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Abréviations

a-MSH = a-melanocyte stimulating hormone
ABA = activity-based anorexia

AGCC = acide gras a chaine courte

AgRP = Agouti-related peptide

ARC = noyau arqué

CART = cocaine- & amphetamine-regulated transcript
CEE = Cellules EntéroEndocrines

CGRP = calcitonin gene related peptide

CPF = cortex préfrontal

DMN = noyau dorso-médian

DMV = noyau moteur dorsal du nerf vague
GF = germ free

HED = High Energetic Diet

HT = hypothalamus

LDP = Low dose penicillin

LHA = aire latérale de I’hypothalamus

LPS = lipopolysaccharide

NAC = noyau accumbens

NPY = neuropeptide Y

NTS = Noyau du Tractus Solaire
OP = Obese-Prone

OR = Obese-Resistant

PBN = noyau parabrachial
POMC = pro-opiomelanocortin
PVN = noyau para-ventriculaire
SD = standard diet

SNC = systéme nerveux entérique
SPF = specific pathogen free

TC = Tronc cérébral

TLR = Toll-like receptor

VMN = noyau ventro-médian
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Introduction

Depuis quelques années, un intérét particulier grandit autour du microbiote et de ses
effets sur notre organisme. Ainsi, beaucoup de recherches ont permis de mettre en avant des
corrélations entre la composition du microbiote et le développement de diverses pathologies
tandis que peu d’entre elles n’ont pu établir de lien de causalité entre ceux-ci. L’établissement
de corrélations entre deux événements est souvent 1’étape préliminaire a des recherches plus
approfondies de causalité et c’est le cas des travaux de ’'UMR PhAN de Nantes qui se sont
intéressées pour la premicre fois a I’impact de la composition du microbiote a la naissance sur
la programmation du comportement alimentaire au cours de la vie. Leurs recherches ont montré
que certains parametres du comportement alimentaire comme la motivation alimentaire et la
préférence pour le gras ou le sucré pouvaient étre mis en relation avec la composition du
microbiote recu a la naissance. En effet, a I’aide d’un mode¢le de rates OP/OR (génétiquement
prédisposé a 1’obésité/résistant a 1’obésité) nourries par régime hyper énergétique (HED),
I’équipe a montré que le transfert des microbiotes maternels (vaginal, fécal et issu du lait) dés
la naissance et durant les 15 jours qui suivent, & des ratons nés de meéres standards (régime
standard), pouvaient moduler le comportement alimentaire a 1’age adulte (favorisant une hausse
de la motivation pour la nourriture, de la consommation alimentaire et de la préférence pour les
aliments gras et sucrés). Cependant et de fagon inattendue, la différence de composition du
microbiote visible chez les ratons au sevrage disparaissait au cours du temps, laissant penser
qu’il existe bien une fenétre critique de développement durant laquelle une différence de
composition du microbiote peut causer des effets a long terme sur le développement du
descendant. De ce fait, il semblait pertinent de mesurer I’expression de différents geénes
impliqués dans le développement et 1’intégrité de la paroi intestinale, du systéme nerveux
entérique et central (qui pourraient jouer un role dans le développement de comportements
alimentaires) a un age ou les différences de microbiote sont encore visibles et qui correspondrait
a la fenétre critique de développement. Pour ce faire, les cerveaux et intestins de certains ratons
ont été prélevés a J21, puis leur transcriptome a été analysé par RNA-seq et qPCR. L’objectif
de ce mémoire sera de présenter les principaux résultats de ces analyses afin de tenter
d’identifier les voies impliquées par le microbiote dans la programmation du comportement
alimentaire. Une premicre partie de ce mémoire servira a apporter plus de contexte a cette étude
en faisant un état de 1’art sur la mise en place du microbiote intestinal et sur la régulation du

comportement alimentaire et permettra d’établir le lien entre microbiote intestinal et



comportement alimentaire. L’objectif et les stratégies employées lors de cette étude seront

ensuite abordés avant la présentation des résultats et discussion.

1. Mise en place et altérations du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal développe sa diversité et sa variabilité principalement par
I’alimentation durant les premiers jours de la vie. A la naissance, la lumiére intestinale est un
environnement aérobie qui permettra donc aux bactéries aérobies-anaérobies facultatives de se
développer. Une fois celles-ci mises en place, elles commenceront a utiliser I’oxygene de la
lumiére intestinale, permettant peu a peu I’installation de bactéries anaérobies strictes [1]. Ces
deux populations vont ainsi cohabiter, avec les bactéries anaérobies strictes dans le mucus
intestinal et les bactéries aérobies-anaérobies facultatives a la surface du mucus. Chez
I’Homme, 7 phyla bactériens majoritaires ont ét¢ identifiés dans la lumiére intestinale dont 2
qui représentent 80 a 95% des séquences d’ADNr 16S qui sont les Firmicutes et les
Bacteroidetes [1]. Méme si la composition du microbiote intestinal est stable a I’échelle de
I’individu, il existe une grande variabilité inter-individuelle de ce microbiote, li¢ a différents

facteurs intrinséques (génétique, age, poids...) et extrinseques (régime alimentaire...) [1].

La naissance et la période néonatale sont des moments critiques de détermination du
microbiote intestinal. En effet, le mode de naissance (par césarienne ou par voie basse) exerce
une forte influence sur la mise en place du microbiote intestinal puisque le nouveau-né ne sera

: : : . , . o1
pas en contact avec le microbiote vaginal de la mére lors d’une césarienne. Par la suite, I’apport
alimentaire du microbiote issu du lait aura un fort impact sur la mise en place du microbiote
intestinal du nourrisson. En effet, les nourrissons allaités auraient une plus faible diversité du
microbiote intestinal que les nourrissons nourris avec des formules infantiles au profit des
Lactobacillus et des Bifidobacterium connues pour leurs capacités a produire des acides gras a
chaine courte. La composition des microbiote vaginal et issu du lait maternel sont susceptible
de changer en fonction de I’indice de masse corporel et du gain de poids de la et de son
alimentation. La consommation d’un régime riche en gras pendant la grossesse influence la
quantité d’hormones sexuelles, diminue significativement le pH vaginal (ce qui est connu pour
moduler la composition de ce microbiote) et est associée a une réduction de I’abondance des

Bacteroidetes dans I’intestin du descendant [1].



D’autre part, la prise d’antibiotiques, de probiotique ou de prébiotiques par la femme
gestante influe sur son microbiote mais également sur celui du descendant. En effet,
I’exposition in utero aux antibiotiques est associée a une modification de la composition du
microbiote intestinal et une augmentation du risque de développer une infirmité motrice
cérébrale, indiquant une altération du neurodéveloppement [1]. Chez la mére gestante, la prise
d’antibiotiques provoque une modification de la composition du microbiote vaginal et est
associée chez le descendant a une modification a long terme du microbiote intