membranaire bactérienne entre en contact avec les récepteurs MCRs de I’ARC, et
une voie indirecte dans laquelle la sécrétion de peptides intestinaux satiétogenes par les CEE est
stimulée. Ces deux voies sont humorales. OD : densité optique ; STAT : phase stationnaire ; EXP : phase
exponentielle de croissance bactérienne ; CIpB : caseinolytic protease B. Issue de Breton et al. (2016a)
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L'injection intra-péritonéale ponctuelle de cette protéine a des rats réduit leur prise
alimentaire et active non seulement les neurones ARCPOMC/CART ' mais aussi les neurones du
VMN et du PBNCCRP (Breton et al., 2016a). Chez la souris, l'injection intra-péritonéale
chronique de ClpB réduit également la taille des repas, mais tend a augmenter leur
nombre, ce qui ne module pas la quantité totale de nourriture consommée par rapport aux
souris non injectées (Breton et al., 2016a).

Un autre effet anorexigéne de la protéine bactérienne ClpB serait médié par
I'immunité croisée avec un peptide issu de sa dégradation et mimétique de I'a-MSH de
I’'hn6te (Oldstone, 2005; Fetissov et al., 2008; Tennoune et al., 2014; Dominique et al.,
2019). Ces études dans des modeéles de rongeurs sont confirmées chez I'Homme. La
concentration plasmatique de ClpB est significativement plus élevée chez les patients
atteints de troubles du comportement alimentaire (Breton et al., 2016b). De plus, la
concentration d'IgG anti-a-MSH dans le plasma et I'hypothalamus de patients atteints
d’anorexie ou de boulimie nerveuses (Fetissov et al., 2002; Tennoune et al., 2014) est
significativement corrélée a I'importance des troubles comportementaux (Fetissov et al.,
2005; Tennoune et al., 2014).

Chez le rat, I'abondance d’Escherichia coli, les concentrations plasmatiques d'IgG
anti-a-MSH, ainsi que lI'impact de ClpB sur le poids et la prise alimentaire sont différents
entre males et femelles chez qui l'effet anorexigéne du couple IgG/a-MSH est
significativement plus important que chez les males (Tennoune et al., 2015). Ces résultats
confirment l'existence de différences de composition de microbiote intestinal entre males
et femelles et des réponses immunitaires qui y sont associées. Ces données chez le rat
sont a relier avec la participation du systéme immunitaire dans |'étiologie des troubles du
comportement alimentaire (Raevuori et al., 2014; Hommer et Swedo, 2017) chez 'Homme
et la prévalence plus élevée de ces troubles chez les femmes (Kinasz et al., 2016; Di
Girolamo et al., 2017).

Une autre étude récente chez I'Homme via se basant sur la construction d’'un modeéle
statistique prenant en compte I'dge, le sexe, l'indice de masse corporelle des individus,
leur consommation de fibres/1000 kcal et I'heure de la journée, a identifié plusieurs taxa
particuliers du microbiote intestinal corrélés avec le comportement alimentaire (Kaczmarek
et al., 2017) (tableau 8).
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Tableau 9. Items relatifs au comportement alimentaire modulés par le microbiote
intestinal. Le pourcentage de variation correspond a |'écart observé par rapport a la valeur
prédite par le modeéle statistique si I'ensemble des autres parametres reste constant. D’apres
Kaczmarek et al. (2017)

Diminution du Augmentation du
comportement comportement
Taxon Variation Taxon Variation
(%) (%)
Veillonella - 60,0
Egghertella -49,5
Fréquence des repas Dialister - 33,5 aucun aucune
Anaerotruncus - 34,9
Actinomyces - 33,2
Ruminoccocaceae -8,3
Veillonella - 8,6 Megamonas + 6,0
Quantité de calories Haemophilus -6,7 Oscillospira + 0,6
ingérée avant 14h00 Turicibacter -5,7 Erysipelotrichaceae + 0,6
g Lachnospira -4,0 Holdemia +0,2
Coproccocus -3,0 Coprobacillus + 0,2
. . A Turicibacter -62,9 Proprionate +7,5
Durée du jeine nocturne Holdemia - 24,0 Coprococcus + 2,0

Les bactéries appartenant au genre Veillonella semblent associées a une diminution
des apports caloriques (repas moins fréquents et apports caloriques moins élevés). L'effet
satiétogene du propionate identifié dans plusieurs études est vérifié ici puisque sa
concentration et les bactéries du genre Coprococcus, productrices de propionate,
augmentent la durée du je(ine nocturne. A l'inverse, le genre Holdemia semble associé a
un effet orexigéne, puisqu’elle est associée a un jeline nocturne plus court et une quantité
de calories ingérée supérieure. Cependant, il reste a démontrer sur le long terme qu’une
variation statistiquement significative de l'ordre de 0.2% dans la quantité de calories

ingérées le matin, a un sens au plan physiologique.

L’ensemble de ces résultats indique que le microbiote intestinal est capable
d’influencer divers comportements de I’'hote, comme le comportement social,
d’anxiété ou encore alimentaire. Cependant, les effets observés sont dépendants
du fond génétique, du sexe des modeéles animaux, et du protocole employé. Trés
peu d’études ont a ce jour identifié un lien entre microbiote intestinal et
comportement alimentaire. L’'influence du microbiote sur ce comportement
passerait en partie par un effet direct au niveau cérébral de composés
membranaires, ou indirect par une stimulation des CEE ou du systéme
immunitaire. Cette influence pourrait également se produire durant une période
temporelle critique de neurodéveloppement et ainsi induire des conséquences

(positives ou négatives) a long terme sur le comportement de I’'hote.
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2. Le microbiote intestinal influence la structure et le fonctionnement

cérébral de I'hote

L'utilisation d’animaux axéniques a permis de mettre en évidence le rdle du
microbiote intestinal dans la morphologie de certaines zones du cerveau et des neurones
qui en font partie (van de Wouw et al., 2017; Vuong et al., 2017) tels que I'hypothalamus,
I'amygdale et le tronc cérébral impliqués dans la régulation du comportement alimentaire,
mais également dans la régulation de I'expression de certains génes (Schwartz et al., 2000;
Schwartz, 2006; Heijtz et al., 2011; Erny et al., 2015; Kanoski and Grill, 2015). Ces

altérations de la structure et du fonctionnement cérébral sont résumées dans la figure 34.

Altered transcriptome
Deficient microglia

Increased myelination
Decreased NGFI-A expression

Deficient microglia

Altered transcriptome

Altered odorants Deficient microglia

Abnormal olfactory
epithelium

Altered transcriptome
Deficient microglia
Increased CA2/3 volume
Decreased dendritic length

NC ' Decreased dendritic spines
Altered oxytocin Decreased neurogenesis
Elevated CRF and HPA Abnormal BDNF levels
responses Increased serotonin levels

Altered neurochemical receptors

Altered transcriptome Decreased NGFI-A expression

Increased volume

Altered transcriptome Increased dendritic length
Increased neurochemical turnover Increased dendritic spines
Decreased NGFI-A expression Decreased NGFI-A and NR2B
Decreased synaptophysin and PSD95 expression

expression Abnormal BDNF levels

Figure 34. Résumé des anomalies cérébrales identifiées chez les rongeurs axéniques et
donc imputées au microbiote intestinal. NC : cavité nasale ; OB : bulbe olfactif ; PFC : cortex
préfrontal ; S : striatum (NAc) ; AM : amygdale ; HY : hypothalamus ; H : hippocampe ; CB:
cervelet ; NGFI-A : nerve growth factor-inducible protein A ; NR2B : N-methyl-D-aspartate receptor
subtype 2B ; PSD95 : postsynaptic density protein 95. Issue de Vuong et al. (2017)

2.1. Le microbiote influe sur le fonctionnement de I’hypothalamus

En présence d’un microbiote I'expression de nombreux génes codant pour des
neurotransmetteurs est altérée. Chez la souris, Schéle chiffre a respectivement -34% et -

35% la diminution de I’'expression des génes orexigénes npy et agrp, et a +46% et +19%

125



Chapitre 3 : Interactions microbiote-héte

I'augmentation de I'expression des génes anorexigénes pomc et cart (Schéle et al., 2013).
L'expression de bdnf, anorexigéne, est modulé dans les troubles du comportement
alimentaire (Rosas-Vargas et al., 2011; Rios, 2013), et diminuée de -23% en comparaison
a I'expression chez des souris axéniques (Schéle et al., 2013).

Les rats axéniques ont également une diminution significative de I’histamine au
niveau cérébral (Hegstrand and Hine, 1986), neurotransmetteur ayant des effets
anorexigénes via l'inhibition des neurones du PVN (Kurose et Terashima, 1999). Dans ce
noyau, il a été démontré que le nombre de neurones produisant de l'ocytocine, un
neurotransmetteur impliqué dans la régulation de la prise alimentaire et du métabolisme
général (pour revue voir Lawson, 2017), pouvait étre augmenté a court terme par I'apport
d’une souche de Lactobacillus reuteri durant 4 semaines a partir du sevrage a des animaux
conventionnels (Buffington et al., 2016). L'étude du métabolome cérébral de souris
axéniques a permis de quantifier gqu’environ 20% des métabolites étaient significativement
modulés par la présence du microbiote intestinal (Matsumoto et al., 2013). De plus, |'apport
d’une souche de Bifidobacterium infantis a des rongeurs axéniques altére des métabolites
particuliers impliqués dans la voie de signalisation de la sérotonine connue pour son role
dans le comportement alimentaire et le circuit de la récompense (Desbonnet et al., 2008;
Voigt and Fink, 2015). L’'ensemble de ces résultats indique que la présence d’un microbiote
diminue la prise alimentaire de I’'h6te. Cependant, la sur-expression (+33%) du géne socs3
dans I'hypothalamus de rat adultes axéniques (Schéle et al., 2013) suggere une
augmentation de la résistance a le leptine et a l'insuline, délétére pour le métabolisme de
I'hote.

Chez I'Homme, la richesse en taxa du microbiote intestinal serait corrélée a la densité
de neurones dans I’hypothalamus et le noyau caudé (en contact avec le noyau accumbens),
le diameétre de ces axones ou encore leur degré de myélinisation (Fernandez-Real et al.,
2015).

2.2. Le microbiote influe sur le fonctionnement de I'hippocampe

De facon similaire aux altérations identifiées précédemment, le microbiote intestinal
influe également sur I'expression du géne bdnf dans I'hippocampe, mais les résultats de
ces études restent contradictoires (Sudo et al., 2004; Heijtz et al., 2011; Neufeld et al.,
2011; Clarke et al., 2013). Le niveau de transcrits du BDNF est diminué chez les souris
axéniques males (Heijtz et al., 2011a) ou apres un traitement antibiotique chez des souris
conventionnelles (Frohlich et al., 2016). Ce lien entre absence/appauvrissement du
microbiote et diminution de I'expression du BDNF est uniquement trouvé chez les males

(Clarke et al., 2013). A contrario, Bercik et al. ont mesuré une augmentation de cette
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expression chez les souris males axéniques (Bercik et al., 2011). Une des explications
pourrait étre le fond génétique des souris, puisque Clarke et al. ont utilisé des souris Swiss
Webster, tandis que Bercik et al. ont utilisé des Balb/c. Lorsque le microbiote intestinal est
modifié par un traitement antibiotique ou I'apport de fibres alimentaires non digestibles
par I'hote, le ratio Firmicutes/Bacteroides augmente parallélement a la quantité de BDNF
dans I'hippocampe (Bercik et al., 2011; Savignac et al., 2013). Le métabolisme de la
sérotonine est également altéré dans I'hippocampe des animaux axéniques (Neufeld et al.,
2011a; Clarke et al., 2013). Le microbiote intestinal influence aussi I'expression de certains
récepteurs a la dopamine et au glutamate (Heijtz et al., 2011a; Savignac et al., 2013). En
I'absence de microbiote, la neurogenése a I'dge adulte est diminuée dans I’'hippocampe
(Mohle et al., 2016) et sa structure méme est altérée, associée a une dysmorphie des

neurones (Luczynski et al., 2016).

2.3. Le microbiote influe sur le fonctionnement de I'amygdale

L'amygdale est connue pour jouer un role positif dans la régulation de la prise
alimentaire par le circuit de la récompense, notamment en envoyant un signal de
renforcement positif (Douglass et al., 2017). Chez la souris axénique, le microbiote
influence le volume de cette structure et la morphologie des neurones. Il impacte
également la transcription d’'un ensemble de génes régulant les synapses (positivement),
les projections neuronales et la réponse immunitaire (négativement), ainsi que le bdnf

(positivement ou négativement) (pour revue, voir Vuong et al., 2017).

2.4. Le microbiote influe sur le fonctionnement du tronc cérébral

L'absence de microbiote diminue la quantité de monoamines telles que la dopamine et
la noradrénaline, de méme que l'acide 5-hydroxyindoleacétique, un des métabolites du
meétabolisme de la sérotonine, particulierement dans le tronc cérébral (Nishino et al.,
2013). La présence du microbiote diminue de -54% |’expression des génes gcg (codant
pour le glucagon et le GLP-1) et bdnf (Schéle et al., 2013) au niveau central, qui ont tous
deux des effets anorexigénes. L'expression de certains récepteurs au neurotransmetteur
GABA est également modulée suite a une supplémentation en une souche de Lactobacillus
rhamnosus (Bravo et al., 2011). Contrairement aux modulations provoquées par le
microbiote intestinal dans I'hypothalamus, celles relevées dans le tronc cérébral seraient

potentiellement en faveur d'une augmentation de la prise alimentaire.
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2.5. Le microbiote influe sur le fonctionnement d’autres populations

cellulaires cérébrales

Le cortex préfrontal fait partie du circuit cérébral régulant la récompense, |I'addiction
ou encore I'humeur. Chez les animaux axéniques, les neurones de cette zone cérébrale
sont hypermyélinisés (Hoban et al., 2016). Une altération de la myélinisation de ces
neurones, perturbe le comportement des animaux, notamment leurs interactions sociales
(Bonnefil et al., 2019). Ce lien entre altération de la myélinisation des neurones et
microbiote semble étre différent chez les males et les femelles. Dans un modele de
démyélinisation auto-immune (sclérose en plaques) chez la souris, les males sont protégés
tandis que les femelles déclenchent spontanément cette pathologie (Miller et al., 2015).
En I'absence de microbiote, celles-ci restent en bonne santé. L'explication avancée par les
auteurs reposerait sur la différence de composition du microbiote intestinal entre males et
femelles. En effet, les males ont une abondance plus élevée en Akkermansia muciniphila,
tandis que les bactéries des genres Bacteroides et Parabacteroides sont retrouvées de
fagon plus abondante chez les femelles (Miller et al., 2015).

En l'absence de microbiote, la structure de la microglie, ensemble des cellules
immunitaires au niveau central, est altérée avec une morphologie de type immature et une
densité de cellules microgliales plus importante (Erny et al., 2015). Ces cellules jouent un
role important dans le neurodéveloppement et a I'dge adulte dans la prolifération des
neurones et le status inflammatoire central. En plus de la structure, le fonctionnement est
également perturbé avec une sous-expression de nombreux génes dont ceux responsables
de l'activation de ces cellules, mais aussi ceux en lien avec les voies de production des
cytokines et chimiokines, aboutissant a une réponse immunitaire trés réduite (Erny et al.,
2015).
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Des travaux chez l'individu adulte montrent que le microbiote intestinal
impacte la physiologie générale de I'hGte ainsi que son fonctionnement cérébral
et son comportement (fig.35). Cependant, peu d'études existent a ce jour sur
I'influence du microbiote intestinal sur le comportement alimentaire de I'hote. La
période péri-natale, avec la mise en place du microbiote intestinal conjointement
a I'ontogenése des structures cérébrales, est une période temporelle critique
durant laquelle des facteurs environnementaux peuvent programmer Ia
physiologie et le comportement du descendant.

Parmi ces facteurs, le métabolisme et I’état de santé de la mére comme la
composition de ses microbiotes intestinal, vaginal et associé au lait, en lien avec
le régime alimentaire et la génétique, ont été identifiés comme facteurs
déterminants dans la mise en place du microbiote intestinal néonatal et le
neurodéveloppement du descendant. D'autres facteurs nutritionnels comme les
bactéries probiotiques ou les oligosides prébiotiques modulent également la
composition du microbiote intestinal de I'adulte comme du nouveau-né (fig.36).
Cependant, peu d’études permettent de définir précisément le role des
microbiotes maternels dans le développement du descendant, sans facteurs
confondants tels que la génétique, un régime alimentaire ou un métabolisme
maternel différents.

Si les modéles de rongeurs sont généralement plus facile d’utilisation que
la réalisation de travaux directement chez I'Homme, diverses difficultés
techniques inhérentes a ces modeéles font que peu ou prou de travaux ont porté
sur le role et la caractérisation des microbiotes maternels intestinal, vaginal et
associé au lait, au cours de la gestation et de la lactation, ainsi que sur les impacts
de ces compositions sur la programmation du comportement alimentaire chez le
rat.

Des pistes mécanistiques par lesquelles le microbiote intestinal
programmerait le comportement alimentaire de I’hote ou interagit avec lui a I’age
adulte commencent a étre identifiées (fig.34). Toutefois, d’autres travaux sont
nécessaires pour approfondir les connaissances a ce sujet. Par exemple, la
modulation directe du neurodéveloppement par la composition du microbiote
intestinal néonatale est de plus en plus étayée, tandis qu’une programmation de
la composition du microbiote intestinal, si I'idée est souvent reprise, n'a jamais
été clairement démontrée.

Enfin, il est important dans les travaux a venir d'étudier a la fois les
descendants males et femelles, puisque de nhombreuses différences dues au sexe
ont pu étre identifiées, notamment en regard de la composition du microbiote

intestinal, de la réponse immunitaire, ou encore du comportement.
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Stratégie

L'hypothése générale de ce travail de thése est que la modulation de la
composition du microbiote intestinal en période néonatale induirait des
modifications du comportement I'alimentaire a I’'dge adulte chez le rat, via des
altérations du fonctionnement des circuits cérébraux régulant la prise

alimentaire.

Pour tester la validité de cette hypothése, nos objectifs ont donc été :
e de moduler le microbiote intestinal de facon précoce aprés la naissance des ratons
e de caractériser le comportement alimentaire de ces ratons a I'age adulte

e de rechercher un lien avec des anomalies du développement cérébral

Pour ce faire, nous avons utilisé en paralléle deux approches différentes permettant de

moduler la composition du microbiote intestinal.

A) La supplémentation en oligosides prébiotiques en période

néonatale

Cette premiére partie de notre stratégie se base sur le fait que :

¢ le comportement alimentaire est programmable par la nutrition périnatale

e certains oligosides prébiotiques sont connus pour moduler le comportement
alimentaire

¢ le microbiote intestinal module le comportement alimentaire

¢ le microbiote influence la production de peptides gastro-intestinaux par les CEE

e la production de peptides gastro-intestinaux par les CEE joue un role dans la

régulation de la prise alimentaire

L'hypothése de cette premiére étude est que la modulation précoce du
microbiote intestinal par des oligosides prébiotiques pourrait programmer le

microbiote et le comportement alimentaire.

Pour tester la validité de cette hypothése, nos objectifs ont donc été :
e de moduler de facon précoce la composition du microbiote intestinal
¢ de caractériser le comportement alimentaire des descendants a I’age adulte

e de rechercher des liens avec le fonctionnement des CEE a I'age adulte

133



Stratégie

¢ de rechercher des pistes mécanistiques, dont la programmation des CEE et/ou du

microbiote, et/ou encore le métabolisme de I’'hote

La stratégie mise en place a été :
e la supplémentation postnatale en différents oligosides prébiotiques présents dans
les formules infantiles et connus pour moduler le microbiote intestinal et I'homéostasie

énergétique.

B) L'apport direct des la naissance de bactéries provenant de

meéres ayant des phénotypes métaboliques différents

Cette deuxiéme partie de notre stratégie se base sur le fait que :

¢ les microbiotes maternels sont les déterminants majeurs de la colonisation du
tractus digestif de I'enfant

e ces microbiotes maternels sont différents selon lindice de masse corporel
maternel

e le microbiote intestinal influence le neurodéveloppement et le comportement

alimentaire de I’'hote adulte.

L'hypothése de cette deuxiéme étude est que la transmission de microbiotes
maternels influencerait le comportement alimentaire des descendants a I'age
adulte selon qu’ils proviennent de méres obéses ou normopondérales, via des
altérations du développement des circuits cérébraux impliqués dans la régulation

de la prise alimentaire.

Pour tester la validité de cette hypothése, nos objectifs ont donc été :

e de transférer a la naissance des microbiotes maternels associés a I'obésité

¢ de caractériser le comportement alimentaire des descendants a I'dge adulte

e de rechercher des liens avec des altérations du fonctionnement du systéme
nerveux central.

e de rechercher des pistes mécanistiques, dont une potentielle programmation du

neurodéveloppement et/ou du microbiote, et/ou encore des altérations du métabolisme

La stratégie mise en place a été :
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e |'utilisation de rates gestantes du modele Obese-Prone (OP) / Obese-Resistant
(OR) nourries avec un régime hyper-énergétique et présentant des microbiotes intestinaux
différents, un métabolisme différent, et une prise alimentaire différente.

¢ le transfert de microbiotes vaginal, fécal et associé au lait, issus de ces rates
donneuses OP ou OR a des ratons dans les 2h aprés leur naissance.

e |'utilisation pour ces ratons receveurs du modele de rat consanguin conventionnel

F344
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Abstract: Oligosaccharides (OS) are commonly added to infant formulas, however, their physiological
impact, particularly on adult health programming, is poorly described. In adult animals, OS modify
microbiota and stimulate colonic fermentation and enteroendocrine cell (EEC) activity. Since
neonatal changes in microbiota and/or EEC density could be long-lasting and EEC-derived peptides
do regulate short-term food intake, we hypothesized that neonatal OS consumption could modulate
early EECs, with possible consequences for adult eating behavior. Suckling rats were supplemented
with fructo-oligosaccharides (FOS), beta-galacto-oligosaccharides/inulin (GOS/In) mix, alpha-
galactooligosaccharides (aGOS) at 3.2 g/kg, or a control solution (CTL) between postnatal day (PND)
5 and 14/15. Pups were either sacrificed at PND14/15 or weaned at PND21 onto standard chow. The
effects on both microbiota and EEC were characterized at PND14/15, and eating behavior at
adulthood. Very early OS supplementation drastically impacted the intestinal environment,
endocrine lineage proliferation/differentiation particularly in the ileum, and the density of GLP-1 cells
and production of satiety-related peptides (GLP-1 and PYY) in the neonatal period. However, it failed
to induce any significant lasting changes on intestinal microbiota, enteropeptide secretion or eating
behavior later in life. Overall, the results did not demonstrate any OS programming effect on satiety
peptides secreted by L-cells or on food consumption, an observation which is a reassuring outlook
from a human perspective.

Keywords: prebiotic; gut-brain; programming; microbiota; L-cell; eating behavior
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1. Introduction

Preventing unhealthy feeding behavior is highly desirable since deleterious eating habits are
associated with health problems, including a higher risk of overweight and obesity [1]. Since eating
behavior is the result of integrated central and peripheral biological systems that are influenced by
genetic, psychological, and environmental factors [2], its optimization is highly complex and requires
the full elucidation of the mechanisms that control eating behavior. Central regulation of appetite is
mediated by peripheral inputs generated by stomach distension, through signals from the gut
epithelium when it senses the availability of nutrients, such as satiety-regulating peptides synthetized
and released by enteroendocrine cells (EECs), as well as by long-term energy signals released by
adipose tissue and cerebral inputs generated by hedonics and rewards circuits [2,3].

In addition to the evident progress in understanding these interconnections, recent advances
include two major findings: first, eating behavior may be programmed very early in life, and second, it
could be regulated by intestinal microbiota.

According to the developmental origin of health and disease (DOHaD) theory, adverse early-life
conditions may predispose a person to disordered eating [4]. Among the environmental stressors that
may have an effect, it is suggested in both animal and human studies that perinatal nutrition could
program the appetite (see [5,6] for reviews). In rodents, experiments based on restricting maternal
nutrition and/or manipulating litter size have demonstrated that both pre- and post-natal nutrition
may alter food intake [7-9] and/or food preference [10] in offspring, with subsequent repercussions
in adulthood. In humans, although controversial results have been observed concerning the influence
of prenatal nutrition on later eating behavior (see [11] for review), some observational evidence
suggests that early nutrition/growth affects appetite regulation [12—-14] and food preference
programming, as demonstrated after repeated exposure to new flavors [15].

With regard to the involvement of intestinal microbiota in feeding behavior, although it has been
known for several years that fermentation catalyzed by intestinal microbiota stimulates the expression
of satiety peptides by EECs [16,17], it is only recently, in connection with the growing appreciation of
the role that intestinal microbiota play in regulating host physiology, that this topic has generated
renewed interest [18,19]. As pointed out in these reviews, some observations objectively support the
involvement of intestinal microbiota in the regulation of feeding behavior. Thus, in ascending order of
convincing power, we can quote: (i) the differences observed in microbiota composition or diversity in
patients with anorexia nervosa (see [18] for review, [20]); (ii) the fact that feeding behavior differs
between germ-free and conventional animals (see [21] for an example), (iii) the ability of certain
microbiota modulating agents—e.g., certain prebiotic oligosaccharides [22,23]—to affect feeding
behavior, and (iv) the delineation of mechanistic pathways that link microbiota with central and
peripheral neuroendocrine systems responsible for feeding behavior, a finding which supports the
existence of a causative link. For example, EECs that secrete appetite-regulating peptides can be
mentioned since they have a large diversity of receptors enabling them to sense microbial inputs such
as fermentation-derived short chain fatty acids (SCFA), secondary biliary salts or pathogen-associated
molecular patterns [see 18 for review].

Reconciliating these two emerging issues related to the regulation of feeding behavior, i.e., its
possible programming in early life and its control by intestinal microbiota, we hypothesized that early
modifications to microbiota may program adult feeding behavior. This programming could stem from
either the programming of intestinal microbiota (e.g., [24]) or the early impacts of microbiotal changes
with long-lasting consequences for the peripheral neuroendocrine systems that control adult feeding
behavior and/or the central sensing of it. In this respect, it is worth mentioning the ability of
microbiota-modulating agents to affect the hypothalamic expression of neurogenic factor (BDNF)
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during the neonatal stage [25], and the potential programmable character of both the EECs [26] and
the vagal sensitivity [9]. In addition, the putative ability of the gut microbiota to act through epigenetic
mechanisms (see [27] for review) as well as the ability of the microbiota presence [28] and certain
microbiota modulating agents [e.g., in the case of prebiotics [29,30]) to modulate some behaviors in
adults mice can be cited, assuming that they are transposable in the neonatal period.

Using the rat as a model, we therefore evaluated whether neonatal modulation of the microbiota
induced by prebiotics could program eating behavior and the secretion of gastrointestinal peptides in
adulthood. We first verified that the presuppositions underlying our hypothesis were present in our
case, by investigating the immediate impact of the neonatal prebiotic supplementation on both the
intestinal microbiota and the maturation and functioning of EEC in suckled rats. We decided to use
indigestible oligosaccharides (OS) to modify the intestinal microbiota of the neonatal rats for two
reasons: first, OS are recognized as intensively-fermented prebiotics [31], which are also operant in
neonatal rats [24] and infants (see [32] for review) and have been shown to stimulate EEC proliferation
and activity in adult animals [33,34]; second, they represent relevant nutrients in neonatal nutrition
since they are commonly added to infant formula to better mimic maternal milk [35].

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement

All experiments were conducted in accordance with the European Union Directive on the
protection of animals used for scientific purposes (2010/63/EU). The protocols were approved by the
Ethics Committee for Animal Experiments for the Pays de la Loire region (France) and the French
Ministry of Research (APAFIS#3652-20 160 1 1910192893 v3). The animal facility is registered by the
French Veterinary Department as A44276.

2.2. Animal Experiment

Primiparous female Sprague-Dawley rats (n = 16) were obtained on day one of gestation (G1) from
Janvier-labs (le Genest Saint Isle, France) and housed individually (22 + 2 °C, 12:12-h light/dark cycle)
with free access to water and chow (A03, Safe Diet, Augy, France). At birth, 8 litters were culled to 8
male pups per mother with systematic cross fostering as previously described [24]. From day 5 to day
14/15 of life (PND5 to PND14/15), the pups were given various solutions of FOS, GOS/In mix (9:1),
aGOS or a mix of the monomers present in the OS solutions (Table 1) by oral gavage. These OS were
selected either because they are already used in infant formula (GOS/In, FOS [35]) or because they
constitute a new source of OS, the physiological properties of which are to be characterized (aGOS).
Two pups from each litter were given one of the 4 solutions daily.

The pups were weighed daily and the administered volume was adapted to body weight to reach
3.2 g/kg in order to approximate the dosage actually consumed by babies fed with prebiotic enriched
formula, taking into account both the difference in metabolic rate between rats and humans and the
true prebiotic content of infant formula [35].

Four of the 8 litters were used for our main objective, i.e., to assess eating behavior programming:
rats from these 4 litters (n = 8 per group) were weaned at PND21 onto standard chow (A03, Safe Diet,
Augy, France) in individual cages until PND124/126, when they were sacrificed by decapitation after
induction of deep anesthesia (isoflurane/O,, 5 L:‘min~t). During the follow-up, food consumption was
measured 3 times a week. Rats from the 4 remaining litters (n = 8 per group except for FOS where n =
7 as explained below) were sacrificed at PND14/15 by the method described above to investigate the
immediate impact of the neonatal prebiotic supplementation on both intestinal microbiota and the
maturation and functioning of EECs.
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Table 1. Composition of solutions administered by gavage to pups from PND5 to PND14/15 (g-mL™).

CTL FOS GOS/In aGOS

GOS syrup (VivinalGOS, FrieslandCampina Domo, LE Amersfoort,

0.65
The Netherlands)
Inulin powder (Raftiline HP, BENEO-Orafti S.A., Tienen, Belgium) 0.03
FOS powder (Beneo P95, BENEO-Orafti S.A., Tienen, Belgium) 0.34
aGOS powder (Olygose, Venette, France) 0.32
a-Lactose monohydrate (L3625, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) 0.096 0.096 0.096
D(+)-glucose monohydrate (108342, Merck Santé SAS, Fontenay sous Bois, France) 0.087 0.082 0.087
D(+)-galactose monohydrate (104058, Merck Santé SAS, Fontenay sous Bois, 0.005 0.005 0.004
France)
D(-)-fructose (FO127, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) 0.015 0.015 0.015
Saccharose (59378, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) 0.002 0.002 0.002
Total oligosaccharides $ 0.30 0.30 0.30
Total digestible sugars 5" 0.20 0.20 0.20 0.20

CTL, control; FOS, fructo-oligosaccharides; 93.2% dry matter composed of 90.4% oligomers and 6.6% monomers,
providing 0.015 g'mL1 of fructose, 0.005 g'mL™ of glucose and 0.002 g'mL™! of saccharose; GOS/In, mix (9:1) of
galacto-oligosaccharides and long chain fructo-oligosaccharides (In, inuline). For GOS: 75% dry matter composed
of 59% oligomers and 41% monomers; for inulin: 97% dry matter composed of 99.5% oligomers, the mix was
providing 0.095 gmL-1 of lactose, 0.086 gmL™! of glucose and 0.005 g'mL™! of galactose; aGOS: alpha galacto-
oligosaccharides (95.9% dry matter composed of 99.4% oligomers, providing 0.001 g-mLof galactose. ! $ These
calculations take into account the dry matter of the components, their purity, and the amount of digestible sugars
they contain.

This experimental set-up was designed to form 8 supplemented males, originating from 4
different litters, per group at each studied age. Due to the death of one of the pups during the
supplementation period (this pup was then replaced by an untreated one to equilibrate the litter size),
the number of pups in the FOS group at PND14/15 was reduced to 7. These values are maximum
numbers that are not always found in each of the analyses (see the illustration legends). This stemed
from either physiological reasons (e.g., 2 animals did not eat at all during the fasting-refeeding test),
or because of quality requirements (e.g., reliable data from in physiological cages could only be
obtained for n =7 in CTL and GOS/In groups; n = 6 in FOS group and n =5 in aGOS group), or statistical
inconsistency (e.g., outliers identified by the Dixon’s Q test were excluded in RT-qPCR analysis as well
as food/beverage consumption follow-ups), or technical problems (e.g., accidental spillage of
supernatant before analysis of bacterial end-products or sequencing failure during 16S rDNA analysis
or poor quality of some tissue sections in the case of immunochemical analysis). Nevertheless, in all
analyses, the 4 different litters were always represented.

2.3. Tissue Collection

Under anesthesia, intracardiac blood was collected in a tube containing EDTA (Microtubes 1.3 mL
K3E, Sarstedt MG & Co, Marnay, France) and plasma collected after centrifugation 2000x g, 15 min, 4
°C) was frozen at -20 °C for further analysis. The contents of the most distal 15 cm of the ileum were
harvested by flushing, using 1 mL of Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS, Thermo Fisher Scientific, St-
Herblain, France), and the cecocolonic (PND14/15) or cecal (PND124/126) content was collected,
weighed, mixed with 5-fold or 2-fold their volume of sterile water (PND14/15 and PND124/126,
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respectively). After complete homogenization, these cecocolonic/cecal suspensions were centrifuged
7800 g, 20 min, 4 °C) then both supernatants and pellets were frozen at 20 °C for analysis of the
fermentation end-products (SCFA and lactate) and microbiota, respectively. Intestinal tissues (ileum
and proximal colon) were rapidly collected and frozen in liquid nitrogen for RNA analysis. Additional
tissue samples were fixed in 4% paraformaldehyde for immunofluorescence analysis.

2.4. Eating Behavior
2.4.1. Meal Pattern

Between PND74 and PND99, eating behavior was analyzed in physiological cages (Phecomb cages,
Bioseb, Vitrol, France) as previously described [8]. Briefly, the rats were housed individually and
following 24 h of acclimatization to the cage and refilling with fresh food between 9.00 a.m. and 11.00
a.m., data were recorded every 5 s over a 20-h period. Due to the intervention during the diurnal
phase, the analysis was reduced to 8 h whereas the nocturnal phase was 12 h. The exact feeding
pattern was defined with a minimal size of 0.1 g, a minimum duration of 10 s and a minimum inter-
meal interval of 10 min. Events such as large vibrations (contact with the feed tray without eating)
were filtered by the Phecomb system monitoring software (Compulse v1.1.01). The reliability
percentage of the quality signal was calculated by the software and only experiments with a
percentage >80% were used. Meal parameters extracted from Compulse software included number of
meals, meal size and duration, inter-meal intervals and satiety ratio.

2.4.2. Taste Preference

Preference for sweet taste was measured at PND110 using the bottle test experiment [36]. After
a two-day habituation to the presence of two bottles in their own cages, the animals had the choice of
the two bottles, one containing tap water and the other 0.05% saccharin (Sigma-Aldrich, St. Quentin
Fallavier, France). Drink intake was measured daily for three days. The position of the two bottles was
reversed each day to prevent position preference bias. The sweet preference score was calculated as
the ratio between the volume of saccharin solution consumed and the total drink intake in 24 h, then
multiplied by 100. Preference was defined as a percentage greater than 50.

2.5. Fasting-Refeeding Test, Kinetics of GLP-1 and PPY Release and Response to Glucose

At PND105, a 4 h kinetic of GLP-1 and PYY release in plasma was carried out. Rats were not fed
for 16 h to induce hunger and then fed for 20 min with a calibrated quantity of chow (A03, safe Diet).
Food intake was weighed at the end of the 20 min period. Any crumbs that fell in the cage were
weighed and deducted from the food intake. Blood samples were collected from the tail vein in tubes
containing EDTA (Microvette CB300 EDTA 3K, Sarstedt, Marnay, France) at 0 (15 min before refeeding),
30, 60, 120, and 180 min after the beginning of the meal.

At PND124/126, the rats were not fed for 16 h, and 2 h before being sacrificed they were given
an oral bolus of glucose (2 kg/kg BW) in order to challenge glucose sensing in GLP-1/PYY-producing
EECs.

2.6. Plasma Gastrointestinal Peptides

The plasma concentration of total GLP-1 and total PYY was assayed by the ELISA technique using
kits from Millipore (Merck- Millipore, Molsheim, France) and Phoenix Pharmaceutical (Phoenix France
S.A.S, Strasbourg, France), respectively.

2.7. Fermentation End-Products

lleal and cecal supernatants were centrifuged 8000x g, 20 min, 4 °C, diluted (1/10) with 0.5 M
oxalic acid and SCFA (acetate, propionate, butyrate, isobutyrate, valerate and isovalerate) were
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analyzed by gas chromatography as previously described [37]. The D-and L-lactates were measured in
the supernatants after heating to 80 °C for 20 min with a D/L-lactic acid enzymatic kit following the
manufacturer’s instructions (Biosentec, Toulouse, France).

2.8. Immunochemistry

Tissue sections (4-5 um) of fixed ileum and proximal colon were double-stained with a goat
polyclonal antibody raised against GLP-1 diluted at 1/200 (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz,
USA) and a rabbit anti-chromograninA (chrgA, diluted at 1/1000 (ImmunoStar Inc, Hudson, USA),
followed by incubation with anti-goat and anti-rabbit fluorescent secondary antibodies (1/1000).
Nuclei were counterstained with 4°6-Diamidine-2°-phenylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma-
Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Tissues sections were mounted in Prolong Gold anti-fading
medium (Molecular Probes, Thermo Scientific, Courtaboeuf, France). Three sections per sample were
analyzed with a Nanozoomer (x20) (Hamamatsu Photonics France, Massy, France). The number of
fluorescent cells along the crypt-villus axis unit was counted twice by a blind operator, using the NDP
view software (Hamamatsu, Photonics France, Massy, France). A total of 40 to 60 crypt-villus units per
section were counted.

2.9. Quantitative Real-Time PCR

Total RNA extraction from the ileum and colon was carried out using a QlAamp RNA Blood Mini
kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s instructions. Two micrograms of RNA
were reverse-transcribed using M-MLV reverse transcriptase (Promega, Charbonnieres-les-Bains,
France). Five microliters of 1/40 dilution of cDNA solution were subjected to RT-gPCR in a Bio-Rad
iCycler iQ system (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) using a gPCR SYBR Green Eurobiogreen’Mix
(Eurobio, Les Ulis, France). The quantitative PCR consisted of 40 cycles, 15 s at 95 °C, 15 s at 60 °C and
15 s at 72 °C each. Primers sequences are shown in Table S1 of the Supplementary Material. For
quantification of Neurog3, rat PrimePCR™ SYBR GreenAssay Neurog3 (Biorad, Marnes-la-Coquette,
France) was used. Relative mRNA quantification was expressed using the 2722“method with actin gene
as a reference.

2.10. Bacterial 16S rDNA Sequencing of Cecal Contents

DNA was extracted from pellets of ceco-colonic content (max 250 mg) using the QlAamp Fast DNA
Stool Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) after enzymatic and mechanical disruptions as described
previously [37] except that homogenization was carried out at 7800 rpm for 3 x 20 s intervals with 20
s rest between each interval in a Precellys’ “evolution” bead-beater (Bertin, Montigny-le-Bretonneux
France). The V4 hyper-variable region of the 16S rDNA gene was amplified from the DNA extracts
during the first PCR step using composite primers (5-CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGY
CAGCMGCCGCGGTAA-3° and 5-GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT-
3% based on the primers adapted from Caporaso et al. (i.e., 515F and 806R) [38]. Amplicons were
purified using a PP201 PCR Purification Kit (Jena Bioscience, Jena, Germany). Paired-end sequencing
was performed on a HiSeq 2500 System (Illumina, San Diego, CA, USA) with v3 reagents, producing 250
bp reads per end, following the manufacturer’s instructions by the GeT+-PlaGe platform (INRA,
Toulouse, France). The 16S rDNA raw sequences were analyzed with FROGS v2 pipeline
(http://frogs.toulouse.inra.fr/) [39]. After de-multiplexing, quality filtering and chimera removing, the
taxonomic assignments were conducted for OTUs with abundance >0.005% with Blast using Silva 128
database containing sequences with a pintail score at 80 to determine the bacterial compositions.
FROGSSTAT Phyloseq tools were used to normalize raw abundances by rarefaction and to calculate
alpha and beta diversity indices.

2.11. Statistical Analysis

Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA) or R (librairies “stats v3.5.1” and “corrplot v0.84”, [40]). Differences between
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treatments were searched using one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison tests for
most data, with the exception of growth and food consumption data which were subjected to multiple
t-tests with correction for multiple comparison using the Holm-Sidak method. Sweet taste preference
test was analyzed by the one sample t-test to compare to compare data against the 50% (no
preference) value. A p value < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Neonatal OS Supplementation Did Not Substantially Affect Rat Growth

Both FOS and aGOS supplementation was associated with a significant transitory reduction of pup
growth in the first days of intervention (PND7 to PND10 and PND6 to PND8 respectively, Figure S1).
When compared with body weights from the CTL group, the differences observed were only 9.1 to
11.5% and did not significantly affect the cumulative weight gains measured either from birth until the
end of supplementation or for the whole lactation period (Table 2).

Table 2. Bodyweight gain (g) during lactation.

Treatment BW Gain PNDO-14 BW Gain PNDO0-20
CTL 30442 50.5+6.0
FOS 28.0+3.4 457 +4.6
GOS/In 29.4+3.3 49.6+5.8
aGOS 27.9+2.7 46.8+5.1

1 Data are means _ SD collected from the total e_ective of rats (n = 15-16 per group
during PND0-14 and n = 8 during PND0-20). BW, bodyweight.

No significant differences in bodyweight were observed between groups after weaning (Figure S2).

3.2. Neonatal OS Supplementation Exerted a Marked Immediate Impact on Intestinal Environment
3.2.1. OS Supplementation Modified Both Composition and Activity of Neonatal Intestinal Microbiota

Following 16S rDNA sequencing, no significant differences were noticed in raw sequence numbers
between cecocolonic samples collected at PND14/15 (355,245 + 10,367, 30,306 + 13,817, 40,275 *
18,343 and 31,808 + 10,101 for CTL, FOS, GOS/In and aGOS, respectively) or in percentages of
sequences kept after quality filtering (83.8 £+ 4.0, 76.4 + 18.4, 83.9 + 4.2, and 81.7 * 7.1). The
cecocolonic contents of animals supplemented with OS exhibited similar reductions in richness (p <
0.001) compared with CTL animals (Chaol values: 66.2 + 21.0, 72.9 + 28.1, and 73.9 + 35.3 for FOS,
GOS/In and aGOS, respectively versus 180.0 + 35.7 for CTL). The cluster dendrogram generated using
weighed UniFrac metric which illustrates beta or between-sample diversity, highlighted an obvious
dissimilarity between the microbiotas of the OS-supplemented animals and those of animals from the
CTL group (Figure 1) but did not reveal any effect of the nature of the OS.

When considering bacterial families occurring at more than 0.01% of the total sample abundances
(Table 3), the OS impact was typified by significant decreases in Lactobacillaceae, Bacteroidales 524-7
group, Prevotellaceae, Streptococcaceae, Peptococcaceae, Coriobacteriaceae, Aerococcaceae, Family
XIll, and Rikenellaceae. In addition, OS supplementation decreased Ruminococcaceae abundance but
this impact only reached statistical significance for FOS and aGOS. These decreases in relative
abundance were differently compensated according to the OS: increases in Bifidobacteriaceae reached
statistical significance following FOS and aGOS supplementations, Enterobacteriaceae increased
following aGOS supplementation and Lachnospiraceae increased following GOS/In supplementation.
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Significant differences between OS were scarce and only occurred between GOS/In and aGOS in
their impact on Lachnospiraceae (Table 3).

Concurring with these compositional changes, the 10-day supplementation greatly affected
fermentation end-product concentrations in both ileal and colonic contents at PND14/15.

In the ileum, lactate concentration was below the detection limit (0.22 mM) in all animals, and
the concentration of acetate—the sole SCFA present at this age in this intestinal segment—was
significantly increased (p < 0.005) through FOS supplementation (6.9 + 3.6 mM) compared to CTL (0.3
+ 0.4 mM), GOS/In (1.6 £ 2.0 mM) and aGOS (0.6 + 0.8 mM).
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Figure 1. Hierarchical clustering based on the Ward’s method of phylogenetically informed distance matrix computed
using the weighted UniFrac metric for cecocolonic contents collected at postnatal day (PND) 14/15 (n = 6 to 8 per
group).

149



Nutrients 2019, 11, 1967

Chapitre 4 : Supplémentation en oligosides prébiotiques

Table 3. Relative abundances (%) for families with abundances > 0.01% at PND14/15 according to the postnatal OS

supplementation.

Family CTL FOS GOSIn aGOS
Actinomycetaceae 0.095 +0.084 0.028 £0.032 0.076 £0.056 0.068 £0.058
Aerococcaceae 0.086 +0.029 a2 0.011 £0.011° 0.015 +0.012" 0.020£0.019°b
Alcaligenaceae 0.020 +0.041 0.030 +0.047 0.378 +0.576 0.036 +0.053
Bacteroidaceae 2.352 +0.991 6.510 £10.047 6.837 +5.729 3.719 +5.492
Bacteroidales.524.7 group 6.812+2.9532 0.053 +£0.080 b 0.098 +0.094 b 0.084 +0.103 b
Bifidobacteriaceae 0.624 +0.45°? 17.188 £12.735" 7.894+7.9473 13,577 +10.631°
Campylobacteraceae 0.009 £0.024 0.093 +£0.220 0.066 £0.151 0.294 +£0.546
Clostridiaceae.1 0.273 £0.146 2.413 +3.231 5.509 +8.749 5.044 +4.581
Coriobacteriaceae 0.108 £0.039 2 0.039£0.034° 0.036 £0.041° 0.023 £0.018°
Corynebacteriaceae 0.032 +0.023 0.007 +0.011 0.020 +0.030 0.012 +0.023
Desulfovibrionaceae 0.098 +0.182 0.000 +0.000 0.003 +0.008 0.006 +0.014
Enterobacteriaceae 13.86 £5.972 23.48 £12.23 2 19.51+6.69° 33.42+£11.99°
Enterococcaceae 0.435 +0.707 0.145 +0.203 2.892 +6.293 0.542 +0.771
Erysipelotrichaceae 0.682 +0.387 4.080 +3.988 3.774 £4.950 2.766 +3.002
Family.XIII 0.062 +0.0302 0.004 +0.008 » 0.000 +0.000 » 0.001 +£0.003 ®
Lachnospiraceae 6.327 £2.300 2 9.787 £6.180 2 15.298 £9.544 b 4.962 £4.587°b
Lactobacillaceae 57.47 +8.722 28.74£10.84° 24.47 £5.71°b 31.13£11.24°
Micrococcaceae 0.140 +0.064 0.075 +0.074 0.071 +0.053 0.110 +£0.105
Pasteurellaceae 0.582 +0.581 0.236 +0.235 0.456 +0.297 0.394 +0.446
Peptococcaceae 0.396+0.1822 0.006 £0.015® 0.015 +£0.019® 0.007 £0.021
Peptostreptococcaceae 0.747 £0.485 0.471 £0.262 0.543 £0.108 0.640 £0.379
Porphyromonadaceae 1.242 +1.153 5.924 +£9.747 9.826 £15.228 2.055+5.475
Prevotellaceae 2.136+1.5402 0.014 £0.016° 0.011 £0.018°% 0.028 £0.060 ©

Rikenellaceae
Ruminococcaceae

Streptococcaceae

0.034+0.0392
3.242 +0.743 @
2.118 +£0.620®

0.001 £0.004 b
0.135+0.147 b
0.510+0.316°

0.000 +£0.000 ®
1.610+2.622°
0.586 +0.156 ®

0.001 £0.003 ®
0.406 £0.665 °
0.643 £0.450°

1Data are means + SD (n = 6 to 8 per group). 2Within a row, values followed by different letters (a,b,ab) differ significantly (p <

0.05).

In the cecum, the concentration of total end products increased in all OS groups compared to CTL
(Figure 2). This was mainly due to an increase in SCFA concentration, which only reached statistical
significance in the case of FOS and also an increase in lactate concentration in the case of aGOS.

Increases in total SCFA reflected acetate increases which were significant for both FOS and GOS/In
groups, and paralleled significant decreases in pH values (Table 4). In addition, OS supplementation
shifted microbiotal activity, as evidenced by significant changes in the relative proportions of acetate
(93.8+4.6,93.1+4.1, and 95.4 + 2.9% for FOS, GOS/In and aGOS, respectively versus 86.3 + 4.5% for
CTL) and propionate (5.4 + 4.6, 5.2 + 3.4, and 3.6 £ 2.9% for FOS, GOS/In and aGOS, respectively versus
10.7 £+ 3.0% for CTL). Concentration and relative proportions of butyrate—which is scarcely produced
in the neonatal stage—were not affected significantly by supplementation.
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Table 4. Concentration (mM) of major short chain fatty acids (SCFA) in cecocolonic contents at PND 14/15.

Treatment Acetate Propionate Butyrate pH
CTL 3.17+1.051,a,2 0.39+0.16 0.07 £0.04 6.9 1+0.32
GOS/In 5.82+1.32°b 0.33+0.21 0.10+0.09 6.3+0.2°
aGOs 5.69+1.77 0.28+0.27 0.05+0.00 6.1%0.2b
FOS 8.00+2.94b 0.47 £0.37 0.06+0.04 6.2%0.2"

Data are means * SD (n = 7 to 8 per group). 2Within columns, values followed by different letters
(a,b,ab) differ significantly at p < 0.05.
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Figure 2. Cecocolonic concentrations of fermentation end-products. Individual, mean and SD values are plotted (n =7
to 8 per group). Different letters indicated significant difference (p < 0.05) between groups.

3.2.2. OS Supplementation Modified both Differentiation and Activity of the Neonatal EEC

In the ileum, a profound effect on the enteroendocrine lineage was induced by neonatal OS
supplementation, as revealed by a significant decrease in Neurog3 expression in the OS groups
compared to CTL, whereas, an early expressed marker in the commitment secretory lineage (Atoh1)
was not affected significantly (Figure 3). The related expression of genes specifically implied in the
differentiation of EECs (Pax4 and Pax6) decreased significantly in OS supplemented groups compared
to CTL, whereas expression of Foxal did not vary between the groups. Similar to Pax4 and Pax6,
Neurodl expression decreased in OS groups compared with CTL, but this did not reach statistical
significance for FOS. Regarding the expression of gene coding for peptides produced by mature L-cells,
Pyy increased significantly in OS groups compared to CTL. At the same time, despite a 2-fold increase
in Gcg expression in the OS groups compared to CTL, this effect was not statistically significant due to
the widely varying expression between samples.

In the proximal colon, the impact of OS supplementation was much more moderate and their only
significant effect was a decrease in the expression of Pax4 (Figure S3).
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Along with this profound remodeling in the expression of markers of L-cell differentiation, the
number of GLP-1/ChgrA positive cells, i.e., mature EECs, was higher in the ileum of pups from OS

groups compared to CTL but only reached statistical significance for villi (Figure 4A—C).
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Figure 3. Relative expression of genes implied in the endocrine lineage and in L-cells differentiation in the ileum.

Different letters indicate significant difference between groups (p < 0.05). Data are fold-change expressed in %

of CTL group. Individual values, median with interquartile range are plotted (n = 7 to 8 per group).
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Figure 4. Effect of oligosaccharides (OS) supplementation on the density of GLP-1 cells in ileum: (A) in villi (B) in crypts.
Different letters indicate significant differences among groups (p < 0.05); Individual, mean and SD values are plotted (n = 6
to 7 per group). (C) Representative images of immunofluorescence in ileal sections from a control solution (CTL) (top) and
aGOS groups (down), arrows indicate positive fluorescence in cells: blue (DAPI, nuclei staining), red (GLP-1 cells), green
(ChrgA cells) and merge (GLP-1/ChrgrA cells). Bars indicate 100 um.

In agreement with this rise in the number of mature enteroendocrine cell (EEC), plasma
concentrations of GLP-1 (Figure 5A) and PYY (Figure 5B) were significantly increased by all the neonatal
OS supplementations, as compared with CTL.
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Figure 5. Plasma concentration of (A) Total GLP-1; (B) Total PYY at PND 14/15. Different letters indicate significant
differences among groups (p < 0.05). Individual, mean and SD values are plotted (n = 7 to 8 per group).
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Significant positive associations between plasma concentrations of GLP-1 and PYY and the ileal
expression of their respective genes were evidenced (Figure 6A). Conversely, these plasma
concentrations as well as the density of GLP-1 secreting cells, were inversely correlated with
expressions of Neurog3, Neurod1, Pax4, and Pax6. With respect to associations between microbiota
and EEC descriptors (Figure 6B), only some of the differentiating factors (Pax4, Neurod1, Pax6 and
Neurog3) exhibited significant positive correlations with the abundance of some bacterial families
corresponding to those the abundance of which was significantly reduced by OS, except for
Prevotellaceae. For these factors, the sole negative correlation was that between Neurodl and
abundance of Clostridiaceae.1. Conversely, the PYY and GLP-1 plasmatic concentrations, EEC densities
and Pyy expression, but not Gcg expression, were negatively correlated with the same families
including Prevotellaceae.
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Figure 6. Correlograms within EEC descriptors (A) or between these descriptors and the relative abundances of
main bacterial families (B). Positive correlations are displayed in blue and negative correlations in red. The
intensity of the color and the size of the circles are proportional to the correlation coefficients. Asterisks indicate
the level of significance (*, p < 0.05; **, p <0.01; ***, p <0.001). On the right of the correlogram, the color legend
shows the correspondence between correlation coefficients and colors.

Overall, these results indicate that OS supplementation profoundly modulates neonatal
microbiota in terms of both its composition and its fermentative activity, with repercussions not only
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in the cecocolon but also, as exemplified with FOS, in the ileum. An increased density of ileal L-EECs
and their secreted anorectic hormones, GLP-1 and PYY, were observed and unexpectedly the
expression of transcription factors beyond the stage of secretory cell engagement (Atohl) was
inhibited at the same time. Whether this strong impact of early OS supplementation on satiety
peptide-related EECs could last into later life and affect eating behavior was investigated further.

3.3. Neonatal OS Supplementation Had No Significant Long-Term Consequences

3.3.1. Neonatal OS Supplementation Did Not Significantly Program Enteropeptide Production or Eating
Behavior in Adulthood

To investigate the long-term effect of neonatal supplementation of OS on nutrient sensing in EECs,
once pups reached adulthood, we studied the release of GLP-1 and PYY in response to both a 20-min
test meal (PND 74/76) and an oral bolus of glucose (PND 124/126) after 16 h of fasting.

No significant differences were observed between groups in the amount of food consumed during
the 20-min test meal (Figure 7A). In response to this meal, the plasma concentration of GLP-1 increased
immediately after refeeding and returned to pre-prandial level 120 and 180 min later (Figure 7B). The
total amount of GLP-1 secreted during this period, quantified by AUC, did not differ significantly
between the groups (Figure 7C). PYY secretion did not show any postprandial peak or significant
differences between the groups (data not shown).
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Figure 7. Fasting-refeeding test. (A) Food intake measured during refeeding (20 min-meal); (B) Plasma
concentration of total GLP-1 measured during the 3h-kinetic follow-up (means + SD); (C) Total amount of GLP-1
secreted during the 0-180min period expressed as AUC. Individuals, means and SD are plotted. (n = 7 to 8 per

groups).

Similarly, at PND 124/126, plasma concentrations of GLP-1 (CTL: 34.4 + 13.5; GOS/In: 38.6 + 28.6;
aGOS: 28.9+10.0 and FOS: 37.9 + 20.6 pM) and PYY (CTL: 84.7 £ 4.0; GOS/In: 88.7 + 7.8; aG0S: 91.4 +
7.3 and FOS: 91.5 + 5.8 pM) measured 2h after an oral bolus of glucose did not show any significant
difference between groups.

To investigate the long-term effect of a neonatal supplementation of OS on subsequent eating
behavior, we followed up the food consumption from weaning to adulthood, performed a refined
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analysis of feeding pattern using physiological cages from PND75 to PND100 and assessed the
preference for sugar taste between PND109 and PND111.

The analysis of food consumption during development, expressed per Kg of body weight to allow
for strict comparison, only revealed a single significant difference which occurred at PND32 between
animals from the FOS and CTL groups (Figure 8), an observation which indicates that neonatal
supplementation with OS did not greatly influence the subsequent food intake in our experimental
conditions.
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Figure 8. Daily consumption of food in the post-weaning stage, expressed as kilograms of bodyweight. The asterisk
indicates a significant difference between FOS and CTL groups (p < 0.05). Data are means = SD (n = 7 to 8 by group and day).

This absence of effect on daily food consumption was confirmed by a detailed analysis of food
consumption: we observed no significant difference in meal patterns among the groups (food intake,
food intake per meal, number and duration of meals, latency to eat the first nocturnal meal, satiety
ratio and ingestion rate), whatever the period of measurement (total 20 h period of measurement,
diurnal period (8 h) or nocturnal period (12 h) (Figure 9 and Figure S4).

In the sweet taste preference test, there was no significant difference between groups in terms
of the consumption of saccharin solution expressed as a percentage of daily beverage intake,
regardless of the day of testing (Figure 10). Strikingly, the preference for sweet taste for the GOS/In
group did not reach statistical significance on the first day of the test, in contrast to the FOS and aGOS
groups. However, this preference did not persist on day 2, contrary to what was observed for the CTL
group. This suggests that neonatal supplementation with OS slightly reduced the persistence of sweet
preference in adulthood.
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Figure 10. Preference for sweet taste. Datas are means + SD (n=7 to 8). Asterisks represent significant preference as

compared with no preference (i.e., 50%, dotted line): *, p <0.05; **, p < 0.01; ***, p <0.001.

3.3.2. Neonatal OS Supplementation Did Not Significantly Program Adult Intestinal Microbiota

At adult age (PND 124/126), no significant differences were observed between treatments with
respect to the raw number of sequences obtained, percentages of sequences kept after quality
filtering, or alpha-diversity indexes (data not shown). Similarly, B-diversity analysis (Figure S5),
principal component analysis on OTU abundances (Data not shown) and comparisons of the cumulated
relative abundances at family level (Figure 11) failed to show any significant difference between cecal
samples with respect to neonatal supplementation. Finally, neither ileal nor cecal concentrations of
SCFA showed significant differences between the groups (Table S2).
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Figure 11. Impact of postnatal OS-supplementation on cecal microbiota composition at PND124/126: families
distribution expressed as the average of cumulated relative abundances (n = 7 to 8 per group).

Overall, these data did not reveal that neonatal OS supplementation had any programming effect
on adult microbiota.
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4. Discussion

Considering that the regulation of feeding behavior could be programmed from the beginning of
life and controlled by intestinal microbiota, we hypothesized that modifications to the neonatal
microbiota could program adult feeding behavior. We therefore checked the ability of prebiotic-
induced intestinal microbiota modulations to affect the maturation and functioning of L-EECs in
suckled male rats, then assessed whether this resulted in delayed alterations in eating behavior and
the secretion of Gl peptides in adulthood. The observed effects are specifically attributable to OS since
we adjusted the compositions of the administered solutions by taking into account the digestible sugar
contents of commercial OS sources. In this study, we show that neonatal supplementation with 3
different OS strongly impacts cecocolonic microbiota, GLP-1 cell density in the ileum, and the
production of satiety-related peptides during the neonatal period, but does not induce any significant
enduring effect in adulthood on either eating behavior or gut peptide secretion.

The validity of this statement is obviously limited to our operating conditions which represent
both strengths and limitations for our study.

Limitations include the fact that we only studied males in order to avoid the already described
fluctuations in food intake throughout the estrous cycles [41], and did not characterize every
components of eating behaviour such as motivation. However, we believe that the numerous
components investigated allow for consideration of both its homeostatic and hedonic elements. We
did not investigate immediate impact of OS supplementations on feeding behavior to avoid the
recognized stress induced in pups by separation from the mother which would have been required to
quantify milk intake either by gravimetric [42] or deuterated water turnover methods [43]. We did
consider moreover whether neonatal prebiotic supplementation having an impact on the pups’ eating
behavior was beyond the scope of the programming of adult eating behavior. Nevertheless, we
reported a transitory reduction in BW gain in FOS and GOS/In groups between PND6 and PND10 which
suggests that the reducing impact of OS on food intake may also operate in the neonatal period.

Inversely, our study has three major advantages: the combination of hormonal, behavioral and
microbiological analyzes; the minimizing of the influence of lactating mother influence by
supplementing pups from the same litters with the different OS, and finally the use of OS doses
comparable to those actually consumed by toddlers.

4.1. Neonatal OS Supplementation Affected Intestinal Microbiota Despite Its Immaturity

Corroborating our previous findings based on a non-exhaustive analysis of the microbiota [24], and
in concurrence with several in vivo and in vitro studies investigating the impact in adulthood of OS
(including those of the aGOS [44]) on intestinal microbiota, in humans and animals (e.g., [45,46]) and
in human infants (see [32] for review), all the oligosaccharides used here dramatically affected
neonatal microbiota in rat pups. This confirms that the prebiotic properties previously demonstrated
in adult rodents (e.g., [30,45,46]), also operate in neonatal pups despite the immaturity of the
microbiota at this stage of development [37].

In addition to these changes in composition and the reduction in microbiota richness, our
neonatal OS supplementations also modified the activity of the microbiota by stimulating the
production of acetate and lactate at the expense of that of propionate. This decrease in propionate
concentration stands out from what is observed in adult rats, for which GOS and FOS are frequently
reported as being particularly stimulating for propionate and/or butyrate production (e.g., [34,47]) and
could be related to the known progressive maturation of the microbiotal capacity to synthesis the
different SCFAs in neonates [37,48]. The production of butyrate is therefore barely detectable before
the day 16 of life in rats [37]. In any case, the neonatal OS supplementation we performed resulted in
microbiota that differed greatly from that of unsupplemented animals, an observation which was a
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prerequisite for investigating the ability of neonatal microbiota modulation to program adult eating
behavior or gut peptide response.

4.2. 0S Supplementation May Stimulate lleal EECs to Produce GLP-1/PYY While Acting in Feedback on
Endocrine Precursors

Our results showed that neonatal OS supplementation had immediate effects on mature ileal GLP-
1-cells by increasing the density in villi and the mRNA expression of Gcg and PYY leading to enhanced
plasma concentrations in these two anorectic peptides. These new observations in neonatal rats are
consistent with those reported in adult rats for FOS and GOS/In [33,34,49-51] and are, to our
knowledge, reported here for the first time for aGOS. In one of these previous studies, this increased
production of GLP-1 was related to a higher differentiation of Neurog3-expressing EEC progenitors into
L-cells in the colon [50]. Here, we demonstrate a drastic down-regulation of endocrine lineage-devoted
genes during OS supplementation, mainly in the ileum. This unexpected result is difficult to reconcile
as an effect of OS on early endocrine precursors leading to the production of more L-cell subtypes.

Neurog3 marks the endocrine progenitors and is essential for generating new EECs [52]. Post-
neurog3 differentiation and maturation of EECs is controlled by dynamics in transcriptional factors
such Neurod1, Pax4 and Pax6 and many others (Arx, Pdx1, Foxal and Foxa2). The hierarchy of these
events is still poorly understood [53] and the extrinsic factors that may interplay remain largely
unknown. For this study, the well-known effect of OS prebiotics in stimulating L-cells cannot simply be
explained by the impact on endocrine precursors, as suggested in the above-mentioned study [50].
Since we know that Neurog3 expression is restricted to immature proliferative cells, the decreased in
Neurog3 expression we observed in the ileum may instead reflect a feedback regulation to limit new
EEC generation in response to OS supplementation. A similar observation (decreased duodenal
Neurog3 and increased EEC density) was reported in a model of maternal deprivation [26]. These data
and our own suggest that the postnatal environment affects the differentiation of EEC precursors but
not the proliferation of progenitors, leading to increased EEC density. High levels of circulating GLP-1
have been previously attributed to the increased number of ileal L-cells in Gecgr-deleted mice, and this
effect involved up-regulation of post-neurog3 transcription factors, affecting the proliferation of L-cells
precursors [54]. Here, the expression of these factors, i.e., Neurod1, Pax4 and Pax6, was reduced in
0OS-supplemented groups with high circulating levels of GLP-1, suggesting a different mechanism in the
increased density of L-cells. In this respect, it should be noted that although EECs are still classified
according to their major/unique hormone product (as for example GLP-1 for L-cells), it is now
acknowledged that EECs are multihormonal [53,55]. In particular, more recent data has demonstrated
that mature differentiated EECs display hormonal plasticity, allowing them to change their hormonal
products in response to extrinsic factors, such as bone morphogenic proteins (BMP) during their
migration along the crypt-villus axis [56,57]. Thus, the increased L-cell density observed here may be
the result of the direct effect of OS on this plasticity to produce more GLP-1, independently of early
markers of EEC proliferation and differentiation. Interestingly, in this study, the production of CCK—a
key early-satiety peptide—was not affected by the OS supplementation at PND14/15 (data not shown)
reinforcing the specificity of the effect of OS on EECs in producing GLP-1 and PYY in a segment of gut
where CCK is not predominantly produced. How OS can modulate both the identity of EEC subtypes
and/or the expression of Gl peptides by acting on extrinsic factors (such as villus-produced BMP) needs
further investigation.

4.3. What are the Putative Mediators of the Massive Effect of Neonatal OS Supplementation on lleal L-
Cells?

Identification of the small intestine rather than the colon as a privileged site for the action of OS
on transcriptional activity has been previously reported in studies involving adult animals [58,59].
Conventionalization of germ-free mice led to similar observations (e.g., [60]). However, a nutritional
modulation by OS supplementation may have a different impact on ileal epithelium compared to the
absence or presence of microbiota. For example, in the Arora’s study [60], conventionalization of
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germ-free mice led to the down-regulation of GLP-1 secreting vesicle process in L-cells, whereas we
observed an increase in GLP-1 and PYY production. These contrasting results may stem from either
inter-individual variability, or more likely the great differences in age between the animals studied.

Nevertheless, our data raise the question of how OS modulation of microbiota could act on ileal
L-cells. The well-known capacity of SCFA (mainly butyrate but also propionate or even, non-
consensually, acetate) to stimulate PYY and/or GLP-1 production [61-63] seems inconsistent with our
observation of an OS-impact mainly localized in the ileum, within the context of no
propionate/butyrate synthesis.

Others potential mechanisms include acidification of the luminal milieu or changes in the
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Zhou et al. [61] showed that changes in pH from 7.5
to 6.5 induce per se an increase in Gcg expression by STC-1 cells in vitro. Apart from this, it is known
that EECs have receptors for PAMPs (i.e., Toll-like receptors) (see [18] for review). This is of particular
interest since it has been demonstrated that some bacterial strains elicit GLP-1 secretion through
signaling agents of the Toll-like receptor system, as illustrated by the fact that a MyD88 blockade
triggers GLP-1 secretion induced by bacteria [64].

4.4. OS impact on Eating Behavior, Usually Observed Simultaneously with Their Consumption, Does
Not Seem to Be Programmable

Despite a certain disparity in the literature, possibly related to the heterogeneity in dosage or
methodology, several studies have reported the beneficial effect of OS prebiotics—mainly fructans but
also aGOS, on the eating habits of healthy adults [65,66] or overweight adults [67,68], such as feelings
of reduced hunger, increased satiety or reduced energy consumption. Note that the existing literature
does not establish whether this is also true in infants, who are frequently given prebiotic supplements.
In concurrence with human data, decreased food/energy intake has been evidenced in adult rodents
supplemented with fructans [49,51] or BGOS [34]. In both models, these effects have been related to
SCFA production by colonic bacteria during OS supplementation. For each of the 3 main SCFAs, i.e.,
acetate, propionate and butyrate, it has been demonstrated that they reduce energy intake,
particularly in rodent models of diet-induced obesity [69—71], although conflicting results are reported
[72], probably dependent on the mode (orogastric [71,72], intraperitoneal [70],
intracerebroventricular [70], colonic delivery via fermentable fibers [69,71], etc.) and duration (acute
[69,70] vs. chronic [69,72]) of SCFA or SCFA precursors administration. In humans, this hypothesis has
been substantiated for both acetate and propionate by numerous studies focusing on appetite-related
parameters (see [73] for review) as well as observations of reduced hedonic response to high-energy
foods regulated in striatum [74] or reduced energy intake following the administration of propionate
precursors in overweight adults [75]. How these SCFA regulate appetite directly at hypothalamic level
[70] or via a vagal-dependent mechanism [71,72], whether or not implicating an enhanced intestinal
satiety peptide (GLP-1 and PYY) secretion following SCFA interaction with FFAR receptors on L-cells is
still a matter of experimental research in animal models and clinical trials in humans [18].

Since the perinatal environment [6,9,24,26] appears to have a long-lasting impact on each of the
microbiota-EEC-brain axis actors, we had assumed that early modulation of the microbiota associated
with changes in EECs could program eating behavior, a hypothesis which has remained unexplored
until now. However, this hypothesis could not be corroborated in this study as adult feeding behavior
did not seem to be significantly affected by early supplementation with OS, which nonetheless
increased total SCFA, along with increased release of GLP-1 and PYY and L-cell density at the end of
supplementation. This lack of eating behavior programming indicates that none of the presupposed
events (i.e., programming of EEC or vagal sensitivity and/or microbiota programming) occurred under
the test conditions. In fact, no difference in the expression of c-Fos was observed in the nucleus of the
solitary tract in the rat’s brainstem 2 h after administering a bolus of glucose in adult rats (data not
shown). It therefore seems that depending on the nature and intensity of the perinatal stressor
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(maternal protein restriction [9], maternal deprivation [26] or postnatal modulation of microbiota by
0S) the long-lasting impact is not systematic. For the microbiota, the lack of programming could be
related to an inadequacy in the timing for applying the modulation, as discussed below.

4.5. Is Programming of the Microbiota Subject to Particular Timing?

In this study, we did not observe any programming effect of neonatal OS supplementation on
adult microbiota. This result is in line with what we had previously observed for FOS [24] but
contradicts the small-scale programming found after neonatal supplementation with GOS/In in this
same study. This discrepancy may result from the difference in methods used to analyze the
composition of the microbiota, even if it is counterintuitive, since the 16S rDNA sequencing used here
is more exhaustive than the gPCR used previously. As this impact was minor, it may also not have been
possible to reproduce under our new experimental conditions, i.e., a new batch of animals, a different
room at our animal facility, or even a slight difference in the composition of the semi-purified diets we
used, since all these parameters are known to affect the microbiota of laboratory animals (see [76] for
review).

The disappearance of this nonetheless drastic effect in our animals at the end of supplementation
raises the question of what is the most favorable period for sustainable modulation of the composition
of the microbiota. In our experimental protocol, prebiotic supplementation was applied for a short
postnatal period and ended before the onset of solid food consumption, whereas studies reporting
programming effects for early supplementation with OS on the subsequent composition of the
microbiota were based on longer-term supplementation, ranging from the prenatal period (i.e.,
supplementation of gestating mothers) to complete weaning and even beyond [77,78]. Whether the
supplementation we applied was either not early enough, not late enough or not for a long enough
time is difficult to establish on the sole basis of this comparison. However, in a study by Fugiwara et
al. [77], a difference in adult microbiota composition was observed only in mice offspring that were
supplemented with FOS beyond weaning. Whether this was also true in the Le Bourgot et al. study [78]
cannot be evaluated since all piglets were supplemented with FOS for a few weeks after weaning. From
this, it can be assumed that to be lastingly effective, prebiotics must be able to exert their microbiotal
effect after full weaning, thereby controlling the impact of new bacterial sources and changes in
dynamics of bacterial populations that result from the switch from maternal milk to solid food. Such a
switch has been associated with dramatic changes in microbiota composition and activity both in
humans [79] and rats [37]. This hypothesis would explain why the early-life events that are known to
affect neonatal microbiota composition (i.e., birth mode, infant feeding etc.) are not associated with
significant variations in adult microbiota composition [80], but strict comparisons between the time
windows for supplementation are required for this to be validated.

4.6. All OS Studied Performed Similarly Despite Differences in Their Chemical Characteristics

In our study, the 3 OS studied led to comparable results in terms of both microbiotal impact and
physiological repercussions. With regard to microbiotal changes, the observed modifications, in
particular the acidification of the contents, the less diversified production of SCFA and the reduced
richness of microbiota suggest that OS delays bacterial diversification. This is similar to what is
supposed to happen in breast-fed babies compared with babies fed with unsupplemented formula
[81]. The similarity is quite surprising in that the chemical nature of the constituent monomers and the
pattern of glycoside linkages in different OS products are expected to influence the ability of individual
bacteria to grow on them (see [31,82] for reviews). However, our results are consistent with Harris et
al.’s findings [83] that the orientation of glycoside linkage is not a main driver of the SCFA production
profile. When this chemical difference could act, it would primarily modulate the proportion of
butyrate, an SCFA weakly produced in our immature animals. In addition, they also agree with the
similarities of microbiotal impacts reported between BGOS and FOS on the one hand [30], and
between aGOS and BGOS on the other [44].
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Thus, our study confirms the prebiotic character of aGOS and, in addition, extends the well-known
activity of FOS and GOS/In as secretagogues of satiety enteropeptides to this new prebiotic, a finding
which is in accordance with the satietogenic effect described in humans [67].

5. Conclusions

In conclusion, our study depicts that the ability of the OS to modulate EECs as previously described
in adults also operates in the neonatal period, despite the immaturity of the microbiota at this time.
This observation therefore calls into question the nature of the mediators actually involved, as
supposed so far. In addition, our in-depth study of the impacts of the OS on the genes regulating the
differentiation of EEC precursors queries the current understanding of the ontogenesis of these cells.

Finally, our results do not demonstrate any programming impact of OS either on EECs and food
consumption or on the constitution of the adult microbiota. If this holds true for humans, it is
reassuring since this study concerns types and dosages of OS mimicking some of those commonly
prescribed in formula for toddlers.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6643/11/9/1967/s1, Figure S1:
Postnatal growth of suckling rats in the different groups of OS supplementation, Table S1: Primer sequences, Figure S2:
Growth of weaned rats until adulthood, Figure S3: Relative expression of gene implied in the endocrine lineage and in L-cells
differentiation in the colon. Figure S4: Supplemental parameters of meal pattern. Figure S5: Hierarchical clustering of
phylogenetically informed distance matrix computed using the unweighted UniFrac metric for cecal contents collected at
PND 124/126. Table S2: Concentration of SCFA in ileal and cecal contents at PND 124/126.
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Figure S1. Postnatal growth of suckling rats in the different groups of OS
supplementation. Data are means +/- SD collected from the total effective of rats (n = 15—

16 per group from PNDO to PND14 then n = 8 per group). Asterisks indicate significant
difference compared with CTL, their color refers to the treatment received between PND

5-14/15.
Table S1. Primer sequences.
. ) Accession
Target Forward Primer Reverse Primer
Number

p-actin CTATCGGCAATGAGCGGTTCC GCACTGTGTTGGCATAGAGGTC NM_031144

Atohl TGTTAGCAACG TGTGACTTC CAGACCAGAGACAGAGAT ACG NM_001109238

Geg CTAATGCTGGTACAAGGCAG GTGAATGTGCCCTGTGAATG NM_012707
Neurodl ~CACGCAGAAGGCAAGGTGTC TGGTCATGTTTCCACTTCCTGT NM_019218

Foxal GTTCCGCACAGGGTTGGATA CTGACCGGGACAGAGGAGTA NM_012742
Neurog3 Not available Not available NM_021700

Pax4
Paxé6

CCCAAGGGTATTGGGGGAAG GGATACACTGGGAGCCTTGTC NM_031799
ATACCTACACCCCTCCGCAC TGAGTCCTGTTGAAGTGGTTCC NM_013001

PYY AGCGGTATGGGAAAAGAGAAGTC ACCACTGGTCCACACCTTCTG NM_001034080
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Figure S2. Growth of weaned rats until adulthood. Data are means +/— SD (n =8

per group).

Table S2. Concentration of SCFA in ileal and cecal contents at PND
124/126. .ND, non-detectable. Data are means + SD (1 = 8 per groups).

Ileal Concentrations (mM) Ceco-Colonic
Concentrations (mM)

Treatment Acetate Propionate Butyrate Acetate Propionate Butyrate Minors

CTL 2.1+ 0.1 +0.1 ND'! 13.5+ 35+08 27+1.1 14+

1.0 33 0.5

FOS 22+ 0.1+£0.1 ND 1.1+ 29+£05 2107 1.2+
1.6 1.9 0.2

GOS/In 2.7+ 02+0.2 ND 11.7 + 3309 1907 13+
1.5 3.1 0.5

aGQOS 29+ 0.1+0.1 ND 10.7 + 29+£05 1.7+05 1.2+
1.4 1.9 0.3
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Figure S3. Relative expression of gene implied in the endocrine lineage and in L-
cells differentiation in the colon. Different letters indicate significant difference
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Individual values, median with interquartile range are plotted (1 =7 to 8 per group).
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nocturnal phase. Individuals, means and SD are plotted (1 = 5 to 7 per group).
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Figure S5. Hierarchical clustering of phylogenetically informed distance matrix

computed using the unweighted UniFrac metric for cecal contents collected at PND
124/126.
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ABSTRACT

Obesity remains a major public health problem, as its prevalence is still increasing
especially among 18-24 year olds. It is of particular concern as being born to an obese
mother increases the child's risk of developing excessive adiposity. Understanding the
determinants of childhood obesity is a prerequisite for designing effective prevention
strategies. The composition of the gut microbiota has been tentatively correlated with
obesity as it has been linked to alterations in host feeding behaviour and metabolic
functions in several studies. How the microbiota influences host feeding behaviour is not
yet explained, but it is clear that dysbiosis and eating habits are often associated. Maternal
microbiota is the main determinant of intestinal colonization of the infant and comes at a
time when the brain circuits are in full development. We therefore investigated the
potential role of maternal microbiota as a pathway for transmitting the risk of eating
disorders to the child, based on the assumption that the transmission of a modified
microbiota from an obese mother to new-born pups could have an impact on eating
behaviour. To test our hypothesis, we collected faecal, vaginal and milk-associated
microbiota from obese prone (OP) / obese-resistant (OR) rat dams before transferring
them to Fisher pups in order to get three groups (F-OP, F-OR and F-Sham (receiving stock
solution)) and compare their growth and their eating behaviour from birth to adulthood.
Metabolic markers and food intake varied between OP and OR dams when fed a high energy
diet, as the composition of their microbiota, through gestation and lactation. Inocula
transfer at birth induced differences in pup intestinal microbiota composition at weaning,

and a higher-risk eating behaviour at adulthood for females and males which received OP
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bacteria. This study supports the hypothesis that the composition of neonatal intestinal
microbiota could influence eating behaviour at adulthood. However, this influence was not
exerted by a programing of gut microbiota nor by the modulation of the metabolism, but
is related to modifications of various aspects of eating behaviour. This suggests some
modifications in the development of brain circuits and gut-brain axis that need to be studied

more thoroughly.

keywords: 16S rDNA sequencing, maternal influence, microbiota establishment, food

motivation, food preference

1. INTRODUCTION

Obesity remains a major public health concern since its prevalence is still on the
rise in specific age groups, particularly in the 18-24 year-old (WHO, 2018), and a third of
French women of childbearing age are either overweight or obese (Matta et al., 2016).
Obesity in this age range is of particular concern since there is overwhelming evidence that
being born to an obese mother increases the risk for the child to develop excessive
adiposity (Conolly and Davies, 2018; Juonala et al., 2019). Infant weight and weight gain
during infancy are important factors in the subsequent development of obesity: an
overweight child is more likely to develop obesity later in adulthood (Ward et al., 2017)
and thus to develop various chronic diseases, which are associated with excess of adiposity
such as diabetes or cardiovascular disease (GBD 2015 Obesity Collaborators et al., 2017),
and eventually expose them to a higher risk of death (Abdelaal et al., 2017). Understanding
the determinants of child obesity is a prerequisite for the design of successful preventive
strategies.

The gut microbiota composition (Ridaura et al., 2013) or its gene richness (Le
Chatelier et al., 2013; Aron-Wisnewsky et al., 2019) have been tentatively correlated with
obesity. However, metabolic improvement is not always correlated to changes in
microbiota gene richness (Aron-Wisnewsky et al., 2019) and changes in microbiota
composition, although associated to reduction in adipose tissue after bariatric surgery, is
not always associated with metabolic health improvement (Brahe et al., 2015; Dao et al.,
2019). The gut microbiota is involved in several host metabolic functions (Marteau and
Doré, 2017) by improving energy yields from food (Flint et al., 2012; Wasielewski et al.,
2016), modulating dietary or energy balance (Heiss et Olofsson, 2018), and participating
to adipose tissue accretion (Backhed et al., 2004, 2007; Le Roy et al., 2019). Intestinal
microbiota has been linked to host eating behaviour in several studies. Germ-free mice

show an increased food intake compared to conventional ones (Bdckhed et al., 2004)
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demonstrating that microbiota may play a significant role in appetite or eating regulation.
Again in germ-free rodents, the transfer of microbiota associated to obesity induces
hyperphagia in mice (Vijay-Kumar et al., 2010), or the administration of intestinal
Escherichia coli ClpB protein decreases food intake in mice (Breton et al., 2016a). The lack
of microbiota in germ-free mice is associated with an altered expression of several genes
involved in food intake regulation, as bdnf or gcg (Heijtz et al., 2011b; Schéle et al.,
2013c) or the hypothalamic inhibitory factor receptor GABA-R, whose expression is
restored by Lactobacillus supplementation (Bravo et al., 2012). Recently, the balance
between limbic and hypothalamic genes expression involved in food reward and food intake
have been shown to be modified after prebiotic supplementation (Delbés et al., 2018a).
However, data on how microbiota can influence host eating behaviour are scarce, even if
dysbiosis and eating habits often co-occurred (Jakobsdottir et al., 2014).

Maternal microbiota is the main determinant of infant gut colonization (Mueller et
al., 2015a; Butel et al., 2017a). Bacterial colonization of the human sterile gut begins
during passage though the birth canal and evolves rapidly during the first months of life to
achieve an adult-like richness and diversity around 3 years (Derrien et al., 2019b).
Although a systematic sharing of bacterial strains from maternal vaginal microbiota to
infant gut is hardly evidenced (Matsumiya et al., 2002; Martin et al., 2007a), the
alterations of intestinal microbiota composition observed in both human and rodents
offspring born after Caesarean section (Dominguez-Bello et al., 2016b; Martinez et al.,
2017b) testifies of the importance of the vaginal microbiota. This apparent discrepancy
illustrates the fact that the final composition of infant intestinal microbiota is not a strict
reflection of the early settlers but is determined by them (Eggesbg et al., 2011; Scholtens
et al., 2012). Second, breast milk microbiota (Cabrera-Rubio et al., 2012b; Boix-Amords
et al., 2016b) is another natural source of bacteria for infant gut colonization. In this case,
vertical transfer has been demonstrated (Martin et al., 2012; Jost et al., 2014b). And
finally, mother intestinal microbiota is also regarded as an initial bacterial inoculum for
infant gut colonization (Grénlund et al., 2011), either through contact during delivery or
because milk microbiota could originated from intestinal microbiota (Fernandez et al.,
2013b). Few studies revealed that neonatal modulation of gut microbiota has long lasting
effects on behaviour, as alterations in social behaviour at adolescence that can be
prevented by early Lactobacillus supplementation (Leclercq et al., 2017a) in mice, or on
lipid hepatic metabolism and fat mass when antibiotherapy has been applied from weaning
to 10 weeks of age (Cho et al., 2012). Such studies are however scarce and the ability of
the gut microbiota to program adult eating behaviour remains unclear, although a large
number of evidences demonstrated that eating behaviour can be programmed in early life

by pre- or postnatal nutritional factors (Cripps et al., 2005; Ross and Desai, 2014).
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We therefore investigate the potential role of maternal microbiota as a route
through which the risk of metabolic disorders could be transmitted from mother to child
according to the hypothesis that transmission of an altered microbiota from obese mother
to pups could impact feeding behaviour at adulthood. Of particular relevance to our
hypothesis, the specific rat model chosen (i.e. selectively bred Obese Prone(OP)/Obese
Resistant (OR) Sprague Dawley rat) has already been shown to exhibit intestinal microbiota
differences according to the phenotype (Obanda et al., 2018). This makes the occurrence
of differences in milk and vaginal microbiota likely, which is a prerequisite for testing our
hypothesis. To test our hypothesis we collected the microbiota from Obese-Prone (OP) /
Obese-Resistant (OR) dams before transferring them to conventional Fischer F344 at birth
(F-OP, F-OR groups and litters receiving microbiota stock solution (F-Sham group)), and
characterised the growth and eating behaviour of these three groups of rats from birth to
adulthood.

Herein, we report that maternal transfer of microbiota differing in composition leads
to alterations in pups gut microbiota composition that did not last until adulthood but was
associated with pups and adults eating behaviour that differed between groups. These
findings highlight the possibility that neonatal gut microbiota programs eating behaviour,

without long lasting effect on adulthood microbiota composition.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Ethic statement

All experiments were conducted in accordance with the European Union regulations
for the care and use of animals for experimental procedures (2010/63/EU). Protocols were
approved by the local Committee on the Ethics in Animal Experiments of Pays de la Loire
(France) and the French Ministry of Research (APAFIS#6617-2016072916395797-v6).
Animal facility is registered by the French Veterinary Department as A44276.

2.2. Animals
Obtaining maternal microbiota

Virgin female Sprague-Dawley rats, 8 obese-prone (OP) (Crl:OP(CD)) and 8 obese-
resistant (OR) (Crl:OR(CD)), were obtained at 7 weeks old from Charles River Labs
(Kingston, New-York, USA) and housed individually (22 £ 2°C, 12:12-h standard light/dark
cycle) with free access to tap water and standard diet (SD) (A03, Safe Diet, Augy, France).
After 20 days of adaptation on SD, females were fed hyper energetic diet (HED) (58V8,
TestDiet, Richmond, USA) (for more details see Supplementary Data fig.S1 and S2) and
housed 2 per cage. Mating begun 4 weeks later with 2 Crl:OR(CD) male breeders (Charles
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River Labs, Kingston, New-York, USA) for OR females, and 4 standard male breeders
Sprague-Dawley (RjHan:SD) (Janviers Labs, Le Genest Saint Isle, France) for OP females
due to poor reproductive success of OP male breeders (Levin and Govek, 1998; Choi et al.,

2012). Six OP and 8 OR complete gestations and lactations were obtained after mating.

Obtaining pups for maternal microbiota transfer

Primiparous and conventional female Fischer (F344/HanZtmRj) rats (n=18) were
obtained at one-day of gestation (G1) from Janvier-labs (le Genest Saint Isle, France) and
housed individually (22 £ 2°C, 12:12-h reversed light/dark cycle) with free access to tap
water and SD. This experimental protocol was done in two replicates, for a total number
of 9 litters for each experimental group. At birth, litters were culled to 8 pups (4 males and
4 females) per mother. For each replicate, 3 litters received microbiota suspensions from
OP dams (F-OP group), 3 litters received microbiota suspensions from OR dams (F-OR
group), and 3 litters received the same volume of microbiota stock solution (F-Sham
group). Pups weight was monitored every day until the end of the transfer of microbiota
(post-natal day (PND) 15). Pups were weaned at PND21 and housed individually (22 +
2°C, 12:12-h reversed light/dark cycle) with free access to tap water and SD. Fischer rats
were then fed HED from PND100 to the end of the experiment in order to challenge their
metabolism and characterise their propensity to obesity. Weight and food intake were
regularly monitored from PND21 to PND200, and measured daily during the first week of
HED.

2.3. Collecting and handling of maternal microbiota from OP and OR dams

Females OP and OR microbiota were anesthetised with isoflurane 2.5% + dioxygen
(5L.min"t). Faeces were collected during SD, then after 7 weeks fed on HED, around 2-3
days before parturition (G3) and at PND10 and 20 of lactation. Vaginal samples were
collected around 2-3 days before parturition (G3). Milk was collected at PND1, 5, 10 and
15 of lactation (fig.1A).

Vaginal samples collection and handling

Two to three days before parturition, the ventral part of females (from tail to collar
bones) was clipped to reduce bacterial contamination from fur. After cleaning the
anogenital area with ethanol 70% and sterile compresses, vaginal fluid was collected
(aerobic condition) using a sterile swab (Puritan HydraFlock, Guilford, USA) humidified with
sterile NaCl 0.9% and put in a 2mL sealed sterile tube (Sarstedt, Nimbrecht, Germany)
containing 2mL of NaCl 0.9%.
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Vaginal smears were vigorously vortexed 15s. Five hundred microliters (about
3.5.10% ufc (unit forming colony)) were stored at -20°C in sterile sealed tube and used for
16S rDNA sequencing. Vaginal suspensions were serial diluted in sterile NaCl 0.9% before
being spread on Petri dish containing WC media using sterile spreader (Biologix, Chicago,
Illinois, USA). Plates were incubated at 37°C during 48h in anaerobic conditions (GENbox
Jar 7.0L Biomérieux, Marcy |'Etoile, France and BD GasPack EZ Anaerobe, Becton,
Dickinson & Company, Sparks, Maryland, USA) before counting. Pharmaceutic glycerol
(Laboratoire Gilbert, Hérouville-Saint-Clair, France) was added (10% v/v) to the residual
volume and stored in sterile sealed tube at -80°C until transfer to pups.

To obtain sufficient amount of identical vaginal suspensions for the three replicates,
we decided to pool vaginal suspension in pairs resulting in 3 pools of both OR and OP
suspensions. One ice, pools were aliquoted before storage at -80°C to avoid multiple
freeze-thaw cycles during microbiota transfer. The remaining volume was centrifuged

15min at 5 400g at 4°C and pellets were stored at -20°C for bacterial DNA sequencing.

Milk collection and handling

Females were injected with 0.3mL of oxytocin intra-peritoneally (Syntocinon®,
Sigma-Tau, Ivry-sur-Seine, France) (5 UI/mL) 15min before anaesthesia. The ventral part
of the animals was disinfected with ethanol 70% and sterile compresses. A sterile cotton
swab (Labelians, Nemours, France) was rubbed on the surface of the skin and rolled on a
Petri dish (ThermoScientific, Newport, UK) with Wilkins-Chalgren (WC) media (Pronadisa,
Laboratoires Conda, Madrid, Espagne) to control residual bacterial contamination on skin.
Milk was collected manually with sterile chirurgical gloves (Gammex Latex Ansell, Melaka,
Malaysia) and sterile cottoned glass Pasteur pipette until mammary glands were empty
with a maximum of 30min of anaesthesia.

Fresh raw milk was diluted twice with sterile citrate buffer 2% (w/v) (Merck
Grosseron, Nantes) in order to emulsify lipids. Serial dilutions of this solution in sterile NaCl
0.9% was done before being spread on Petri dish containing WC media using sterile
spreader. Plates were incubated at 37°C during 48h in anaerobic conditions before
counting. After bacterial growth, plates were washed twice with sterile spreader and 2 x
1mL of sterile NaCl 0.9%. After centrifugation 15min at 5400g supernatant was discarded.
Pellet was suspended in 220pL of sterile stock solution composed of NaCl 0.9% and glycerol
10%, and stored at -80°C.

Since vaginal suspensions were pooled, bacterial suspensions from cultivated milk
were also pooled (same couples of dams) at each sampling time and stored at -80°C. On
ice, bacterial suspensions were completed to 1mL with stock solution and 500uL were used
for pools before 1000-fold dilution in stock solution in order to reduce bacterial density

around 10>’ ufc/mL. Pools were aliquoted before storage at -80°C to avoid multiple freeze-
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thaw cycles during microbiota transfer. The remaining volume was centrifuged 15min at

5 400g at 4°C and pellets were stored at -20°C for bacterial DNA sequencing.

Faeces collection and handling

Concomitantly to vaginal or milk sampling, fresh faeces were collected (aerobic
condition) after anaesthesia and ano-genital disinfection and stored at -20°C in sterile
sealed tubes.

Similarly, faeces were also pooled (same couples of dams) for each sampling time.
Faeces (100mg) from each dam were pooled before being homogenized in sterile tubes
from Precellys lysing kit (Bertin, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France) without beads
at 2 300g 2*15s with a break of 10s with 3mL sterile stock solution plus L-Cystein 1%
(Sigma-Aldrich, #C7880). Faecal pools suspensions were filtered using sterile gauze
(Laboratoire Urgo, Chendve, France) and aliquoted before storage at -80°C to avoid
multiple freeze-thaw cycles during microbiota transfer. The remaining volume was
centrifuged 15min at 5 400g at 4°C and pellets were stored at -20°C for bacterial DNA

sequencing.

2.4. Inocula transfer to Fischer pups

Inocula suspensions were thawed at room temperature (RT) and gently transferred
to pups by spontaneous oral intake using a micropipette. The administered volume was
adapted to remain under 7 uL/g body-weight. Volumes and ufc numbers of each type of
maternal microbiota for each day of transfer are synthesised in Supplementary Data Table
Si.

Vaginal inocula transfer

Within 2 hours after birth (PNDO), vaginal inocula were transferred first and only
once. Using data from previous experiment in our lab (data not shown), the estimated
number of vaginal ufc transferred to pups was around 5.10% ufc from OR pools and aournd
4.103 ufc from OP pools.

Milk inocula transfer

From PND1 to PND15, pups received daily cultivated milk inocula at the same time
of day. Based on the amount of milk consumed by pups through lactation (Bautista et al.,
2008; Sevrin et al., 2017) and the concentration of ufc / milk mL obtained in previous

experiment in the lab (data not shown), we increased the volume of bacterial milk
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suspension to transfer an estimated daily amount of 103 ufc from PNDO-3, 1.10% ufc from
PND4-7, 8.10% ufc from PND8-11 and 10° ufc from PND12-15.

Fecal inocula transfer
From PND1 to PND15, pups received daily faecal inocula at the same time of day.
Based on the estimation of 10! ufc / g feces (Sender et al., 2016) the estimated number

of fecal ufc transferred to pups was around 108 ufc daily.

2.5. Tissues collection
Intestinal microbiota

After death by intracardiac injection of 0.5mL of Exagon® (Richter pharma, Wels,
Austria), ileal and caecal contents of Fischer pups were collected from 1 male and 1 female
per litter at PND11 and 9 males and 9 females per condition (F-OP, F-OR, F-Sham) at
PND21 and 200. At PND11, caecocolic contents were collected, weighted, mixed in 3 times
their volume in sterile water. At PND21, ileal contents from the most distal 15cm were
harvested by flushing, using 1 mL of Hanks' Balanced Salt Solution (Thermo Fisher
Scientific, St-Herblain, France) and caecal (PND21 and 200) contents were collected,
weighted, mixed in 3 times their volume in sterile water. After complete homogenization,
these caecocolic/caecal suspensions were centrifuged (7800g, 20min, 4°C) then both
supernatants and pellets were frozen at -20°C for short chain fatty acid (SCFA) and

microbiota analysis, respectively.

Blood collection

Under gaseous anaesthesia (isoflurane 2.5% + dioxygen (5L.min"!)), tail venous
blood was collected from overnight fasted OP and OR female rats after 2 weeks of SD (65
days old), after 4, 6 and 22 weeks of HED (110 days old) and at G3 without overnight fast.
Venous blood (submandibular and not fasted at PND21, tail and overnight fasted at other
times) was collected on conscious animals at PND21 and 160 in EDTA-containing tubes
(Sarsted, 1.3mL, K3E, Pfizer-Centravet, Plancoét, France) before centrifugation (15

minutes 1 800 xg +4°C). Plasma was stored at -80°C for further analysis.

2.6. Plasma metabolic markers
Leptin and insulin plasmatic concentrations (ng/mL) were measured with ELISA Kkits
(Millipore, Billerica, USA and Alpco, Salem, USA respectively). Total cholesterol, non-

esterified triglycerides (for Fischer pups only) and glucose concentrations (mg/dL) were
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measured using colorimetric kits and standards (Cholesterol FS, NEFA FS, Triglycerides FS,

Glucose GOD FS, DiaSys, Holzeim, Allemagne, respectively).

2.7. Microbiota analysis of intestinal contents and inocula
Fermentation end-products

Ileal and caecal supernatants were centrifuged (8000 xg, 20 min, 4°C), diluted
(1/10) with oxalic acid 0.5M and SCFA (acetate, propionate, butyrate, isobutyrate, valerate
and isovalerate) were analysed by gas chromatography as previously described (Fanga-
Berthon et al., 2010). D- and L- lactate were measured in the supernatants after heating
at 80°C for 20min with Biosentec D/L-lactic acid enzymatic kits according to the

manufacturer’s instructions (Biosentec, Toulouse, France).

DNA extraction from vaginal inocula

DNA was extracted from vaginal suspensions using QIAmp Fast DNA Mini kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Protocol was adapted from Neuendorf et al. (2015).

Pellets were suspended in 500uL cold sterile PBS (ThermoFisher Scientific, St-
Herblain, France). Enzymatic lysis was performed using a mix of 5uL of lysozyme
(10mg/mL) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 3.2uL of lysostaphin
(20U/mL in Tris-HCI-NaCl solution) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 13uL
of mutanolysin (10000U/mL in potassium phosphate buffer 0.1M solution) (Sigma-Aldrich,
Schnelldorf, Germany). After 30min incubation at 37°C with homogenization every 15min,
10puL of proteinase K (20mg/mL) from QIAmp kit, 50uL of SDS 10% and 2uL of DNAse and
protease free RNAse A (10mg/mL) (Fisher Scientific, Illkirch, France) were added. After
45min incubation at 55°C, supernatants were collected in a new sterile tube containing
100mg Zirconium powder beads (0.1mm) (BioSpec products, VWR International,
Fontenay-sous-Bois, France) and mechanical lysis was performed using a Precellys®
“Evolution” bead-beater (Bertin, Montigny-le-Bretonneux France) during 40s at 5 100g.
Supernatants were transferred into a new sterile tube containing 500pL of absolute ethanol
and well homogenized, before loading QIAmp kit columns. According to kit protocol,
washes were done and DNA was eluted with 50uL of AE buffer (1min at 13000g) after 5min
incubation at RT. DNA concentration was quantified with NanoVue (GE Healthcare, Illinois,
USA) (between 0.6 and 1.5ng/uL) before storage at -20°C.

DNA extraction from milk inocula

DNA was extracted from pellets from faecal suspensions using QIAmp Fast DNA Mini

kit (Qiagen, Hilden, Germany) with extra lysis steps adapted from Neuendorf et al. (2015).
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Enzymatic and chemical lysis was firstly performed by adding a mix of 300uL of a
lysozyme (20mg/mL), Triton 100 (1.2%), Tris-HCI (20mM, pH8), EDTA (2mM, pH 8), 9.2uL
of lysostaphin (1500U/mL solution), 17.3uL of mutanolysin (10000U/mL solution). After
30min incubation at 37°C with homogenization every 15min, mechanical lysis was
performed using 5 Zirconium sterile beads (2mm) (Fischer Scientific, Illkrich, France) and
a Precellys® “Evolution” bead-beater during 3x20s at 5 600g with 20s breaks.

Thermic lysis was then performed at 95°C for 5min. After lysis solution reached RT,
5uL of DNA and protease-free RNAse A (10mg/mL) were added and solution was incubated
15min at RT. Twenty-five microliters of proteinase K and 300uL of AL buffer coming from
QIAmp Kit were added and well homogenized before 30min incubation at 56°C. After
centrifugation (2min at 13000g), supernatants were collected in new sterile tubes
containing 600uL of absolute ethanol and loaded on kit columns. DNA was eluted with
100puL of QIAmp kit AE buffer.

DNA extraction from faecal inocula

DNA was extracted from pellets from fecal suspensions using QIAmp Fast DNA Stool
Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) with extra lysis steps.

Enzymatic and chemical lysis was firstly performed by adding a mix of 180uL of a
lysozyme (20 mg/mL), Triton 100 (1.2%), Tris-HCI (20mM, pH8), EDTA (2mM, pH 8), 1mL
Inhibitex coming from QIAmp kit and 100mg of Zirconium powder (0.1mm) to the pellets.
After 30min incubation at 37°C with homogenization every 15min, mechanical lysis was
performed using a Precellys® “Evolution” bead-beater during 20s at 5 600g. Thermic lysis
was then performed at 95°C for 5min. After centrifugation (1min at 13000g), supernatants
were collected in new sterile tubes centrifuged again 6min at 13000g. Height hundred
microliters of supernatant were collected in new sterile tubes containing 10uL of DNA and
protease-free RNAse A (10mg/mL), incubated 15min at RT. Sixty microliters of proteinase
K and 800uL of AL buffer were added and well homogenized before 10 min incubation at
70°C. Height hundred microliters of absolute ethanol were added before loading on
columns. DNA was eluted with 50uL of ATE buffer.

DNA extraction of intestinal contents

DNA was extracted from pellets of caeco-colonic contents (max 250 mg), using the
QIAamp Fast DNA Stool Mini kit. Chemical, enzymatic, mechanical and thermic disruptions
were performed as described for DNA extraction of faecal inocula, except that bead-beating
was carried out at 5 600g for 3x20s intervals with 20s breaks and 2 elution steps (100 and
50puL).

16S rDNA sequencing of inocula

187



Chapitre 5 : Transfert de bactéries maternelles

The V4 hyper-variable region of the 16S rDNA gene was amplified from the DNA
extracts by PCR using composite primers (5'-
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’ and 5'-
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3") which were based
on the primers adapted from Caporaso et al. (2011) (i.e. 515F and 806R).

PCR mixture was composed of 65uL of DNA diluted at 1ng/pL and 35uL of mix. Mix
was composed of 18uL of nuclease-free water, 10uL of 10X buffer, 2uL of each primer at
20uM, 2uL of ANTP at 10mM, and 1L of MolTaq (MolZym, Plaisir, France) at 5U/uL. DNA
template was amplified according to the following thermal conditions: 1min at 94°C, 28
cycles composed by 30s at 94°C, 1min at 56°C, 1min at 72°C, and a final extension step
at 72 °C for 10min.

Paired-end sequencing was performed on a MiSeq System (Illumina, San Diego, CA,
USA) with v2 reagents, producing 250 bp reads per end, according to manufacturer’s

instructions at the GeT-PlaGe platform (INRA-Toulouse, France).

16S bio-informatic and statistic process

All samples coming from faecal source (OP/OR faeces and inocula, Fischer faeces)
were processed together and separately from other samples. All samples coming from
vaginal source (OP/OR vaginal suspension and inocula) were also processed together and
separately, as well as samples coming from milk source.

The 16S rDNA raw sequences were demultiplexed by Illumina run software at GeT-
PlaGe platform. Reads were then analysed with the FROGS v3 pipeline (Escudié et al.,
2018) in Galaxy environment. Reads were merged using VSearch (Rognes et al., 2016)
with 10% mismatches authorized in overlapped region of 50pb minimum (amplicon size of
100pb (min) to 450pb (max)). Primers sequences were removed using Cutadapt (Martin,
2011) with 10% mismatches authorized. Merged reads were clustered using Swarm (Mahé
et al., 2014) according to Escudié et al. (2018) recommendations, with a first step with an
aggregation parameter equal to 1, followed by a second step on previous clusters seeds
with an aggregation parameter equal to 3. Chimera detection and removal was performed
using VSearch. Clusters were then filtered on abundance with a minimum 0.005% of all
sequences and affiliated using blastn+ (Camacho et al., 2009) against 16S Silva v.132
database (Quast et al., 2013) with a pintail of 80. OTUs were filtered according to a
minimum of 98% identity and 100% coverage.

Alpha-diversity analysis, rarefaction and beta-diversity analysis were done using
FROGS v3 pipeline and R (v.3.6.1) (R Core Team, 2019) under RStudio environment
(v.1.2.1335) (RStudio Team, 2016). Alpha-diversity indexes (Observed and Shannon)
were done on raw abundances using phyloseq package (McMurdie and Holmes, 2013).

Counts were rarefied using FROGS rarefaction tool on the lowest nhumber of sequences
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among compared samples. Beta-diversity analysis were then done with R. Using Bray-
Curtis distance matrix, samples structure was visualised with ordination plot using MDS
method. Permanovas were done in FROGS pipeline with 9999 permutations. Differential
abundance analysis was performed with R and the DESeq2 package (v.1.24.0) (Love et
al., 2014). Raw counts were normalized using a rlog transformation in base 2 with a
pseudo-count of 1. The corresponding graphical visualization was obtained with the R
package ggplot2 (v.3.2.0) (Wickham, 2016).

2.8. Eating behaviour assessment
Behavioural tests performed on Fischer pups are summarized in the figure 2, and
detailed below.

Early milk intake

At PND15, suckled pups were weighted and separated from their mother during 2h
for gastric emptying. Just before return to their mother, we stimulated urine excretion by
rubbing urogenital area and pups were weighted to obtain hourly metabolic waste weight.
After 1 hour with their mother, pups were weighted again and the hourly difference of body
weight was added to hourly metabolic waste weight to obtain the total relative body gain

weight relative to the milk intake (adapted from Sevrin et al., 2017).

Liquid taste preference (two bottles choice test)

Preference for sweet and fat tastes was measured at PND70 using the two-bottles
choice test experiment adapted from Paradis et al., (2017). After a 2 days adaptation to
the presence of 2 bottles in their own cage, rats were free to choose between a bottle of
tap water (control for saccharin) or a bottle containing tap water with saccharin (0.01%
w/v) for sweet taste, or tap water with xanthan gum 0.3% (control for corn oil) or a bottle
with corn oil (0.1% w/v) and xanthan gum 0.3% for fat taste. Taste solutions did not
provide any calories or not enough to drive caloric satiety response (Paradis et al., 2017a).
For 3 days of each test, bottles were daily inverted to prevent position preference bias.
Drink intake was measured daily. The sweet and fat preference scores were calculated as
the ratio between the volume of saccharin or fat solution consumed and the total drink
intake in 24h and then multiplied by 100. A preference is defined as a percentage above
50%.

Food motivation
From PND110 to 125, food motivation was assessed with the a Straight alley test
as described by Wong et al., (2009) and Pecifia et al. (2003), under red light with a 2
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meters long black plastic apparatus composed of a Starting Box (SB) (20x10x30cm), a
central alley (160x10x30cm) and a Goal Box (GB) containing food reward (20x10x30cm).
Transparent movable Plexiglas doors separated the SB and the GB from the alley letting
the GB being moved anywhere along the apparatus.

In order choose the most palatable food reward, animals were first tested in an
Open Field area with several palatable food (milk chocolate (Milka), chocolate cereals
(Chocapic®, Nestlé), ham (Fleury Michon), almond paste (Maitre Prunille), potato crisp
(Original Pringles®), cheese (Leerdammer®, Bel). The number of nose contacts with each
food was counted. Males had a preference cheese and females for almond paste (data not
shown).

Before the beginning of the test, a bit of cheese or almond paste were given for 2
days to males and females Fischer respectively in their own cage to extinguish food
neophobia. Animals were then trained to the Straight alley apparatus to extinguish
environmental neophobia. During the training period, animals were fasted overnight (16-
17h) and trained in the afternoon. At day 1, rats were placed one by one in the SB and
after 30s adaptation, Plexiglas door was removed and animals were free to go in the GB
containing a Petri dish with reward (5 g) and located 20cm from the Plexiglas door,
containing a Petri dish with reward (5 g). After 2min, the rats were put back to their cage
and the apparatus was cleaned. Rats were refed within 2 hours after trial. During the next
days, the protocol was the same except that the distance between SB door and GB was
increased to 60, 100, 140, 160 and 160cm (maximum distance). Before the test (Day 10),
animals were not fasted overnight in order to measure motivation rather than hunger.

All trials were video-recorded and position, running, pausing, rearing, and turn-
around behaviours of rats as well as latencies to leave he SB, reach GB and eat food reward
were measured by « blind » trained experimenter using BORIS software (v.7.7.3) (Friard
and Gamba, 2016) (ethogram in Supplementary Data Table S3). An ingestion score was
calculated from the latency to ingest the food reward with 1 point removed each 30s
(ingestion between 0 and 30s = 3 pts; between 31 and 60s = 2 pts; 61 and 90s = 1 pts;
91 and 120s = 0 pt).

In order to not distract males with females olfactory clues, males performed first
and alternatively with females, so that each rat performed a trial every 2 days. The animal
order was random to avoid circadian activity bias. Since Straight alley test is based on
locomotor activity, a 5 min recorded Open Field test was done the day after the Trial 10 to

check locomotor activity or anxiety.

24 hours eating pattern
Between PND137 and PND155, eating behaviour was analysed in physiological

cages (Phecomb cages, Bioseb, Vitrol, France) as previously described (Coupé et al.,
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2011). Briefly, rats were allowed to adapt individually to physiological cage during 24h
before data recording from second day, 3h after light switched off (10:00 a.m.) at each
second during 24h. Housing rats in inverted dark/light cycle implies that the dark activity
phase were split up on both sides of the light phase, so both dark data records were
compiled to obtain 12h dark phase data.

Meal was defined as 0.1 g food intake during minimum 10s with an inter-meal period
of minimum 10 min. Meal parameters were extracted from Compulse software (v1.1.01)
(PheCOMP, Panlab, Spain) included number of meals, meal size and duration and inter-
meal interval. A percentage of reliability of the quality data was calculated by the software

and only behavioural items with a percentage >80% have been used.

Behavioural Satiety Sequence

At PND130, Behavioural Satiety Sequence (BSS) was recorded during 1h30 starting
from refeeding after an overnight fast. Animals were refed with 90g HED and filmed under
red light in their home cage. Total food intake was measured. The number and duration of
Eat, Drink, Grooming, Explore, Sleep and Inactive behaviours (ethogram in Supplementary
Data Table S4) were added up per 5 minutes by a « blind » trained experimenter using
BORIS software (v.4.0). The satiety point, described by Blundell (Blundell and McArthur,
1981; Blundell et al., 1985), was measured at the intersection of Eat and Sleep curves.

One female F-Sham and 1 male F-OP were removed for abnormal behaviour (lethargy).

2.9. Statistical analysis
Behavioural z-scoring

In order to reduce the intrinsic variability of single behavioural tests , an integrated
behavioural z-score was calculated according to group and gender from several convergent
behavioural items (see Supplementary Data Table S3) as described by (Guilloux et al.,
2011). Concerning the liquid taste preference test, intake rather than preference

percentage was chosen since it was more relevant for this rat strain.

General statistics

All statistical analysis (except 16S sequencing) were performed with GraphPad
PRISM® software (v.6.01). Weight, daily food intake and concentration of plasma markers
were analysed using multiple T-tests pairwised comparisons. Weight gain, microbiota
activity, milk intake at PND15, 3-days liquid consumption during the Two Bottles test, all
BSS items and some Straight Alley test items were compared using one-way ANOVA and

post-hoc Tukey’s pairwise comparisons. For caloric intake during the first 10 days on HED,
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Two Bottle test and z-score, one-sample T-tests were used to compare samples values to

a reference value.

3. RESULTS
3.1. OP and OR females featured differences in phenotype, food intake and

intestinal microbiota

Phenotype and food intake difference between OP and OR females

Bodyweights of OP females were significantly greater than OR ones during both
diets, despite a lower food intake (fig.2A and B). Under HED, OP females gained
significantly more weight (fig.2C) and, during the first week of HED, ingested significant
greater calories compared to OR ones (fig.2B). Under SD, OP females featured greater
leptin and triglycerides concentrations, but lower cholesterol and glucose concentration in
plasma as compared to OR. Under HED, leptin, insulin, glucose and triglycerides plasma
concentrations increased in OP to become significantly higher than in OR. Total cholesterol
concentration remained higher in OR females than in OP ones until 6 weeks under HED
(Table 1). During gestation and lactation, body weight remained significantly higher in OP
than in OR dams, with a higher food intake for OR ones compared to OP (see
Supplementary Data fig.S3). No difference was observed in the food intake during lactation
between groups (see Supplementary Data fig.S3). Body weight gain was not measured
since results may vary according to the pups number and weight. Plasma leptin
concentration was significantly higher in OP dams than in OR ones (Supplementary Data
Table S5).

Faecal microbiota composition differs between OP and OR females under HED.

Samples ranged from 23 406 to 90 941 reads, with a total of 451 OTUs. For MDS
and DESeq2 analysis, counts were rarefied to 23 406 reads per sample. Only 4 (under SD)
and 5 (under HED) samples from OR dams, and 5 (under SD) and 7 (under HED) samples
from OP dams passed all the quality filters.

On SD, despite 33 OTUs (7 taxonomic families) which abundances were significantly
different between OP and OR dams, alpha- or beta-diversities of faecal bacterial
communities were not significantly different in (fig.3A, B, D). A significant higher number
of sequences (p<0.01) was obtain from samples coming from OR dams than from OP ones
on SD. When this bias was taken into account, no difference in richness between OP and
OR dams on SD were observed.

After 7 weeks on HED, no change in richness among OP and OR faecal microbiota
was observed, but the abundance of 57 OTUs (9 taxonomic families) was significantly

different (fig.3A, C, E). This result was linked to different bacterial communities structures
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(PermANOVA, p=0.001) (fig.3E). Lachnospiraceae and Ruminococaceae were families
which genus were the more expressed both in OP and OR dams under SD and HED (fig.3C).
HED increased significantly the abundance of Enterobacteriaceae and Erysipelotrichaceae
in OP dams (see Supplementary Data S7 for relative abundances of most dominant phyla).

During gestation and lactation, faecal bacterial communities were still different
between groups and according to sampling time (G3, lactation days 10 and 20 (L10, L20)),
particularly regarding Proteobacteria and Verrucomicrobia phyla (see Supplementary Data
S6).

Vaginal microbiota composition did not differ between OP and OR females under HED.
Samples ranged from 27 878 to 41 216 reads, with a total of 126 OTUs. For MDS

and DESeq2 analysis, counts were rarefied to 27 878 reads per sample and no OTUs were

lost. No significant difference in the vaginal microbiota composition or structure between

OP and OR dams was observed (see Supplementary Data S4).

3.2. Bacterial composition of transferred fecal inocula is different between OP
and OR dams

Bacterial suspensions coming from faecal, vaginal and associated to milk microbiota
were transferred from OP and OR dams to Fischer pups. Since manipulations and storage
were needed before transfers, we aimed to characterise the composition of the bacterial
suspensions (inocula) given to pups. By culture, the minimum number of cultivable bacteria
given per pup per day were 102“ ufc in faecal inocula and between 104 in milk associated

inocula (see Supplementary Data S9).

Fecal inocula

No OTUs were lost after rarefaction at 23 406 reads per samples. When OP and OR
inocula were compared depending on genetic only (OP versus OR), no significant difference
in alpha-diversity indexes was found despite a difference in microbiota composition and
structure (PermANOVA, p<0.001, fig.4A). When inocula were analysed depending on
genetic and time of sampling (G3, PND1, PND5, PND10, PND15), significant differences
were found for richness and Shannon indexes between OP and OR across time, due to a
significant drop in alpha-diversity indexes of OP inocula sampled at PND1 (fig.4B). These
indexes decreases were not found in OR inocula. The drop in Shannon index revealed that
at PND1, the bacterial communities of OP faecal inocula were mainly composed by only a
small number of highly dominants OTUs, correlated to a decrease in the number of OTUs
among samples. Significant differences in bacterial communities structures were observed

across sampling time among OP inocula (PermANOVA, p<0.001), particularly for PND1
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inocula (fig.4C), and a trend was observed among OR ones (fig.4D). Despite a decrease in
alpha-diversity indexes between OP and OR faecal inocula sampled at PND1, 21 OTUs were
significantly more abundant in OP inocula than in OR one, and 8 OTUs were more abundant
in OR ones (fig.4E). At PND1, bacteria most different between OP and OR faecal inocula
were Ruminococcaceae family (more in OP), and Allobaculum genus (more in OR) (see

Supplementary Data Table S6 for Ruminococcaceae genera details).

Vaginal inocula
There was no significant difference between bacterial communities of vaginal inocula

from OP and OR collected 2-3 days before parturition (G3) (see Supplementary Data S5).

Cultivated milk inocula

Samples ranged from 29 080 to 60 129 reads, with a total of 52 OTUs. For MDS
and DESeq2 analysis, counts were rarefied to 29 080 reads per sample and no OTUs were
lost. Alpha-diversity indexes were not significantly different between OP and OR dams
(fig.5A). Depending on genetic factor only, significant differences in bacterial communities
structures between OP and OR inocula were observed (PermANOVA, p<0.001) (fig.5B).
Depending on genetic and sampling times, significantly more Proteobacteria and less
Firmicutes were observed in OR inocula sampled at PND5 and PND15 (fig. 5C). These phyla
were the most dominants (see Supplementary Data S8 for most dominant families in
Firmicutes and Proteobacteria phyla). Among OP inocula, relative abundance of
Proteobacteria significantly decreased at PND5 and PND15 compared to PND1, and
Firmicutes significantly increased at PND15 compared to PND1 (fig. 5C). No difference

among OR samples were observed across time.

3.3. Maternal bacteria transfer induced different gut microbiota communities in
Fischer offspring

Caecocolic contents of Fischer pups (F-OP, F-OR, F-SH) were processed together
and separately from others samples. Samples ranged from 20 426 to 84 892 reads, with
a total of 458 OTUs. For MDS and DESeq2 analysis, counts were rarefied to 20 426 reads
per sample and only one OTUs was lost. At PND11, bacterial communities from F-OP, F-
OR and F-Sham pups were not significantly different in terms of alpha- and beta-diversities
(data not shown). At PND21, 5 days after the last transfer of bacteria, gut microbiota from
female and male F-OP pups featured significant increase in richness compared to F-Sham
in both genders (fig.6A). Similarly, diversity of gut microbiota from female F-OR pups were

significantly higher than those from females F-Sham pups. The bacterial communities of
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the gut microbiota of the female pups and the male pups featured significant differences
among the three groups (PermANOVA, p=0.005 and p=0.029, fig.6B).

Differences in short-chain fatty acids (SCFAs) production were observed. Intestinal
microbiota of F-OP pups (males and females) significantly produced more branched SCFAs
(valerate, iso-valerate) than other pups (Table 2). No difference between males and
females were observed, as well as for major SCFAs concentrations (acetate, propionate

and butyrate).

3.4. Postnatal differences in gut microbiota did not long last

After weaning, the number of rats per group was 9 females F-Sham and F-OP, 7
females F-OR, 9 males F-Sham and F-OP and 11 males F-OR. No difference in gut
microbiota composition, structure and fermentative activity was statistically significant
between groups in both genders (data not shown). However, significantly more total SCFAs
(mainly acetate and butyrate) seemed to be produced by male F-OP rats microbiota
compare to F-OP females (see Supplementary Data Table S7). When the total SCFAs
production was set to 100%, difference between F-OP males and females were observed
for acetate, propionate and valerate, and there was still more acetate produced by male

microbiota.

3.5. Maternal microbiota transfer influenced eating behaviour
Pups growth before weaning

Pups bodyweight was monitored from birth until weaning. Growth was not altered
by the transfer of microbiota to the immature digestive tract of pups (fig.8A and C). From
the second week to the end of lactation, body weight of F-OR pups was significantly greater
than F-OP ones, without any difference in relative body weight gain (fig.7C and D). During
the third week, females F-OP begun to weight significantly more than F-Sham (PND12-19)
(fig.7A), and males F-OR begun to weight more than F-Sham (PND14-20) (fig.7C). These
differences are correlated with a tendency to gain more weight during whole lactation for

females F-OP and males F-OR compared to F-Sham groups (fig.7B and D respectively).

Early milk intake
Despite similar relative body gain weight, hourly milk intake (as estimated by
relative weight gain after suckling) at PND15 was lower for both male and female F-OR

pups compared as F-OP ones (fig.8A and B).
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Pups growth after weaning

From PND29 to 78 on SD, caloric intake was significantly higher for females F-OP
compared to both other groups, but without any greater weight gain (fig.8C-E). During the
same period, no difference between male groups was observed (data not shown).

Rats were fed HED from PND100 to the end of the experiment (PND200).
Concerning females, no difference was revealed in weight gain or caloric intake between
groups during the first 10 days of HED diet (fig.8F and G). Females F-OP regulated their
caloric intake in 3 days, as compared to F-Sham and F-OR which regulated food intake in
7 days (fig.8F). Concerning males, males F-OR gained significantly less weight than F-OP
ones despite similar caloric ingestion than in other groups during the first 10 days of HED
diet (fig.8I). Males F-Sham and F-OR regulated their caloric intake in 7 days, when F-OP
males needed 8 days (fig.8H).

During the behavioural tests, from PND110 to PND155, no significant difference in
body weight, body weight gain or food intake was measured between groups among

females and males Fischer.

Liquid taste preference (two bottles choice test)

From PND75 to 85, taste preference was measured using the Two Bottles choice
test. All animals significantly preferred sweet and fat tastes solutions, determined as
preference percentages above 50%, with no difference between groups (fig.9A). However,
the total amount of sweet and fat taste liquids for 3 days was significantly decreased in
females and males F-OR respectively (fig.9B).

Significant gender-dependant differences were observed (data not shown). Male F-
OR rats had a significant higher preference for sweet taste than female F-OR ones the
second and third days of test, despite no difference in total sweet liquid intake through the
3 days test. The total sweet and fat taste liquid intakes were significantly higher in females

F-Sham and F-OP than in males F-Sham and F-OP, respectively.

Food motivation

From PND110 to 125, food motivation was assessed by the Straight alley test.
During the first path to the Goal Box (GB) containing the food reward, both F-OP and F-
OR females and males tended to be more focused than F-Sham groups with less stops and
rearing (fig.10A and B). Both males and females F-OP showed an ingestion score
significantly differing from zero, and even different from F-Sham concerning females
(fig.10C and D). These greater performances (fig.10E and F) were not dependant of the
global activity (locomotion or stops) during the first path to the palatable reward (GB)
(fig.10G and H).
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No significant difference in global pattern of locomotion or anxiety-like behaviour
were measured one day after the food motivation test during the Open Field test (data not

shown).

24 hours eating pattern

From PND137 to 155, meal pattern was characterized in detail for 24 hours period.
During the 24h test, no difference in the food intake was noticed. During the 12h diurnal
phase, eating behaviour of Fisher rats was almost inexistent (data not shown). During the
12h nocturnal phase, females F-OR ate significantly less often than F-Sham (fig.11C), but
with trend to higher ingestion speed per meal (fig.11E), leading to the same food intake
per meal than other females (fig.11G). The amount of calories ingested per meal tended
to be higher for males F-OP than F-Sham ones (fig.11H). The first meal of nocturnal phase
tended to appear more rapidly for males F-OR compared to F-OP ones (fig.11B). This first
nocturnal meal was significantly bigger for males F-OP than F-Sham rats (fig.11A). No

difference was revealed concerning the females first nocturnal meal (fig.11A and B).

Behavioural Satiety Sequence (BSS)

Behavioural satiety sequence was determined at PND130, as described by Blundell
et al. (1985), i.e. as an alternation between Eat and Sleep behaviours. Females F-Sham
decreased Eat behaviour and increased Sleep behaviour after 30min post-refeeding
(fig.12A). This switch between Eat and Sleep behaviours occurred after 55min for F-OP
females (fig.12B), and after 40min for F-OR ones (fig.12C). The longer Eat phase featured
by females F-OR as compared to F-Sham leaded to significant increases in “Activity/Sleep”
and “Eat/Sleep” ratios (fig.12G and H).

Males F-Sham decreased Eat behaviour and increased Sleep behaviour after 25min
post-refeeding (fig.12B). This switch between Eat and Sleep behaviours occurred after
45min for F-OP females (fig.12E), and after 35min for F-OR ones (fig.12F). No significant
difference was observed in “Activity/Sleep” and “Eat/Sleep” ratios between males groups
(data not shown).

For both males and females, there was no difference in the amount of food intake

during the 90min test (data not shown).

Integrated behavioural z-score

In females, F-OP z-score was significantly higher than zero, and tended to be higher
than F-Sham (fig.13). In males, F-OP and F-OR had z-score significantly different which
were on both sides of males Sham z-score. No significant difference between males and

females was observed.
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3.6. Maternal microbiota transfer did not influence metabolic parkers

At PND21, no difference in plasmatic leptin, insulin, total cholesterol, triglycerides,
and glucose concentrations were measured between groups in both genders (data not
shown). No difference between genders was measured.

At PND160, after 2 months feeding HED, female F-OR had significant higher leptin
concentration than F-Sham ones, and male F-OR had significant lower total cholesterol
concentration than F-Sham ones. Males had significant higher plasmatic concentrations of

leptin, insulin and glucose than females independently of groups.

4. DISCUSSION

The aim of this work was to demonstrate the contribution of maternal intestinal,
vaginal and milk microbiota obtained from genetically and metabolically challenged OP
dams (in comparison to OR dams) in the transmission of risk for subsequent alteration of
eating behaviour in adult offspring born from not genetically nor metabolically challenged
dams (inbred Fisher F344 dams) that were colonized at birth and through lactation. We
chose to perform a vertical transfer of microbiota of rats genetically predisposed to obesity
or not, both fed with a HED, into newborn rats in the first day of life until D15 of lactation,
to first minimize confounding factors as metabolic and inflammatory status of the obese
rat and low grade inflammation induce by HED during gestation and lactation, to eliminate
genetic determinism of obesity and to verify the sole impact of the transfer of an “obese”
microbiota from dams to pups at birth. OP and OR dams were the donors of microbiota
and inbred F344 pups were the receivers of the altered microbiota. Although it has long
been known that the risk of alterations in energy metabolism is transmitted from mother
to infant, the specific mechanism involved is unclear. Transmission of the risk for metabolic
disorders in adulthood from obese mothers to their infants through microbiota has been
hypothesized (Paliy et al., 2014). However, our current hypothesis that microbiota from

OP or OR dams would have an impact on eating behaviour, was never investigated.

4.1. Phenotypic metabolic characteristics of OP/OR rat model are confirmed in
OP and OR dams

Our first goal was to check whether the genetically selected model used in that
study was suitable for our demonstration. Most of the phenotypic characterization of that
rat model has been previously done on male rats. Very few studies involved female OP and
OR rats. Indeed only one study characterised phenotype on female OP and OR rats before

and during gestation/lactation (Levin and Govek, 1998). We confirmed most of the
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previous data on body weight and metabolic parameters differences observed between OP
and OR female rats when fed SD, HED, or during gestation periods. A significant higher
body weight, higher leptinemia and higher insulinemia have been observed for OP dams
under HED in comparison to OR dams under HED. The only differences to note is the
absence of hyperinsulinemia for OP dams at the end of lactation (G19) in our study,
contrary to Levin’s study that measured it after 2 weeks of gestation. In Levin and Govek’s
study diet contained higher amount of sucrose (50% of carbohydrates) and lower amount
of fat (20% of energy available) compared to our diet (sucrose was 20% of carbohydrates,
and fat represented 46% of energy available) that may also explain discrepancies between
the two studies.

There is very little information on food intake or caloric intake of OP and OR rats.
When fed SD, most studies showed that male OP rats eat more than OR rats (Levin et al.,
1997b; Levin and Govek, 1998; Ricci and Levin, 2003; Obanda et al., 2018) but some
described no difference between groups (Levin et al., 1997b; Madsen et al., 2010). When
fed HED, OP rats ate significantly more food than OR rats (Levin et al., 1997b; Levin, 1999;
Ricci and Levin, 2003; Obanda et al., 2018). However, one work showed a higher food
intake in OR compared to OP male rats (Levin et al., 1986), in line with our results. Indeed,
our OR females consumed higher quantity of food, despite a lower weight gain on SD or
HED. In our model, food intake was not associated to higher weight gain since OP rats
consumed less SD or HED but gained higher weight. OR females may have a higher basal
metabolism with more elevated energy expense or lower food efficiency based on their gut
microbiota composition. However, it is very interesting to note that OP female rats had a

significantly higher appetite for HED the first days we switched the animal from SD to HED.

4.2. First characterization of OP and OR dams microbiota

To our knowledge, our study is the first to investigate faecal microbiota composition
of females OP and OR rats fed SD, HED, during gestation and through lactation. The 16S
rDNA sequencing showed that under HED and despite no change in richness between OP
and OR faecal microbiota, the abundances of 57 OTUs (9 taxonomic families) were
significantly different between OP and OR dams. Lachnospiraceae and Ruminococaceae are
families which genera are the more expressed both in OP and OR dams fed SD or HED,
despite greater ranges in differencial abundance when fed HED. In addition, HED
significantly increased the abundance of Enterobacteriaceae and Erysipelotrichaceae in OP
dams. This result can be compared to the only one study that characterised faecal
microbiota of OP and OR male rats (Obanda et al., 2018). No statistical analysis was
performed in Obanda’s paper, that prevented them to conclude on differences in microbiota

composition between OP and OR rats fed SD or HFD. However in Obanda’s study, the

199



Chapitre 5 : Transfert de bactéries maternelles

relative abundance of most dominant phyla (Firmicutes and Bacteroidetes) seemed similar
between OP and OR rats fed SD. On the contrary, when these animals were fed HFD,
Bacteroidetes relative abundance seemed to increase in OR rats compared to OP. In our
study, no significant difference were found between OP and OR intestinal microbiota under
HED at the phylum level. However, this level is not the more relevant in order to show
difference in microbiota composition.

The difficulties to obtain samples of good quality enough to study vaginal and milk
microbiota prevent us to give strong conclusion. Nevertheless, HED consumption seemed
to increase the relative abundance of Firmicutes and decrease that of Proteobacteria in
cultivated milk inocula. Concerning rat vaginal microbiota, the most dominant phyla at any
sampling time (SD, HED, end of gestation) were Firmicutes, Proteobacteria and
Verrucomicrobia, which is consistent with one very recent and unique work by Levy et al.
that found a dominance in Firmicutes, Proteobacteria and Actinobacteria under SD and
without pregnancy. However in our analysis, almost all the Firmicutes were affiliated to the
Lactobacillus genus contrary to Levy’s data which reporting affiliations to Streptococcus,
Enterococcus or Aerococcus, but in line with the “vagitype” mCST IV described in mice
(Vrbanac et al., 2018b). However, the very low number of sequences obtained from the
vaginal smears in our study limits the reliability of the analysis since a low amount of DNA
is more subject to environmental DNA contamination.

In addition, we did not succeed in the characterization of milk bacteria. This is explained
by the very limited available amounts of milk which implies not sufficient amount of
bacteria per mL to rule out environmental DNA contamination. Although still controversial,
the intestinal origin of some, if not all, of the bacteria present in the milk and the vagina
seems to be accepted (Jiménez et al., 2008b; Fernandez et al., 2013b). On this basis, it is
therefore possible to consider that differences in the composition of gut microbiota between

OP and OR rats also apply to milk and vaginal microbiota.

4.3. Bacteria transferred to Fischer pups are different according to OP or OR
origin
Bacterial suspensions (inocula) were prepared from faecal, vaginal and milk
associated microbiota from OP and OR dams. In order to mimic natural mother-to-pups
bacterial transfers through birth and lactation stages, we collected and transferred faecal
and milk maternal microbiota every 5 days. As these suspensions were manipulated and
stored, we focused on characterizing the bacteria actually transferred to the pups.
Composition of faecal inocula transferred to pups was significantly different
among OP and OR origins, particularly according to time. OP faecal inocula contained

significantly more Ruminococcaceae bacteria than OR, and OR ones contained significantly
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more Allobaculum as measured in inocula sampled at PND1. Elevated abundance of
Ruminococcaceae in intestinal microbiota has been linked to childhood obesity in humans
(Riva et al., 2017) and an increased abundance of these bacteria was found in mice fed
high-fat diet and becoming obese and diabetic (Kim et al., 2012), as well as in leptin-
resistant obese and diabetic mice (db/db) (Geurts et al., 2011). Nevertheless, not all
Ruminococcaceae bacteria are deleterious, as the best example of a beneficial effect is the
well-known probiotic Faecalibacterium prausnitzii, but this genus was not differencially
abundant between OP and OR microbiota. Thus, the higher abundance of Ruminococcace
in our females OP microbiota seems more detrimental. Concerning Allobaculum genus,
which was more present in OR faecal inocula than OP ones, it has been linked to the
presence of a better mucus layer in mice (Jakobsson et al., 2015) and was associated with
the use of oligofructose in the diet of mice fed HFD (Everard et al., 2014). Allobaculum has
a high capacity to use simple sugar at the expense of the host metabolism (Herrmann et
al., 2017), which could partly explain the phenotype of our OR females (greater food intake
with lower body weight). It is important to note that bacterial positive or negative effects
on host greatly depend on the bacterial strain among the same genus and species (Morelli,
2017; Rhayat et al., 2019). However, 16S rDNA V4 sequencing cannot provide sufficient
resolution to affiliate sequences at species and strain levels. In this case, whole 16S rDNA
sequencing or metagenomics could be recommended.

Concerning inocula of cultivated milk microbiota, the bacterial community structures
significantly differed depending on OP or OR origin, particularly concerning milk cultures
sampled at PND5 and PND15. Most of the sequences obtained from cultivated milk were
associated to Firmicutes and Proteobacteria phyla. This result confirm the first study
conducted on rat milk microbiota that showed a dominance in Firmicutes (40%),
Proteobacteria (39%) and Actinobacteria (19%) and no Bacteroidetes at PND15 (Warren
et al., 2019b). However, relative abundances of bacterial families among these two phyla
were different in our study. We also characterised a significant change in cultivated milk
composition across lactation stage, with a significant decrease in Proteobacteria, and
increase in Firmicutes. This confirms previous studies in human milk in which composition
depends on the stage of lactation that reaffirms our strategy to transfer milk microbiota
sampled at different period of the lactation (Perez et al., 2007b; Cabrera-Rubio et al.,
2012b; Fernandez et al., 2013b; Boix-Amords et al., 2016b).

4.4. Inocula transfers lead to different composition of neonatal intestinal

microbiota associated to early impact on food intake.

There was no impact of the transfer of adult microbiota on viability of pups, and

their trajectory of growth from birth to weaning was similar in all groups, thus eliminating
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any deleterious effect related to the transfer itself. Females F-OP tended to gain more
weight than F-SHAM during lactation. Contrary to PND11, significant differences in the
composition of intestinal microbiota were observed between microbiota-receivers groups
(F-OP and F-OR) and F-SHAM group at weaning. Furthermore, protein catabolism activity
of microbiota was clearly higher in males and females F-OP compared to F-Sham, as they
produced significantly more branched SCFAs. These result could suggest that transfer of
bacteria at birth and just after, brought allochtonous bacteria which not settled but may
have initiated the intestinal chemico-physical environment, such as oxygen level and pH
(Butel et al., 2017a; Milani et al., 2017) in different ways depending on the groups. The
role of these branched SCFAs is not yet well documented but their elevated concentration
have been linked to insulin-resistance and diabetes mellitus (Lynch and Adams, 2014;
Abdul Rahim et al., 2019), hypercholesterolemia (Granado-Serrano et al., 2019), steatosis
(Roy et al., 2013) and adipocyte lipid and glucose metabolism (Heimann et al., 2016),
which could be linked to greater bodyweight gain of females F-OP during lactation. It is
interesting to note that bacterial community structures were better discriminated among
females F-OP and F-OR than among males, highlighting early gender effect in microbiota
structure.

At PND15 males and females F-OR pups consumed significantly less milk than F-OP
pups without significant difference in weight gain. These results showed that the early
composition of microbiota may have an immediate impact on host food intake but without
affecting growth or food efficiency at this developmental stage. It could be interesting to
use metagenomics in order to identify more precisely which bacteria drive F-OP and F-OR

intestinal communities.

4.5. Early composition of intestinal microbiota programs eating behaviour

We performed a wide range of behavioural tests to describe in detail the
consequences of early transfer of the microbiota on eating behaviour in adulthood.
Significant behavioural differences were observed between groups depending on each test
protocol and gender. F-OR rats better regulate their consumption of palatable solutions
compared to control rats, with an interaction between sex and taste. F-OP females
consumed significantly more calories during adolescence and their satiety point at
adulthood was delayed compared to F-Sham females. F-OP rats (males and females) were
more motivated to perform a task in order to eat a palatable food. Most relevant items of
these tests were resumed by the use of an integrated behavioural z-score. This integrated
behavioural z-score indicates how many standard deviations (s) an observation (X) is
above or below the mean of a control group (m), i.e. Z = (X - m) / s. We defined this Z-

score based on the methodology presented by Guilloux et al. (2011) who applied it to
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define anxiety- and depressive-like state in mice (emotionality) by the use of
complementary tests. The method of z-scoring combines multiple ethological variables to
show an overall description of a certain behavioural dimension, facilitating the comparison
across groups of a great number of tests. This method has been challenged lately by Labots
et al. (2018) who recommends the use of a control group whenever possible. Regarding
the behavioural items used to calculate this score here, a value significantly above zero is
in favour of a higher risk to develop an over-eating disorder predisposing to obesity and a
value significantly below zero is associated with a normal-eating behaviour potentially
protecting against obesity. Males F-OP had significant higher z-score than males F-OR and
therefore are considered to have an eating behaviour at higher risk than F-OR. Females F-
OP had a z-score significantly higher than zero and therefore featured significant higher
risk.

The different tests used in the present study were intended to reveal differences
in groups transferred with maternal microbiota related to predisposition to obesity or not,
based on parameters allowing to identify an obesity-related eating behaviour: the two
bottle taste choice (sweet or fat tastes), the motivation to consume a palatable food, the
ability to regulate the intake of a high energy food, the occurrence of satiety or the intrinsic
characteristics of 24H feeding pattern. Our results showed that the early postnatal
composition of the gut microbiota could impact eating behaviour at adulthood and that
both females and males that have been transferred at birth and through lactation with
intestinal, milk and vagina microbiota from OP dams were more prone to be at risk than
control pups to have a deleterious eating behaviour. Crossing intestinal microbiota
composition at weaning and behavioural items at adulthood could allowing us to identify
potential predictive bacterial markers associated with long term behaviour modulations.
However, the results are very complex and prevent to conclude on the impact of early
microbiota transfer on one aspect of eating behaviour. Whether early microbiota impact a
specific component of eating behaviour need to be further investigated. Of course, this is
related to the complexity of eating behaviour itself that is the resultant of food intake
regulation driven by the energy homeostatic circuits of the hypothalamus, food choices
and motivation driven by the non-homeostatic-hedonic component of food intake and also
of the gut-brain axis particularly involved in energy regulation and satiation process. In
order to deepens our knowledge on the impact of early microbiota transfer on these
different regulatory systems, we need to complete these results by a detailed analysis of
brain structures development (VTA, NAc, HT, NTS), differential gene expression in brain
targeting key functions (dopamine production, transport, signalling) and in gut-brain

communication.
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4.6. Putative mechanistic pathways through which early intestinal microbiota

influence programing of eating behaviour.

Our work assessed the proof of concept that early intestinal microbiota may
influence eating behaviour later in life. This influence could be exerted through different
pathways. First, intestinal epithelium development and function could be affected during
early stage (Sommer et al., 2015), such as enteroendocrine cells, which are known to
modulate food intake, mainly through gastrointestinal peptide secretion (Martin et al.,
2019b). Early microbiota could also influence maturation of immune system (Weng and
Walker, 2013), whose interactions with peripheral organs are known to be altered in
metabolic syndrome (Zmora et al., 2017). Furthermore, early microbiota could influence
host metabolism by modulating peripheral organs programming such as pancreas, liver,
adipose tissue or muscles, also with long-term consequences (Backhed, 2011). In turn,
these organs influence food intake via endocrine and/or immune and/or vagal routes
(McDermott et al., 2006; Abdalla, 2017; Browning et al., 2017). However in this work,
plasmatic markers were not significantly different between groups, neither at weaning nor
at adulthood. The present results tend to rule out the metabolic endocrine route but a more
complete characterisation of the energetic regulation is required to conclude on that aspect.
Another pathway could be an early modulation of nheurodevelopment which could lead
to long-term consequences on brain structure and function (Bouret et al., 2004a).
Characterising apoptosis and proliferation in key brain area of pups such as accumbens
nucleus or hippocampus at an early stage could provide some answers. Finally, microbiota
composition itself could be programmed, leading to modulation in adult microbiota
composition and modifying the feeding efficiency (Morel et al., 2015c). However, we failed
to demonstrate difference in intestinal microbiota between groups at adulthood that allow
us to conclude that intestinal microbiota was not programmed by the early differences

observed.

5. CONCLUSION

This work aimed to examine whether neonatal intestinal microbiota influence eating
behaviour at adulthood and more specifically if microbiota originated from faeces, vagina
and milk of OP or OR dams will differed in their effect. This work is one of the first
characterising maternal phenotype and microbiota in OP/OR model through different diets
and through gestation and lactation periods. Metabolic parameters, body weight, food
intake, faecal and vaginal microbiota composition differentiated the OP and the OR females.
Bacterial transfer induced significant differences in intestinal microbiota composition at
weaning, and a higher-risk eating behaviour at adulthood for females and males which

received OP bacteria in neonatal period. Thus, regarding our experimental conditions, this
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study supports the hypothesis that composition of neonatal intestinal microbiota could
influence eating behaviour at adulthood. However, such influence was not exerted through
programming of intestinal microbiota itself or modulation in metabolism but is related to
various aspect of eating behaviour suggesting alterations of brain circuits development and
function as well as gut-brain axis modulation. Further work is now needed to characterise
these mechanistic pathways, and to identify bacteria or bacterial genes associated to

higher-risk to develop altered eating behaviour at adulthood.
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Table 1. Evolution of plasma markers concentrations of females OP and OR under SD and HED. 4W, 6W, 22W: measured were done 4, 6, 22 weeks after
the beginning of hypereneretic diet (HED). n=7-9 OR; n=9 OP. Data are expressed as mean £ SEM. Multiple T-tests. Different letters correspond to significant

difference among OR or among OP females across diets. * correspond to significant difference between OP and OR females at the same period.

OR oP
SD 4W HED 6W HED 22W HED sD 4W HED 6W HED  22W HED
(r']':/'::'l_'; 0.86 £ 0.14*%a  0.96 + 0.11*2 1.71 + 0.26*>  3.06 + 1.00%b 1.71 £0.17°  7.37 £ 0.55° 10.00 + 0.13¢ 34 48 + 2.15¢
Insulin 0 1o 5 90e 0.62 £ 0.112  0.27 + 0.04*%>  0.28 % 0.05*P 0.26 £ 0.052  0.47 £ 0.06®  0.81 + 0.11¢ 2.22 + 0.46¢
(ng/mL)
Tr'g'yf;;'/‘:ﬁj 48.49 + 4.18%3 43,99 + 2.42%2 59,14 + 4.43%> 115,50 + 28.22%c 68.56 + 3.602 65.67 + 4.80° 85.78 + 6.16°® 643.12 + 150.51¢
Total
cholesterol 82.46 + 2.14*x 7556 + 2.78%> 83.61 + 2.68*@  97.77 + 9.78¢ 74.81 £ 1.492  64.49 £ 1.78> 71.73 + 1.34°  180.36 % 51.10¢
(mg/dL)
Glycemia b b d
imo/dl) 13871 +5.47%° 131.74 4 3.78* 147.68 +3.89° 117.63 + 5.20% 119.86 + 2.882 131.53 + 3.38> 150.50 + 4.32¢ 194.51 + 18.70
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Table 2. SCFAs concentrations in pmol per g of caecocolic content and in percentage measured
in pups at PND21. Data are expressed as mean * SEM; Multiple T-tests; n=8-10 per group/sex. Different
letter mean significant difference between same-sex groups. * correspond to difference between males and
females among the same group. SCFA: short-chain fatty acid

Females Males
F-SHAM F-OP F-OR F-SHAM F-OP F-OR
Total
SCFAs 53.8+3.9° 53.0+4.8° 458+59% 46.1%6.0° 553+6.82 47.4+5.7°
(pmol/g)
Major
SCFAs 53.3+3.82 52.1+4.6° 454+59° 457+592 543%6.7°% 46.9* 5.6
(pmol/g)
Branched
SCFAs 0.60 + 0.08° 1.02+0.10° 0.43 +0.06% 0.40 £0.08% 1.05 + 0.1°  0.49 +0.152
(hmol/g)
Acet?ofs 712 +1.8°  69.8+2.0° 69.8+2.3° 69.5+222 744+1.8 71.4+2.8°
Pr°pi°“?ofs 14.1+0.72 14.8+0.72 151+1.0° 16.8+1.6° 13.8+0.72 154 % 1.22
B“tyr?ofs 13.7+1.6° 13.8+1.7°0 143+1.92 129+212 99+1.7% 122423
Branched =, ;| 512 1.8+£0.2> 09£0.1° 09402 20+02° 1.0+0.2°2

SCFASs (%)
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Figure 1. A) Timeline of maternal microbiota collection from OP and OR dams. Vaginal microbiota (V)
was collected during standard diet (SD) and hyperenergetic diet (HED), plus at the end of the third week of
gestation (G3). Milk microbiota (M) was collected every 5 days from postnatal day (PND) 1 to PND15. Fecal
microbiota (F) was collected every time. B) Timeline of behavioral tests performed on Fischer pups

before and after weaning.
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Figure 2. Body weight (A), food intake (B) and body weight gain (C) of OP and OR females
fed SD and then HED from PND67. n=9 OP; n=9 OR. A) Data are expressed as mean * SD;
Multiple T-test; *p<0.05; **p<0.01. B) Data are expressed as mean * SEM; Multiple T-test;
*p<0.05; **p<0.01. C) Data are expressed as medians £ min and max values; 1-way ANOVA +
Tukey’s post-hoc comparisons; *p<0.05; **p<0.01.
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Figure 3. Structure and composition of faecal microbiota of OP and OR dams fed SD and
after 7 weeks fed HED. SD: OP=5, OR=4; HED: OP=7; OR=5. A) Data are medians = min and
max values. Alpha-diversity indexes. Richness is the number of different OTUs identified in samples.
Shannon is the evenness of the OTUs abundance distribution. 2ways-ANOVA. B and C) For
Lachnospiraceae and Ruminococcaceae data are means = SEM. Significant differential abundances
between OP and OR dams fed SD and HED expressed as Log; Fold change. D and E) MDS based on
weighted Unifrac matrix for SD samples and Bray Curtis matrix for HED samples representing
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Figure 4. Structure and composition of fecal inocula microbiota of OP and OR dams
according to sampling time (G3, PND1, PND5, PND10 and PND15). n=3 (except for OR_G3
and OR_G15 n=2). A) MDS based on Bray Curtis matrix representing distances between all
bacterial communities of faecal inocula. FROGS PermANOVA (see text). B) Alpha-diversity
indexes. Data are expressed as median. FROGS ANOVAs p<0.001 for both indexes C) MDS based
on Bray Curtis matrix representing distances among bacterial communities of OP faecal inocula.
FROGS PermANOVA (see text). D) MDS based on Bray Curtis matrix representing distances among
bacterial communities of OR faecal inocula. FROGS PermANOVA (see text).
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Figure 4 (bis). Structure and composition of faecal inocula microbiota of OP and OR
dams at G3, PND1, PND5, PND10 and PND15. n=3 (except for OR_G3 and OR_G15 n=2). E)
Significant differential abundances in taxonomic families between OP and OR faecal inocula

collected at PND1, expressed as Log; Fold change.
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Figure 5. Structure and composition of cultivated milk inocula of OP and OR dams at
PND1, PND5, PND10, PND15. n=3 A) Alpha-diversity indexes. Richness is the number of
different OTUs identified in samples. Shannon is the evenness of the OTUs abundance distribution.
Data are expressed as median. B) MDS based on Bray Curtis matrix representing distances
between OP and OR bacterial communities of cultivated milk inocula. FROGS PermANOVA. C)
Relative abundances of the 6 most abundant phyla in cultivated milk inocula. Data are expressed
as median + range. 2-ways ANOVA, * p<0.05.
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Figure 6. Intestinal microbiota composition and structure of female and male pups at
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Figure 7. Pups growth during lactation period. A and C) Females and males bodyweight. n=34-
37 from PNDO to 15, and n=16-19 from PND16 to 21 for females. n=35-38 from PNDO to 15, and
n=23-26 from PND 16 to 21 for males. Data are expressed as means + SD; Multiple T-tests; *p<0.05,
**p<0.01; * correspond to differences between F-OP and F-Sham; * correspond to differences
between F-OR and F-Sham; * correspond to differences between F-OP and F-OR. B and D) Females
and males relative bodyweight from PNDO to 21, obtain by dividing the percentage of body weight
gain by the initial body weight. n=16-19 females and n=23-26 males. Data are expressed as medians
£ min-max values; 1way ANOVA + post-hoc Tukey’s paired wise comparisons.
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Figure 8. A and B) Female and male pups hourly milk intake at PND15, estimated by the relative body
weight gain after suckling. A) Females n=24-25. B) Males n=27-29. After weaning on SD, female daily (C)
and cumulative (D) caloric intake and relative weight gain (E). During the first 10 days of HED
(PND100-110), females and males caloric intake (F and G) and relative weight gain (H and I). A-I) n=7-
9 for females, n=9-11 for males. A, B, E, G, and I) Data are medians £ min and max values. C, D, F and H) Data
are means £ SEM. A, B, D, E, G and I) 1way ANOVA + post-hoc Tukey’s pairwised comparisons. * p<0.05, **
p<0.01. C, F and H) Multiple T-tests. Differences between groups were characterized by multiple T-tests;
*p<0.05, **p<0.01; * correspond to differences between F-OP and F-Sham; * correspond to differences between
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Figure 9. A) Females and males sweet taste preference. B) Females and males fat taste
preference. n=7-9 for females, and n=8-11 for males. Data are expressed as means + SEM.
Preference or aversion were characterised by one-sample T-test in comparison to reference value
of 50%; * p<0.05. Differences between groups were characterized by 2way ANOVA + post-hoc
Tukey’s pairwise comparisons. Cumulative amount of sweet taste (C) and fat taste (D)
solutions drunk during the 3 days of test. n=7-9 for females, and n=8-11 for males. Data
are expressed as means £ SEM. 1lway ANOVA + post-hoc Tukey’s pairwise comparisons, *

p<0.05.
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Figure 10. Food motivation items. n=7-9 females and n=9-11 males. A-D) Data are means
+ SEM. E-H) Data are cumulative percentages. A and B) Number of distractions that stopped
animals during their first path to the GB (stops and rearing). 1lway ANOVA + post-hoc Tukey’s
pairwise comparisons. C and D) Ingestion score. A score significantly different from zero was
characterized by One-sample T-test; $ p<0.05. Difference between groups were identified using
1way ANOVA + post-hoc Tukey’s pairwise comparisons. E and F) Percentage of animals which
eat (success) or not (fail) the food reward during the test. Fisher exact test for 2x3 table. G and
H) Percentage of activity during the first path to the palatable reward. 2-ways ANOVA.
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Figure 11. Food intake pattern during the first meal (A and B) and the totality of
nocturnal phase (C-E). A) Females and males latency to eat. B) Females and males first
nocturnal meal size. C) Females and males total meal number. D) Females and males mean
ingestion speed per meal. E) Females and males mean food intake per meal. n=6-9 females and
n=9-11 males. Data are medians £ min-max values; 1way ANOVA + post-hoc Tukey’s pairwise
comparisons; * p<0.05.
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Figure 12. A-F) Behavioural satiety sequence (BSS). Latency before behavioural switch
between Eat and Sleep, determined by the augmentation of Sleep behaviour and decrease in Eat
behaviour, is pointed by the red vertical line. Data are expressed as means £ SEM. A, B and C)
Respectively F-Sham (n=8), F-OP (n=9) and F-OR (n=7) females BSS. D, E and F) Respectively
F-Sham (n=9), F-OP (n=8) and F-OR (n=11) males BSS. Ratios between Activity/Sleep (G)
or Eat/Sleep (H) periods for females. n=7-9; Data are expressed as medians £ min-max
values; 1way ANOVA + post-hoc Tukey’s pairwise comparisons; * p<0.05.
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Figure 13. Integrative behavioural z-score of male and female pups at adulthood. Data
are expressed as means £ SEM; n=7-11; To determine if significant difference exists between
female groups on the first hand and males groups on the other hand, 1-way ANOVA + post-hoc
Tukey'’s pairwise comparisons were realised; * p<0.05. To determine if a z-score was significantly
different from 0, one-sample T test was realised; $ p<0.05.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1. Volumes and estimated number of bacteria (ufc) number of vaginal,
associated to milk and faecal inocula suspensions transferred to pups. G3: 2-3 days
before parturition; PND: postnatal day

) F-OP and F-OR groups F-Sham group
OP and Fischer _
) ) Cultured Fecal Stock solution
OR dams pups age Vaginal inocula . ) i
A milk inocula inocula inocula
sampling at L/ L/ fc/ L/ fc/ L/ fc/
time transfer H ufc / pup H ! H ! H !
pup pup pup pup  pup pup pup
G3 PNDO 30 103 - 104 10 103 15 108 30 + 25 0
PND1 PND1-3 10 103 15 108 25 0
PND5 PND4-7 20 1.104 15 108 35 0
PND10 PND8-11 20 8.104 15 108 35 0
PND15 PND12-15 50 10° 15 108 65 0
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Table S2. Behavioural items used to calculate integrated z-score.

Behavioural test

Selected items

Early suckling behaviour

Food intake
Liquid taste preference
Food motivation

Detailed 24 hours meal pattern

Behavioural Satiety Sequence

Weight gain (g/kg)

Daily food intake mean through SD period (kcal/kg/d)
Daily food intake mean through first 10 days fed HED
(kcal/kg/d)

Sweet taste intake (g/kg)

Fat taste intake (g/kg)

Ingestion score

Inverse of distraction number during the first path to

the Goal Box

Meal number during night phase

Mean food intake per meal during night phase (g/kg)

Total eat duration (%)

Total sleep duration (%)
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Table S3. Ethogram used to analyse Food Motivation in straight alley test. SB; Starting
Box; GB: Goal Box

Behaviou Behaviour i Excluded
Description .
r code type behaviours
Test begin Point event Opening of Starting Box
Leaves Point event Rat leaves Starting Box SB
. . Rat head is overhanging the food reward at the end
Arrives Point event
of the alley.
Test end  Point event Test ends when rat bites the food reward, or after Still, Moving,
120 seconds after opening of Starting Box SB, Alley, GB
. State Rat moves on its four paws (walks, runs, makes an .
Moving Still
event about-turn)
Still SIEIE Rat does not move (rearing + stops) Movin
event 9 P 9
About-turn Point event Rat makes an about-turn
. . Rat stops and rear on its back legs to sniff or look
Rearing Point event : .
at its environment.
Rat stops at least 1 second remaining on its four
Stop Point event paws (smell something on the allay floor, freeze,
)
SB State  potis in the Starting Box Alley, GB
event
GB State Rat is in the Goal Box Alley, SB
event
Alley State Rat is in the alley but not in the Starting Box nor in SB, GB
event the Goal Box
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Table S4. Ethogram used to analyse Behavioural Satiety Sequence tests

Behaviour Behaviour — Excluded
Description .
code type behaviours
Rat is licking or chewing food from its manger .
or food pellets fallen in the litter Drink, _Explore,
Eat State event Grooming, Sleep,

Drink

Explore

Grooming

Sleep

Inactivity

State event

State event

State event

State event

State event

Chewing litter is not considered as Eating
behaviour

Rat is drinking at the bottle

Rat is conscious and lively, reacting to
environmental cues.

Can walk, run, stand on its rear legs (rearing).

Rat still but actively sniffing its environment
(great respiratory movements) is considering
as Exploring

Rat is licking or scratching itself

Rat is unconscious, eyelids closed, with no
movement or any activity for more than 30
seconds long.

This behaviour happen mostly after Grooming
behaviour and "bed preparing" activity
(foraging litter).

Not confuse Sleep with Inactivity

Rat is conscious, but still for more than 3
seconds long, without interacting with its
environment in anyway.

Rat can be standing on 4 or 2 legs, or lying,
with small and/or slow head movements,
eyelids open.

Not confuse Inactivity with Sleep

Inactivity

Eat, Explore,
Grooming, Sleep,
Inactivity

Eat, Drink,
Grooming, Sleep,
Inactivity

Eat, Drink, Explore,
Sleep, Inactivity

Eat, Drink, Explore,

Grooming, Inactivity

Eat, Drink, Explore,
Grooming, Sleep
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Table S5. Plasmatic markers of OP and OR dams, not fasted,
2-3 days before parturition, fed HED. Data are means = SEM.
n=6 OP and 8 OR. T-test. * p<0.001 between OR and OP

OR oP
Leptin (ng/mL) 3.85 £ 0.42 13.79 + 1.98 *
Insulin (ng/mL) 0.66 = 0.09 0.81 + 0.16
Triglycerides (mg/dL) 280.6 £ 35.0 234.3 £ 24.2
Total cholesterol (mg/dL) 89.1+7.8 86.0 £ 6.8
Glycemia (mg/dL) 146.7 £ 6.8 156.4 £ 5.5
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Table S6. Genera of Ruminococcaceae family that were significantly increased in OP fecal inocula compared to OR ones. These results were obtained using
DESeq2 package in R environment, with an alpha risk of 0.01.

baseMean log2FoldChange IfcSE stat padj family genus species

Cluster_296 14,86 -7,06 1,48 -4,75 1,9E-05  Ruminococcaceae  Ruminococcaceae UCG-014 unknown species
Cluster_201 32,70 ~7,25 1,37 -5,30 1,5E-06  Ruminococcaceae  Ruminococcaceae UCG-014 unknown species
Cluster_70 16,81 -7,04 1,68 -4,18 2,2E-04 Ruminococcaceae Ruminococcaceae UCG-014 Multi-affiliation
Cluster_589 5,39 6,30 1,58 3,99 4,6E-04 Ruminococcaceae Butyricicoccus Multi-affiliation
Cluster_448 13,30 7,18 1,14 6,28 8,3E-09  Ruminococcaceae  Unknown genus unknown species
Cluster_584 3,68 4,43 0,92 4,82 1,4E-05 Ruminococcaceae GCA-900066225 unknown species
Cluster_446 3,45 5,65 1,66 3,41 3,4E-03 Ruminococcaceae  Negativibacillus unknown species
Cluster_352 14,21 -6,99 1,55 -4,52 5,1E-05  Ruminococcaceae  Ruminiclostridium 5 unknown species
Cluster_194 14,21 4,75 0,85 5,60 3,8E-07  Ruminococcaceae  Ruminiclostridium 5 unknown species
Cluster_214 5,05 -5,30 1,17 -4,54 4,9E-05 Ruminococcaceae  [Eubacterium] coprostanoligenes group unknown species
Cluster_68 20,64 7,72 2,34 -3,30 4,9E-03  Ruminococcaceae  Ruminiclostridium 6 unknown species
Cluster_19 184,57 8,28 0,79 10,48 2,2E-23  Ruminococcaceae  Ruminococcus 1 Multi-affiliation
Cluster_479 6,65 5,51 0,87 6,31 7,3E-09 Ruminococcaceae  Anaerofilum metagenome
Cluster_559 2,87 -4,67 1,42 -3,30 4,9E-03 Ruminococcaceae = Pygmaiobacter unknown species
Cluster_48 95,29 1,96 0,57 3,42 3,3E-03  Ruminococcaceae  UBA1819 Multi-affiliation
Cluster_261 6,82 5,94 1,30 -4,57 4,3B-05  Ruminococcaceae  Ruminiclostridium unknown species
Cluster_224 11,81 -2,57 0,82 -3,12 8,7E-03 Ruminococcaceae  Oscillibacter unknown species
Cluster_174 20,79 5,03 1,25 4,03 3,9E-04  Ruminococcaceae  Flavonifractor Multi-affiliation
Cluster_167 10,34 5,95 1,03 5,77 1,5E-07  Ruminococcaceae  Unknown genus/Ruminiclostridium 9 Multi-affiliation
Cluster_567 1,56 4,21 1,13 3,72 1,2E-03 Ruminococcaceae Ruminiclostridium 9 unknown species
Cluster_384 6,14 2,19 0,63 3,48 2,7E-03 Ruminococcaceae Ruminiclostridium 9/Intestinimonas Multi-affiliation
Cluster_335 2,83 5,15 1,01 5,09 4,0E-06  Ruminococcaceae  Ruminococcaceae NK4A214 group unknown species
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Table S7. SCFAs concentrations in caecocolic content of pups at PND200. Data are expressed as mean £ SEM; Multiple T-test; n=7-
11 per group/sex. Different letter means significant difference between groups among females or males. $ p<0.01; * p<0.05 between males
and females of corresponding group.

Females Males
F-SHAM F-OP F-OR F-SHAM F-OP F-OR
TOta(Iuﬁg/g 59.8+2.7°  56.3+3.32  54.0 282 66.8 + 3.92 66.1 £4.23 642462
Ma]°{pﬁgﬁ; 57.7+2.5%  544+322 51926  64.0%3.8°  63.5+£3.9%  61.7+4.4°
Branched SCFAs 21 +0.2° 1.8+ 022 2.1+032 2.8 + 0.2 @* 2.7+ 045% 2.5+0.2°
(pmol/g)
Acetate 452 + 2.0 a 43.7 £ 2.4 41.0 £ 2.1°2 482 £ 292 48.9 + 2,92 46.5 £3.12
(umol/g)
Propionate ., , ;5. 6.0 £ 0.52 6.0 £ 0.52 9.0 + 0.6 * 8.5+ 0.7°*  8.1%0.7
(pmol/g)
Butyrate .., . 47 +£0.5° 4.9 +0.4° 6.8 £ 0.6 * 6.1 +£0.5% 7.2£0.7 **
(pmol/g)
Is°'?::]‘1’;;$ 0.81 +0.08° 0.79+0.112 0.92+0.132 1.04£0.09% 097 +0.17®  0.95 + 0.11°
\(,3::;;;3 0.78 £ 0.052 0.62 +0.072 0.68 £ 0.072  0.95 £0.07 %  0.93 * 0.11** 0.87 % 0.06 25
150‘(’3::;;;? 0.54 £0.062  0.44 £ 0.062 0.49 £ 0.102 0.79 +0.96 @  0.76 + 1.1°*  0.70 + 0.882
BN Sc'(:(f/tj 96.5+ 0.22 967 +0.32  96.2+042 958£0.23%  96.1+04°  96.2%0.2°
pranched SCI(:CQ,S; 3.5+ 0.22 3.2 £0.32 3.8+ 0.42 42+0.2 3 3.9+ 0.42 3.8+0.2°2
Acetg,/to'j 75.5+1.32 77.8+1.22  76.0+1.12 72.2+0.8 * 74.1%0.8 >* 73.0%0.7 >*
Pr°P'°“(“(‘)/t:)‘ 12.1+0.82  10.1+0.7° 11.0 £ 0.6° 13.5+£0.5° 127+ 0.5 >* 123 +0.4°
Butyrate (%) 8.9 £ 0.52 8.3 £ 0.52 9.2 £0.72 10.2 £ 0.5 2 9.3 £ 0.62 10.9 £ 0.62
Is°b“tyrg,Z‘§ 1.34 £0.09° 1.39+0.182 1.67+0.19° 1.56+0.11°  1.41%0.182  1.46 + 0.10°
Va'er;/to‘i 1.30 £0.062 1.10+0.082 1.25+0.10°  1.42+0.06% 1.38+0.10* 1.33 + 0.032
Is°"a'er(ao/to‘§ 0.90 £ 0.08° 0.78+0.10® 0.88+0.162 1.20+0.11 @ 1.10+ 0.162  1.03 % 0.082
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Composition utritive/ ke

ACIDES AMINES TOTAL *
Arginine mg 14 000
Cystine mg 3200
Lysine mg 11500
Méthionine mg 4400
Tryptophane mg 2 600
Glycine mg 12000
ACIDES GRAS TOTAL *
Acide palmitique mg 7 600
Acide palmitoléique mg 500
Acide stéarique mg 1500
Acide oléique mg 10 000
Acide linoléigue mg 25 000
Acide linclénique mg 2800
MINERAUX TOTAL *
P mg 5 800
Ca mg 8 200
Na mg 2 800
K mg 8 600
Mg mg 2 000
Mn mg 20
Fe mg 280
Cu mg 18
Zn mg 84
Cl mg 4 100
VITAMINES TOTAL *
Vitamine A ul 14 000
Vitamine D3 ul 1200
Vitamine B1 mg 8
Vitamine B2 mg 13
Vitamine B5S mg 27
Vitamine B8 mg 3.5
Vitamine B12 mg 0.04
Vitamine E mg 50
Vitamine K3 mg 57
Niacine mg 20
Ac.Folic mg 0.9
Biotine mg 0.07
Choline mg 2100

(omposition

Blé, mais, son de blé, orge, graines de soja extrudées, tourteau d'extraction de
soja, protéine de poissons hydrolysée, levure de biére, carbonate de calcium,
prémélange de vitamines, prémélange de minéraux, phosphate bicalcique.

(omposition Centésimale en %

guniiie M Céréales

20,20%
M Protéines animales

ud Protéines végétales

6.00% P _

69,20%

M Mélange vitaminique
et minéral
5,1.%
12,1% # Glucides E.N.A

M Protéines

5,4%\ M Fibres
4,0% l— M Minéraux Cendres
QAT o Humidité
M Lipides
21,4%

Valeur Energétique** Kcalkg Mjkg % Protéines % Lipides % Carbohydrates

Atwater 3395 14,21 252 13,5 613

ME 3236 13,55 - - -

** Information du calcul de I'Energie:
http://lwww.safe-diets.com/fre/produitsiinformations/energy/aliments-et-energie_html

Glucides ENN.A. dont
- Amidon (en %) 335
- Sucres totaux (en %) 44

* Les valeurs sont données & titre d'information, il s'agit de moyennes calculées sur valeurs brutes du
produit. Elles sont indicatives et n‘ont pas de valeur contractuelle. Elles sont soumises a des variations
liées aux conditions de production, stockage et de méthodes analytiques. Une analyse peut étre réalisée
sur demande.

Glucides E.N.A. : Extrait non azoté, valeur calculée.

Figure S1. Detailed composition of standard diet (SD) we used, from Safe.
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DIO Rodent Purified Diet w/45% Energy From Fat - Red 58V8
DESCRIPTION NUTRITIONAL PROFILE!
Diet Induced Obesity (DIO) Rodent Diet with 45% : :
Energy From Fat, Dyed Red is a Purified Diet Protein, % 20.8  Minerals
based on AIN-T6A Semi-Purified Diet, Rat or Arginine, % 0.81 Calcium, % 0.71
Mouse 5800-B. See Van Heek et al_, J. Clin. Histidine. % 0.60 Phosphorus, % 053
Invest. 99:385-390, 1997, for initial use of this .1 .
formula. Originally manufactured as "D12451". Isoleucine, % 111 Phosphorus (available). % 053
Storage conditions are particularly critical to Leu-cme, % 202 F'UEESSII.-II'H, % 0.70
TestDiet® products, due to the absence of Lysine, % 1.69 Magnesium, % 0.06
antioxidants o presenvalive agents. T&Pf ovide Methionine, % 060  Sodium, % 0.14
maximum protection against possible changes , ,
during storage, store in a dry, cool location. Cystine, % 0.44 Chloride, % 0.24
Storage under refrigeration (2° C) is Phenylalanine, % .11 Fluorine, ppm 11
recommended. Maximum shelf life is six months. P—
(If long term studies are involved, storing the diet Tyrosm_e, o 118 Ir_on, ppm o8
at-20° C or colder may prolong sheff life.) Be Threonine, % 0.90 Zinc, ppm 41
certain to keep in air ight containers. Tryptophan, % 0.26 Manganese, ppm 68
Valine, % 133 Copper, ppm 7.0
Product Forms Available® Catalog # Alanine, % 064  Cobalt, ppm 0.0
112" Pellat 58125 Aspartic Acid, % 1.50 lodine, ppm 0.24
112" Pellet, Iradiated 55629 Glutamic Acid, % 476  Chromium (added), ppm 23
Meal 1810729 Glycine, % 045  Molybdenum, ppm 1.90
Meal, Iradiated 1810730 Proline, % 275 Selenium, ppm 0.27
) Serine, % 1.29
*Other Forms Available By Request ’ : ;
INGREDIEN T]:S q Taurne. % omp  vamns
A - Vitamin A, 1Ufg 47
Casein - Vit Tested 23.3060
. rde'" flamin ocasn | FAt % 23.6  \itamin D-3 (added), IUig 12
! Cholesterol, ppm 197 Vitamin E, IU/k 60.6
Sucrose 20.0920 R 1Kg -
Mattodexrin 116530 | LinoleicAdd, % 348 Vitamin K, ppm 0.59
Dextrin 8.4830 Linolenic Acid, % 032 Thiamin Hydrochloride, ppm 7.1
Powderad Cellulose 58270 Arachidenic Acid, % 0.04  Riboflavin, ppm 78
Soybean Oil 29130 Omega-3 Fatty Acids, % 0.32 Niacin, ppm 35
;ota;?;dm at‘-;itr‘ate. Tribasic 1.9230 Total Saturated Fatty Acids, % 905  Ppantothenic Acid, ppm 19
lon r } X '
Calcium Phosphate 15150 "I:':;E‘Ir El;xu‘?:aturated 91 FD|I-C Al:_.ld, ppm 25
DIO Mineral Mix 1.1650 ' Pyridoxine, ppm 6.8
AIN-TBA Vitamin Mix 1.1650 | Fiber (max), % 5.8 Biotin, ppm 02
Calcium Carbonate 0.6410 Vitamin B-12, meg/kg 16
L-Cystine 0.3500 | Carbohydrates, % 41.2  Choline Chloride, ppm 1,165
Choline Bitartrate 0.2330 2 Ascorbic Acid ppm 00
FD&C Red 40 Lake 00500 | Energy (kcal/g) 4.60 '
From: keal 9, 1. Fomulation based on calculated values
Part of the TestDiet® "Blue-Pink-Yellow" Protei 0813 184 [omthe latest ingredient analysis
DIO Series ("van Heek" Series) &in : : '"f?m“laf['“”éds.'”cte nutrient Og'mpoa't"m of
DIO Rodent Purified Diet wi10% Energy From Fat- | at (ether extract) 2124 e e will cecir duete T
Blue Camy‘jrﬂt@s 1.648 B8 manlmmnng processes, analysis will

112" Pellet - Catalog # 58126 (58Y1)
1/2" Pellet, Irradiated - Catalog # 56833 (58Y1)
Meal - Catalog # 1810473 (58Y1)

DIO Rodent Punfied Diet wi10% Energy From Fat -
Yellow

1/2" Pellet - Catalog # 58124 (58Y2)

Meal - Catalog # 56834 (58Y2)

FEEDING DIRECTIONS
Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water

should be available at all times.

3252014

CAUTION:

Perishable - store properly upon receipt.

For laboratory animal use only, not for human

consumption.

150 3001:2008

CARTIFIND

differ accordingly. Mutrients expressed as
percent of ration on an As Fed basis
except where otherwise indicated.

2. Energy (kcalfgm) - Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbohydrate x
4,94 kcallgm respectively.

TestDiet

www.testdiet. com

Figure S2. Detailed composition of hyper energetic diet (HED) we used, from TestDiet.
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Figure S3. Phenotype of OP and OR dams during gestation and lactation. The orange
vertical line corresponds to parturition time. n=6-8; Multiple T-tests. * p<0.05, ** p<0.01 A)
Body weight (g) B) Caloric intake (kcal/kg/j).
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Discussion générale

Cette thése s’inscrit dans un contexte actuel ou le nombre de diagnostics de troubles
du comportement alimentaire, notamment ceux associés a une hyperphagie comme le
binge-eating, ou a d’autres formes plus atypiques (hyperphagie chronique ou grignotage
nocturne) est en constante augmentation (Galmiche et al., 2019). La complexité de leur
étiologie nécessite d’approfondir les connaissances déja acquises afin d’améliorer leur
prévention, notamment par l'identification de pistes mécanistiques.

Un autre sujet d’actualité scientifique est I'implication du microbiote intestinal dans
la régulation de la santé de I’'h6te. Des travaux récents ont démontré son influence sur les
fonctions neuronales, le comportement, ainsi que la physiologie générale de I'héte
(Marteau and Doré, 2017; Johnson and Foster, 2018; Mohajeri et al., 2018; Ignatova,
2019; Sudo, 2019b). La programmation de ces parametres est particulierement
influengable au cours de fenétres temporelles de grande plasticité, notamment en période
périnatale, avec de potentielles conséquences a long terme pour l'individu.

L'ensemble de ces faits désigne le microbiote intestinal comme potentiel modulateur
de la programmation du fonctionnement cérébral, particulierement durant la période
périnatale, avec pour conséquence des changements comportementaux (Codagnone et al.,
2019). Afin d’éprouver cette hypothése, deux stratégies ont été mises en place chez le rat
durant ce travail de thése pour moduler le microbiote néonatal de facon différente, avant

de caractériser le comportement alimentaire des animaux a I'dge adulte.

1. Le microbiote intestinal influencerait la programmation du

comportement alimentaire.

Dans nos conditions expérimentales, I'apport direct de bactéries dés la naissance
(voir chapitre 5) a influencé le comportement alimentaire des ratons a I'dge adulte. Le
protocole expérimental mis en place nous a permis de confirmer le r6le supposé (Lam et
al.,, 2017) du microbiote intestinal néonatal dans la modulation de Ia
programmation du comportement alimentaire de facon indépendante de la
génétique, du métabolisme et du régime maternel. Ces résultats sont donc
particulierement intéressants, puisque la grande majorité des études portant sur le
microbiote et le comportement chez le rongeur ne permettent pas de séparer le role per
se du microbiote, de facteurs confondants comme le régime alimentaire ou I'environnement
hormonal ou métabolique maternel.

Cette stratégie a également permis d’apporter des éléments sur une possible

relation causale entre le microbiote intestinal et le comportement alimentaire, jusque-la
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supposée (Alcock et al., 2014). La démonstration d’une relation causale a été faite chez
le rongeur pour d'autres comportements comme l|'anxiété (Bercik et al., 2011) ou le
comportement social (Desbonnet et al., 2014), notamment par |'utilisation d’animaux
axéniques colonisés ou non (pour revue voir Ignatova, 2019), méme si a ce jour certains
mécanismes de cette relation de cause a effet sont encore parfois hypothétiques.

Il est intéressant de noter que dans notre étude, les différentes composantes du
comportement alimentaire testées (préférence, motivation, prise alimentaire, ...) n‘ont pas
été influencées de la méme fagon par le microbiote intestinal néonatal. Ce résultat n’est
totuefois pas surprenant au regard de la grande complexité du comportement que nous
avons ciblé. Ce résultat démontre aussi la complexité des interactions entre le microbiote
et les fonctions neuronales, modulées par des facteurs environnementaux et intrinséques

a I'hote.

2. Cette influence du microbiote intestinal sur le comportement

alimentaire est sexe-dépendante.

Un effet du sexe a été démontré dans notre deuxiéme stratégie. En effet a I'age
adulte, les femelles ont été plus impactées que les males aprés le transfert néonatal de
bactéries associées a I'obésité de méres donneuses de microbiote. Cette sensibilité des
femelles a8 un comportement alimentaire a risque est a mettre en lien avec le fort
déséquilibre du ratio homme:femme dans les troubles du comportement alimentaire, de
l'ordre de 1:9 a 1:4 (Di Girolamo et al., 2017; Galmiche et al., 2019). Nous avons
également mis en évidence une interaction microbiote x sexe sur les préférences
alimentaires, selon nos groupes expérimentaux. En effet, les femelles ayant recu a la
naissance des bactéries associées a un désordre métabolique présentent un comportement
alimentaire plus « a risque » de développer une obésité que les males ayant recus ces
mémes bactéries. Cet impact du sexe a été identifié par des études épidémiologiques chez
'Homme montrant la préférence des femmes pour les aliments sucrés et gras,
contrairement aux hommes qui préféreraient les aliments a base de viande (pour revue
voir Kanter and Caballero, 2012). Chez le rat, la consommation d'une solution grasse et
sucrée est plus importante chez les femelles que chez les maéles a I'age adulte (Marshall et
al., 2017). Dans notre travail, nous avons étudié séparément la préférence au goit
gras et au golit sucré, ce qui hous permet d’apporter une vision plus détaillée sur
I'influence du sexe sur les préférences alimentaires.

Ces différences sexe-dépendantes de comportement alimentaire seraient
expliquées par les hormones sexuelles qui influeraient sur les capacités et I'hédonisme

orosensoriels, ainsi que sur les taux de nombreux peptides gastro-intestinaux et hormones
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régulant la prise alimentaire (pour revue voir Asarian and Geary, 2013). De plus, de
nombreux types de neurones impliqués dans la régulation de la prise alimentaire expriment
des récepteurs aux hormones sexuelles, tels que les neurones POMC, a AgRP et NPY,
dopaminergiques, sérotoninergiques, ou encore GABAergiques, dont le fonctionnement est
en partie régulé par |I'axe gonadotrope (pour revue voir Asarian and Geary, 2013).

La composition du microbiote intestinal elle-méme est influencée par le sexe de
I’hn6te (pour revue voir Jasarevi¢ et al., 2016), potentiellement en lien avec des réponses
physiologiques et comportementales différentes chez ce dernier. Ce résultat est conforté
par un réseau de preuves obtenues chez le rongeur. Une premiére étude montre en effet
gue la supplémentation d’une bactérie comensale (Escherichia coli K12) n'a pas les mémes
effets chez les rats males et femelles sur le gain de poids et la prise alimentaire. Les auteurs
ont proposé que cette différence d'impact du microbiote pouvait étre liée a la présence de
cette souche avant la supplémentation chez la femelle, ce qui n'est pas le cas chez le male
(Tennoune et al., 2015). Dans une trés belle étude utilisant des animaux axéniques ou une
déplétion du microbiote par antibiothérapie, Thion et al. ont démontré que la microglie est
un autre acteur cellulaire cérébral dont la maturation et le fonctionnement sont influencés
de facon sexe dépendante par la composition du microbiote intestinal, et que les
modulations engendrées sont persistantes a I'age adulte (Thion et al., 2018).

Dans notre seconde stratégie de transfert de microbiotes maternels, des résultats
trés préliminaires (voir planche page suivante) nous permettent de mettre en évidence
une proportion de cellules microgliales dans certaines structures cérébrales, en particulier
dans le VMN dans I'hypothalamus, qui difféere entre les ratons F-OR maéles et les autres
groupes au moment du sevrage. Dans cette structure, les cellules microgliales révélées par
immunohistochimie grdce a un anticorps anti-Iba-1 sont plus nombreuses et de plus
grande taille. L'analyse transcriptomique de cette méme structure montre une tendance a
une expression moindre du récepteur C-C chimiokine de type 5 (CCR5) qui est impliqué
dans la réponse protective de la microglie a l'inflammation. L'effet du transfert d’inocula
bactériens provenant de méres OP ou OR n’est pas retrouvé chez les ratons Fischer
femelles, demontrant la encore un polymorphisme sexuel dans la relation microbiote-
microglie au sein du systéme nerveux central. Nous avons également démontré qu’a I'age
adulte, l'activité fermentaire du microbiote intestinal (bien que de composition similaire)
était plus importante chez les males que les femelles, potentiellement en lien avec les
réponses comportementales différentes observées. En effet, les AGCC produits par le
microbiote intestinal sont capables, indépendamment de la présence ou non du microbiote,
de diminuer l'activation des cellules microgliales et d’améliorer les symptomes cliniques

dans un modéle de maladie de Parkinson murine (Sampson et al., 2016).
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De plus, le transfert un microbiote de souris NOD males adultes a des souris NOD
femelles au moment du sevrage, a permis de démontrer dans deux travaux que la
composition précoce du microbiote intestinal module les niveaux d’hormones sexuelles
chez la souris receveuse, induisant de fagon causale un effet protecteur contre le
développement du diabéte de type 1 dans ce modeéle (Markle et al., 2013; Yurkovetskiy et
al., 2013).

Ensemble, ces résultats indiquent qu’il est nécessaire de tenir compte des
deux sexes dans les travaux ciblant le comportement alimentaire en lien avec le
microbiote, chez 'Homme comme chez le rongeur. La majorité des connaissances
actuelles provenant de protocoles expérimentaux basés sur des males, les
futures recherches dans ce domaine doivent étre particulieérement attentives a
I'utilisation de femelles afin que les conclusions quant au réle du microbiote dans

la régulation et programmation du comportement alimentaire soient pertinentes.

3. L'influence du microbiote intestinal sur le comportement alimentaire

est age-dépendante.

Outre le sexe, l'age est également un facteur influencant le comportement
alimentaire, notamment les préférences. Au cours de ce travail de thése, nous avons
identifié, suite au transfert de bactéries maternelles dés la naissance, une modulation de
la prise alimentaire dés le quinzieme jour de vie des ratons, ainsi que chez les jeunes
adultes. Au cours de la période d’adolescence, sous régime standard, les femelles F-OP ont
également augmenté significativement leurs apports caloriques comparés a ceux des
femelles F-Sham. Ces résultats sont a rapprocher des observations faites par Marshall et
al. qui montrent que les rats femelles préférent la solution sucrée et grasse a I'age adulte
mais qu’a la période d’adolescence les rats males sont de plus gros consommateurs que
les femelles (Marshall et al., 2017). En complément il a été montré que les préférences
alimentaires différent en fonction du stade de développement (sevrage, adolescent, adulte)
chez le rat male et ceci est associé a des variations d’expressions de génes impliqués dans
la plasticité et la régulation de la prise alimentaire dans I'hypothalamus ainsi que dans le
le systéeme mésocorticolimbique (VTA et NAc) (Paradis et al., 2017). Pour notre part, dans
notre expérience de transfert du microbiote maternel nous montrons par des résultats,
encore préliminaires et en cours d’exploitation, des variations dans l'expression d’un
certain nombre de transcripts du systéme mésocorticolimbique qui s’intensifient avec I'age
chez les femelles (voir planches suivantes). Nous observons en particulier des différences
significatives dans I'expression du transporteur de la DA et des variations dans |I'expression

des récepteurs de la DA. Ceci suggére que des anomalies de la mise en place des éléments
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fonctionnels de ce circuit complexe se mettent en place de fagon précoce et sont ensuite

consolidées dans le temps. Une interprétation rigoureuse de ces changements devra étre

faite en réalisant des analyses de corrélation entre les changements phénotypiques

comportementaux et I'expression des génes de ce systeme.
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Enfin nous aurions pu obtenir plus d’éléments sur les interactions microbiote-
comportement alimentaire tout au long du développement de l'individu, en caractérisant
le comportement alimentaire de nos différents groupes de rats au cours de la période
d’adolescence, ce qui nous aurait fourni une analyse longitudinale de la mise en place des
altérations comportementales, comme ceci a été réalisé dans le laboratoire pour I’étude de
I'effet de la malnutrition maternelle sur les préférences alimentaire de la descendance
(Paradis et al., 2017b).

4. Quelle modulation du microbiote intestinal pour quels effets sur la

programmation du comportement alimentaire ?

Lors de ce travail de thése, deux modes opératoires différents ont été utilisés pour
moduler le microbiote intestinal : d'une part la supplémentation précoce en oligosides
prébiotiques par gavage, et d’autre part l'apport direct de bactéries maternelles a la
naissance par biberonage. Nous obtenons des résultats tres différents dans ces deux
expériences sur le comportement alimentaire a |'dge adulte et sur des aspects

métaboliques ou de la physiologie des organes de I'hote.

4.1. La supplémentation précoce en oligosides prébiotiques influence Ia
composition du microbiote intestinal postnatal sans conséquences sur le

comportement alimentaire des méles adultes.

Si I'impact des prébiotiques sur la composition du microbiote intestinal et la prise
alimentaire de 'adulte a largement été documenté chez I'Homme comme chez le rongeur
(Cani et al., 2009b; Cani and Delzenne, 2011; Delzenne et al., 2013; Morel et al., 2015a),
I'action de prébiotiques sur un microbiote néonatal immature restait trés peu documentée.
Ceci avait été étudié auparavant par des analyses du microbiote intestinal non exhaustives
en utilisant la technique PCR ciblée pour étudier la présence de genres bactériens
spécifiques d’une part et d'autre part en s’intéressant surtout a la composition du
microbiote intestinal suite a une supplémentation en oligoside plutét qu’au comportement
alimentaire (Giovannini et al., 2014; Morel et al., 2015b; Wang et al., 2019). Notre travail
montre qu’un microbiote immature est sensible a I'apport d’oligosaccharides durant la
lactation, et ce aussi bien dans sa composition que dans son activité métabolique, puisque
la concentration d’'acétate était significativement augmentée durant la période de
supplémentation. Cette augmentation aurait pu avoir pour conséquence une diminution la
prise alimentaire des ratons, en lien avec la diminution transitoire du poids vif observées

chez les ratons entre 16 et 110, puisque l'acétate diminue I'apport énergétique (Frost et
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al., 2014). Cependant, la question principale de notre étude était de caractériser une
éventuelle modulation de la programmation du comportement alimentaire a I’age adulte.
Nous n‘avons donc pas mesuré la consommation de lait durant cette période.

De nombreux oligosides de composition différentes existent. Chez le rat, la nature
de ces oligosides modulerait de fagon différente la composition du microbiote intestinal
néonatal, en particulier I'abondance des bifidobactéries ciblées par PCR (Morel et al.,
2015b). De plus, l'utilisation d’'un modeéle de fermenteur in vitro mimant le microbiote
intestinal, indique qu’un méme prébiotique aurait a I'age adulte des effets différents selon
la composition du microbiote de l'individu supplémenté (Poeker et al., 2018). Dans notre
étude, les 3 oligosides utilisés ont eu des effets similaires sur la composition du microbiote
intestinal, telle qu’analysée dans nos conditions expérimentales. Or I'analyse du
séquencage du fragment V4 de I’ADNr 16S ne serait peut-étre pas suffisamment résolutive
pour permettre de mettre en évidence des différences fines dans la composition du
microbiote intestinal des ratons selon la nature de l'oligoside. L'utilisation de la PCR pour
ciblé des genres particuliers ou un fragment plus long de I’ADNr 16S ont démontré que que
les modulations du microbiote induites par des prébiotiques portent sur les genres
bactériens et non sur les familles (Vandeputte et al., 2017; van den Elsen et al., 2019b).
Dans notre étude, la qualité du séquencage ne nous ont pas permis d’afflilier avec fiabilité
les séquences a des genres bactériens.

Afin d’obtenir une vision plus précise des effets de l'utilisation de
prébiotiques comme modulateurs du microbiote intestinal néonatal, d’autres
travaux sont encore nécessaires pour caractériser la capacité spécifique de
chaque prébiotique a moduler le microbiote néonatal, en particulier selon les
bactéries primo-colonisatrices recues par le descendant a la naissance.

Dans ce travail de thése, la stratégie de supplémenter les ratons aprés la naissance
en oligosides prébiotiques n’a pas influencé significativement le comportement alimentaire
a I'dge adulte. Une explication possible est I'utilisation d’animaux males uniquement, dont
le comportement alimentaire semble étre moins influencable que celui des femelles. En
effet, des effets sexe-dépendant en réponse a des supplémentations en oligosides
prébiotiques sur la composition et I'activité du microbiote intestinal ainsi que sur I'immunité
de la muqueuse intestinale ont déja été identifiés chez le rat adulte, notamment concernant
la dégradation des protéines et la production d’'ammoniaque (Shastri et al., 2015). Dans
notre étude, la concentration en AGCC ramifiés issus de cette dégradation des protéines
était significativement plus abondante chez les ratons F-OP, mais indépendamment du
sexe.

Une seconde étude a également démontré qu’une méme supplémentation en
oligosides prébiotiques au moment du sevrage pouvait induire des effets positifs

(amélioration de linsulino-résistance) chez les ratons males, et des effets négatifs
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(augmentation de I'endotoxémie et de la perméabilité intestinale) sur les femelles (Hallam
and Reimer 2014). Pour conclure sur l'absence d'impacts a long terme d’une
supplémentation néonatale en prébiotiques chez le rat, notre travail nécessite
d’étre reproduit chez des femelles.

Il aurait également été intéressant de challenger nos animaux sous régime hyper
énergétique et d’étudier plus en détail différentes composantes du comportement
alimentaire, notamment la motivation, afin de caractériser les effets protecteurs des
oligosaccharides dans le cas d‘une malnutrition. En effet, une étude récente a mis en
évidence des réponses différentes a une supplémentation en FOS lors d'un régime HED,
notamment une diminution du renforcement positif et de la motivation alimentaire, ainsi
gue I'expression de geénes impliqués dans la régulation hédonique et homéostatique de la
prise alimentaire, en comparaison avec des animaux non supplémentés (Delbés et al.,
2018b).

Enfin, la supplémentation en oligosides prébiotiques favorise le développement de
bactéries spécifiques déja présentes dans le microbiote intestinal, notamment les
Bibifidobactéries (Gibson et al., 2017b). Bien qu’'une augmentation de I'abondance de ces
bactéries soit généralement associée a un effet positif a court terme sur la satiation de
I'adulte, ces bactéries n'auraient peut-étre pas les capacités d’'influencer a long terme le
comportement alimentaire. L'absence de bactéries spécifiques (Bifidobactéries ou non)
jouant un réle dans la régulation du comportement alimentaire pourrait donc étre une autre

explication a cette absence d’effet a long terme.

4.2. L'apport artificiel de bactéries maternelles des la naissance influence la
composition du microbiote intestinal postnatal et le comportement alimentaire a

I’age adulte.

La deuxiéme stratégie mise en place durant ce travail de thése nous a permis
d'influencer significativement la composition et l'activité métabolique du microbiote
intestinal des ratons au moment de leur sevrage, et leur comportement alimentaire a I'age
adulte. Chez I'Homme, cet apport direct de bactéries maternelles est de plus en plus étudié
et pratiqué, en particulier chez les bébés nés par césarienne. L'apport buccal de bactéries
vaginales a ces bébés a la naissance module significativement la composition de leurs
microbiotes fécal, oral et associé a la peau au cours des 30 premiers jours de vie
comparativement aux enfants nés par césarienne sans cet apport bactérien (Dominguez-
Bello et al., 2016b). Cependant, les conséquences a long terme d’un tel traitement, restent
encore inconnues (Dominguez-Bello et al., 2016b). C’est pourquoi certains auteurs
recommandent d’arréter pour un temps cette pratique et identifient un besoin urgent
d’études ciblant les impacts a long termes d’un tel transfert (Stinson et al., 2018).

Ces auteurs pointent également du doigt la présence de nombreux facteurs confondants
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d’'importance dans les études clinigues menées chez |I'Homme, comme la prise
d’antibiotique intrapartum, |'alimentation néonatale ou encore |'obésité maternelle qui
seraient, dans ces études, les principaux facteurs a l'origine de l'altération du microbiote
intestinal du nouveau-né, plus que le mode de naissance (Stinson et al., 2018). Ce
transfert de bactéries maternelles est un sujet trés actuel qui fait débat dans la
communauté scientifique (Lokugamage and Pathberiya, 2019), avec des arguments en
faveurs (Mueller et al., 2019), ou contre (Limaye and Ratner, 2019). Toutefois, I'ensemble
de la communauté scientifique s’accorde sur le fait qu’il est urgent d’approfondir les
connaissances sur ce sujet. Dans ce contexte, ce travail de thése apporte une preuve
expérimentale, dans un modéle de rongeur, que l'apport de microbiotes
maternels a la naissance peut avoir des impacts a long terme sur le descendant,
notamment sur son comportement alimentaire, et ce de fagcon indépendante de
la génétique et des facteurs maternels. Cependant, une des limites de notre travail
est que l'impact spécifique de chacun des microbiotes maternels transmis a nos ratons
(fécal, vaginal et associé au lait) n‘a pas été séparément étudié, indiquant que d’autres

travaux plus approfondis doivent faire suite.

Un des arguments avancé par les auteurs contre le transfert de bactéries
maternelles a la descendance est la composition du microbiote vaginal, notamment la
présence de pathogénes avérés ou de bactéries opportunistes (Limaye and Ratner, 2019).
Ce travail de thése participe au renforcement de ce positionnement scientifique de
précaution. En effet, nous avons mis en évidence que les microbiotes maternels provenant
de meéres présentant des phénotypes métaboliques différents avaient une composition
différente et que le transfert de ces microbiotes a la naissance impactait de fagon différente
le comportement alimentaire a I'age adulte. Toutefois, dans le cadre de notre étude, nous
n‘avons pas pu mettre en évidence de différence significative dans la composition du
microbiote vaginal des rates OP versus OR, contrairement aux microbiotes intestinal et
associé au lait, indiquant que ces deux microbiotes auraient, comme celui associé au vagin,
la capacité d'induire des effets a long terme sur le comportement du descendant. Le régime
alimentaire de la mére module son métabolisme, son statut pondéral et la composition de
ses microbiotes (Cabrera-Rubio et al., 2012b; Koren et al., 2012b; Mann et al., 2017b; Si
et al., 2017b). Le régime alimentaire et le métabolisme de la mére influencent également
le métabolisme, le fonctionnement neuronal et le comportement alimentaire des
descendants a I'dge adulte (Plagemann et al., 1999c; Bouret et al., 2004c; Kozak et al.,
2005; Yokomizo et al., 2014; Bouret, 2017b).

L'ensemble de ces résultats pointent vers une double influence maternelle
sur le neurodéveloppement de la descendance, avec des conséquences a long

terme sur le comportement alimentaire et le métabolisme de celle-ci: 1) Un
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statut métabolique maternel altéré, influencerait directement Ile
neurodéveloppement du descendant avec des conséquences a long terme. 2) Cet
effet pourrait étre potentialisé par le transfert de microbiotes maternels « a
risque » associés a un régime alimentaire et/ou un métabolisme altéré. Ainsi, le
transfert de bactéries issues d'une meére présentant des altérations du
comportement alimentaire et/ou du métabolisme a sa descendance pourrait
avoir des conséquences a long terme plus désavantageuses qu’avantageuses,
selon la composition des microbiotes maternels. A l'inverse, les altérations du
métabolisme et de la prise alimentaire potentiellement développées par le
descendant issu d’'une meére présentant des altérations du comportement
alimentaire et/ou du métabolisme pourraient étre prévenues par l'apport de
bactéries issues de microbiotes « non a risque ». Ceci implique d’identifier ces
bactéries potentiellement « probiotiques » et de confirmer leur role dans la prévention du
développement de troubles du comportement alimentaire a I'age adulte.

Si la supplémentation néonatale en oligosides prébiotiques permet de moduler a
court terme la composition du microbiote intestinal du descendant, cette intervention
nutritionnelle, dans la fenétre temporelle choisie, ne semble pas suffisante, du moins chez
les ratons males, pour influencer la programmation du comportement alimentaire. L'apport
direct de bactéries semble étre une approche plus intéressante. Cependant, il reste encore
de nombreuses questions en suspens avant d’envisager le transfert de cette pratique en

clinigue, sans risques a long terme pour le descendant.

5. Existe-t-il une période temporelle critique pendant laquelle le
microbiote doit étre modulé pour influencer la programmation de la prise

alimentaire ?

Les deux expériences réalisées dans ce travail de thése soulévent la question de
savoir quelle est la période la plus favorable pour une modulation durable de la composition
du microbiote. En effet deux fenétres d‘intervention ont été choisies : un apport de
prébiotiques par gavage a partir de 5 jours et sur une période de 10 jours, et un apport
par biberonnage a l'aide d’une pipette dans les deux heures aprés la naissance et ce
pendant 15 jours. Dans les deux cas nous avons un impact sur la composition du microbiote
en période précoce mais qui ne dure pas dans le temps. En revanche, les effets sur le
comportement alimentaire différent puisque la supplémentation en olygosides prébiotiques
n‘a pas influencé le comportement alimentaire a I'dge adulte, contrairement a I'apport de
bactéries maternelles. Il est donc nécessaire de distinguer deux questions : Y a-t-il une

fenétre temporelle d’action pour la programmation du microbiote adulte ? et y a-t-il une
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période ou des changements de microbiote vont influencer a long terme le comportement
alimentaire ?

Etant donné que le microbiote intestinal colonise trés rapidement le tractus digestif
dans les 5 premiers jours de vie (Butel et al., 2017), une modulation induite durant ces 5
premiers jours a potentiellement plus de chance de moduler profondément le microbiote
intestinal et d’induire des conséquences a long terme chez I'h6te qu’une modulation plus
tardive. Plusieurs travaux utilisant des souris axéniques se sont attachés a définir une
fenétre temporelle critique durant laquelle une modulation ou |'apport d‘un microbiote
induit des effets a long terme. La colonisation de souris axéniques agées de 3 ou de 6
semaines (adolescence) par un microbiote de souris conventionnelles normalise les
altérations comportementales et certaines des altérations neuronales associées a I'anxiété
observées chez les animaux axéniques (Sudo et al., 2004; Clarke et al., 2013), mais pas
le niveau de sérotonine dans I'hippocampe (Clarke et al., 2013). En revanche, cette
normalisation n’est plus possible si la colonisation est effectuée a I'age adulte (Sudo et al.,
2004; Neufeld et al., 2011b). La colonisation de souris axéniques adultes avant la
gestation, ne permet pas de normaliser leur phénotype, mais induit chez la descendance
une normalisation de certains parameétres comportementaux et neurologiques (Heijtz et
al., 2011c).

La programmation du métabolisme de I’'h6te (croissance, prise de poids, adiposité,
expression de genes hépatiques) est également sensible aux modulations du microbiote
intestinal du descendant, en particulier male, par des antibiotiques (directement ou via la
mere) au cours de ces périodes péri- et postnatales (Azad et al., 2014; Cox et al., 2014;
Cox and Blaser, 2015). Cependant, nombre de ces travaux ne permettent pas de
différencier I'impact des facteurs maternels de l'impact per se de la composition du
microbiote intestinal néonatal.

Si le sevrage est également une période critique pour la modulation du microbiote
intestinal (Cox et al., 2014), une étude chez la souris démontre que la supplémentation
indirecte via la mére en prébiotiques (FOS et GOS) durant la période de gestation-lactation
est plus critique pour induire des effets a long terme sur la descendance que la
supplémentation directe de celle-ci aprés le sevrage (Fujiwara et al., 2010). Cependant,
ce travail ne permet pas de différencier les facteurs maternels de la composition per se du
microbiote intestinal néonatal.

Dans notre protocole expérimental, la supplémentation en prébiotiques a été
appliquée pendant une courte période postnatale et a pris fin avant le début de la
consommation d'aliments solides, alors que les études rapportant les effets de la
programmation d'une supplémentation précoce avec des oligosides sur la composition
ultérieure du microbiote étaient basées sur une supplémentation a long terme, allant de

de la période prénatale (c’est-a-dire la supplémentation des méres en gestation) jusqu’au

260



Discussion générale

sevrage complet et méme au-dela. Il est difficile d’établir si la supplémentation que nous
avons effectuée n’était pas assez précoce ou pas assez tardive ou trop longtemps, sur la
seule base de cette comparaison. Cependant, dans une étude de Fujiwara et al. (2010),
une différence dans la composition du microbiote chez I'adulte n'a été observée que chez
les souris ayant recu un supplément de FOS au-dela du sevrage. De méme dans |'étude de
Bourgot et coll. les porcelets ont été supplémentés en FOS quelques semaines apres le
sevrage et ont montré des différences durables au niveau de leur microbiote. A partir de
la, on peut supposer que pour étre durablement efficaces, les prébiotiques doivent pouvoir
exercer leur effet aprés un sevrage complet, contrélant ainsi I'impact de nouvelles sources
bactériennes et les changements dans la dynamique des populations bactériennes qui
résultent du passage du lait maternel a la nourriture solide et qui correspond pour toutes
les espéces a un changement drastique de leur microbiote.

Un des éléments majeurs qui distinguent nos deux protocoles expérimentaux est
I'intervention au moment de la naissance dans un cas (transfert de microbiotes maternels)
et pas dans l'autre. Cette période peut étre cruciale car elle permet la mise en place des
souches primocolonisatrices chez le nouveau-né dont le microbiote est trés pauvre, voir
inexistant. Dans le cas du transfert maternel nous modifions probablement cette
primocolonisation par nos apports. Il a en particulier été montré chez 'Homme que le
microbiote fécal d'un enfant né par césarienne différe aprés seulement une semaine de vie
et est associé a une modulation du métabolome intestinal bactérien, en particulier des
voies incluant le tryptophane et la tyrosine (Hill et al., 2017). Il serait intéressant de
comparer la composition du microbiote fécal de nos trés jeunes animaux entre nos deux
expériences, ce qui pourrait nous apporter des pistes sur la présence ou non de bactéries
ayant potentiellement un impact sur la régulation du comportement alimentaire ou le
métabolisme.

Ces travaux associés aux résultats obtenus lors de cette thése, indiquent
la présence d’'une période développementale critique s’étendant de la gestation
a quelques semaines apreés le sevrage alimentaire pendant laquelle le microbiote
intestinal a la capacité d’'induire des modifications comportementales et

neuronales a long terme chez I'héte.

6. Par quelles voies le microbiote intestinal pourrait influencer la

programmation du comportement alimentaire ?

L'axe intestin-cerveau est composé de nombreuses voies de nature endocrine,

nerveuse ou encore immunitaire, souvent interdépendantes. La caractérisation de voies
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mécanistiques précises par lesquelles le microbiote intestinal néonatal peut influencer le
comportement alimentaire a I'dge adulte est donc particulierement complexe.

Dans son ensemble, ce travail de thése a permis de confirmer ou d’écarter certaines
pistes mécanistiques. Ainsi, la supplémentation en oligosides prébiotiques a fortement
influencé la différenciation des CEE et la sécrétion de peptides gastro-intestinaux
anorexigénes. Si dans nos conditions expérimentales la concentration plasmatique de ces
peptides n‘a pas été associée a une modulation de la prise alimentaire a long terme, elle
pourrait I’étre dans notre seconde stratégie d’apport de bactéries maternelles. L'analyse
de I'expression de certains génes dans l'iléon et le colon des ratons Fischer au sevrage
lorsque la composition de leur microbiote intestinal est significativement différente est
actuellement en cours. Les premiers résultats indiquent que la composition du microbiote
intestinal n’a pas influencé I'expression des genes relatifs aux peptides gastro-intestinaux
durant cette période (voir planche suivante). Il reste cependant a identifier si des
altérations a long terme de l'activité de ces CEE sont présentes suites au transfert de
bactéries maternelles. Ainsi, deux modulations différentes du microbiote intestinal
néonatal impactent de facon différente la sécrétion de ces peptides.

Les AGCC ont des effets pléiotropes sur I'organisme, potentiellement a long terme,
via notamment la modulation des marques épigénétiques par le butyrate ou le propionate
(Krautkramer et al., 2016; Stols-Gongalves et al., 2019). Nos deux stratégies ont induit
une modulation du profil des AGCC produits par le microbiote a court terme, bien que de
facon différente. L'augmentation d’acétate que nous observons lors de la supplémentation
en prébiotiques aurait pu avoir pour conséquence une diminution la prise alimentaire des
ratons puisqu’il a été démontré qu'il a pour effet de réduire I'apport énergétique (Frost et
al., 2014), en particulier dans les modéles d'obésité d'origine alimentaire chez les rongeurs.
Cependant, des résultats contradictoires existent en fonction de la fagon dont sa
concentration est augmentée (utilisation chronique ou aigué de fibres fernentescibles).
Nous ne pouvons conclure dans notre premiére étude sur cet effet de l'acétate car la
consommation de lait n’a pas été mesurée durant cette période chez nos ratons.

Dans la deuxieme étude nous montrons une augmentation des AGCC ramifiés chez
les ratons F-OP au moment du sevrage. Peu de choses sont actuellement connues sur le
role de ce type d’AGCC. Cependant, la diminution des apports alimentaires en acides
aminés ramifiés, précurseurs de ces AGCC ramifiés, est associée a court terme a une
diminution de la prise alimentaire induite en réponse a l'insuline (Karusheva et al., 2019).
Les différences observées entre goupes sur les concentrations de ces métabolites
bactériens au sevrage, ne sont plus retrouvées a I'age adulte. Il est cependant possible
qu’ils aient eu en début de vie un impact important sur le fonctionnement cérébral et la
prise alimentaire. L'impact des AGCC a été illustré par de nombreux travaux chez 'Homme

sur les paramétres liés a l'appétit ainsi que par des observations de réponse hédonique

262



Discussion générale

réduite aux aliments a haute teneur en énergie régulés par le striatum. Cependant ces
effets font encore l'objet de recherches expérimentales sur des modéles animaux et
d’essais cliniques sur les humains pour déterminer si les AGCC régulent l'appétit en
agissant directement au niveau hypothalamique ou via un mécanisme dépendant du nerf
vague, par l'intermédiaire des peptides gastrointestinaux de la satiété (GLP-1 et PYY), suite

a l'interaction de ces métabolites avec les récepteurs FFAR sur les cellules L.

Analyse transcriptomique par RT-gPCR dans l'iléon des ratons F-Sham, F-OP et
F-OR a J21
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Concernant l'apport de bactéries maternelles, limpact du microbiote intestinal
néonatal sur le comportement alimentaire a I'dge adulte pourrait provenir d’une
modulation du systéme immunitaire. En effet, nos premiers résultats de
transcriptomique au niveau intestinal indiquent une augmentation de I'expression du géne
codant pour le TLR-4, agoniste du LPS de bactéries a Gram négative chez les femelles OP
et OR, ainsi que chez les méles OR (voir planche suivante). Cette modulation d’expression
pourrait étre due a l'influence des AGCC sur les marques épigénétiques de ce gene. Si le
role du TLR-4 et de son activation ont été mis en évidence dans le développement d'une
inflammation associée a des désordres métaboliques lors d’un régime riche en graisse
(Everard et Cani, 2017), son activation permet également la prévention du développement
du syndrome métabolique (Lu et al., 2018), la sécrétion de PAMs dans la lumiére intestinale
ainsi qu’une réparation épithéliale optimale, concourant a I'homéostasie intestinale (Sokol,
2017b). Le dosage de cytokines pro- ou anti-inflammatoire telles que I'IL-10, le TNFa, I'Il-
1 et I'Il-6 dans le plasma de nos animaux pourrait nous permettre d’aiguiller notre réflexion
sur le role potentiel de ce TLR-4 chez les F-OP et les F-OR respectivement. L'expression de
ce TLR-4 n’a pas été mesurée chez les ratons suite a la supplémentation en prébiotiques.
Les FOS et GOS sont cependant connus pour étre des ligands de ce récepteur, induisant
de multiples effets sur le systéme immunitaire, notamment une augmentation de la
production d'II-10 anti-inflammatoire par des cellules dendritiques (Lehmann et al., 2015;
Wu et al., 2016). Dans le contexte de ce travail de thése, cette piste du systéme
immunitaire est intéressante en regard des altérations de ce systéme dans les
troubles du comportement alimentaire (Fetissov and Hokfelt, 2019).

Les amines (en particulier les monoamines) et les acides biliaires produits par le
métabolisme du microbiote intestinal seraient également intéressants a caractériser a court
et a long terme chez nos ratons ayant recu des bactéries maternelles a la naissance. Cet
aspect de notre travail est encore en cours d’exploitation.

La composition du microbiote intestinal pourrait elle-méme étre
programmeée par une perturbation induite au moment de sa mise en place. Cette
perturbation pourrait conduire a un microbiote de composition différente a I’age adulte qui
interagirait de fagon différente avec I'h6te. La majorité des études modulant précocement
et transitoirement le microbiote intestinal ne retrouve pas de différences de composition a
long terme, notamment une supplémentation en prébiotiques chez la meére (Fujiwara et
al., 2010) ou encore une antibiothérapie a dose sub-optimale donnée a la mére et aux
descendants jusqu’au sevrage (Cox et al., 2014). Ces résultats sont concordants avec nos
observations issues des deux stratégies mises en place pour moduler le microbiote
intestinal néonatal. Cependant, quelques études chez le rongeur démontrent, en utilisant
les mémes types de modulateurs (prébiotiques et antibiothérapie sub-optimale), des effets

a long terme sur la composition du microbiote intestinal (Morel et al., 2015c; Leclercq et
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al., 2017a). L'ensemble de ces résultats démontrent que la programmation du

microbiote intestinal et les facteurs impliqués restent encore a démontrer.

relative expression to actin relative expression

relative expression to actin

Analyse transcriptomique par RT-gPCR dans le cOlon des ratons F-Sham, F-OP et

to actin (fold change % sham)

(fold change %sham)

m)

(fold change % sha

F-OR a J21

Marqueur d’inflammation et TLRs

Femelles
TLR4
1500 1

1000 A T

=L

0'_1_ T T
F-Sham F-OP F-OR
Femelles
TNF
300 7 _|_
200 1

T

100 1

— 1
0 T T r
F-Sham F-OP F-OR
Femelles
TLR5
2500 1
2000 1
1500 1
1000 1
500 1 E
0 T T T
F-Sham F-OP F-OR

relative expression to actin relative expression to actin

relative expression to actin

(fold change % sham) (fold change %sham)

(fold change % sham)

Males
TLRA4
400 A =
300 1
2001 '|'
100 1 1
l—
0 T T T
F-Sham F-OP F-OR
Males
400 1 TNF
300 1
200 1
100 7 % é
N —
0 T T T
F-Sham F-OP F-OR
Males
800 7 TLR5
600 1 —|—
400 1
200 1
o L —==—
F-Sham F-OP F-OR

265



Discussion générale

Que la composition du microbiote intestinal soit ou hon programmable, le microbiote
néonatal pourrait influencer la mise en place des structures cérébrales. Les
modulations de ces structures et/ou de leur fonctionnement persisteraient ensuite a I'age
adulte. Pour vérifier cette hypothése, une quantification des phénoménes d’apoptose et de
la prolifération cellulaire au niveau central a un stade précoce du neurodéveloppement est
en cours de réalisation. L'analyse de l’'expression de différents genes impliqués dans le
circuit hédonique ou homéostasique au sevrage et a I'age adulte chez les ratons Fischer
est également en cours. Nous nous sommes essentiellement focalisées sur les différents
noyaux hypothalamiques et le NTS, impliqués dans la régulation homéostasique de la prise
alimentaire et les structures du systéeme mésocorticolimbique. Ces premiers résultats
préliminaires confirment l’existence d’'une programmation du fonctionnement
neuronal dont I'étude des mécanismes doit étre approfondie, en particulier par
des études de corrélation entre les données comportementales, les données

transcriptomiques, neuroanatomiques et microbiologiques.

7. Poursuite du projet MAMIPROOFFI et perspectives

Durant ce travail de thése, le premier objectif du projet a pu étre réalisé. Ainsi, I'impact
a long terme d‘un transfert de microbiotes maternels associés a des phénotypes
meétaboliques différents sur le neurodéveloppement et le comportement alimentaire des
descendants a été confirmé. Le travail d’analyse se poursuit afin de dégager des pistes
mécanistiques par lesquelles cette influence du microbiote a eu lieu.

Dans le cadre de notre collaboration avec MétaGénoPoliS, les inocula transférés aux
ratons Fischer ainsi que le microbiote intestinal au sevrage et a I'age adulte de ceux-ci ont
été séquencés par métagénomique. Les premiers résultats confirment et approfondissent
ceux obtenus par le séquengage de I’ADNr 16S. L'ensemble des données générées par
MétaGénoPoliS va étre croisé avec les données physiologiques et comportementales issues
de notre laboratoire afin d’identifier le plus précisément possible des taxa bactériens, puis
des génes et des voies métaboliques potentielles marqueurs d'un comportement
alimentaire a risque ou plutdt protecteur. Aprés identification de ces bactéries, leur réle
causal dans la programmation du comportement alimentaire sera confirmé par un ou
plusieurs autres protocoles expérimentaux. Cette partie, sans doute la plus épineuse, par
les nombreuses limites techniques potentielles, souligne le décalage entre I'aspect
descriptif trés détaillé obtenus par des techniques d’analyses de pointe, et Ia
transformation de ces résultats en applications concréetes, validées dans des modéles in

vitro, chez le rongeur puis chez I'Homme.
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CONCLUSION

Ce travail de these participe a I'approfondissement des connaissances sur le role du
microbiote intestinal dans la programmation du comportement alimentaire. Cependant, de
nombreuses questions restent encore en suspens concernant les choix du type de
modulateur du microbiote intestinal, du protocole de modulation, de la fenétre
comportementale ciblée par la modulation, et de la composante comportementale ciblée ;
I'impact de ces choix étant potentiellement modulé par le sexe et la génétique de I'hote.
Le réle de I'environnement maternel, métaboligue comme microbien, semble se dégager
particulierement dans la littérature. Une intervention nutritionnelle chez la meére
permettrait d’influencer a la fois la voie métabolique et la voie bactérienne influencant le
neurodéveloppement du descendant, potentiellement renforcée par une modulation directe
chez le descendant. Une telle prise en charge serait donc particulierement indiquée dans
le cas de patientes présentant des troubles du comportement alimentaire et souhaitant
avoir un enfant, afin de prévenir les risques de transmission d’altérations de ce

comportement.
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Réle du microbiote intestinal néonatal dans la programmation du comportement

alimentaire chez le rat

Mots clés : microbiotes, neurodéveloppement, programmation, comportement alimentaire

Résumé : Le microbiote intestinal joue un rble dans
la santé de [I'héte et notamment dans son
homéostasie énergétique. Cependant, son impact sur
le comportement alimentaire est encore peu étudié.
La composition de ce microbiote intestinal acquis en
début de vie peut étre influencée par différents
facteurs environnementaux comme la composition
des microbiotes maternels ou l'apport néonatal
d’oligosides prébiotiques. Selon le concept de la
DOHaD (Developmental Origins of Health and
Disease), le développement conjoint des circuits
cérébraux régulant la prise alimentaire et du
microbiote en début de vie fait de ce dernier un
potentiel acteur dans la programmation des troubles
du comportement alimentaire. Nous avons donc émis
'hypothése que la composition du microbiote
intestinal en période néonatale influencerait le
développement de ces circuits neuronaux, induisant
des modifications du comportement alimentaire a

'age adulte. Dans un modéle de rat, nous avons
modulé la composition du microbiote intestinal de
ratons soit par I'apport direct dés la naissance de
bactéries provenant de meres ayant des phénotypes
métaboliques différents, soit par une approche
nutritionnelle en les supplémentant en oligosides
prébiotiques. Ces deux études réalisées en paralléle
ont modulé le microbiote intestinal néonatal, sans
programmation de sa  composition. Une
programmation du comportement alimentaire par le
microbiote intestinal néonatal a été caractérisée, de
facon dépendante du type de modulation effectuée
et du sexe. Notre travail devrait ainsi permettre
d’identifier des bactéries corrélées a certaines
caractéristiques du comportement alimentaire.
Cependant, les voies mécanistiques par lesquelles
ces bactéries programmeraient le comportement
alimentaire restent encore a identifier.

Role of the neonatal intestinal microbiota in the eating behaviour programming in rat

Keywords: microbiota, neurodevelopment, programming, eating behaviour

Abstract: Intestinal microbiota influences the host
health, particularly its energetic homeostasis.
However, its impact on eating behaviour remains
poorly studied. Intestinal microbiota composition
established early in life is influenced by several
environmental factors such as the composition of
maternal microbiota or by neonatal supplementation
in prebiotic oligosides. According to DOHaD concept
(Developmental Origins of Health and Disease),
simultaneous development of neuronal circuits
regulating eating behaviour and intestinal microbiota
during early life, highlight the potential role of this
microbiota in eating behaviour programming. Thus,
we investigated if the composition of the neonatal
microbiota could program neurodevelopment of these

circuits, leading to altered eating behaviour at
adulthood. In a rat model, we aimed to modulate
intestinal microbiota composition through direct input
at birth of bacteria coming from mothers with different
metabolic phenotypes, or by nutritional approach
using prebiotic oligosides. These two parallel studies
demonstrated a modulation in neonatal microbiota,
without programming its composition. Eating
behaviour programming by neonatal intestinal
microbiota was characterized, depending on type of
modulation and gender. Our work could lead to
identification of bacteria correlated with certain
eating behaviour features. However, mechanistic
pathways through which these bacteria could
program eating behaviour are yet to be studied.



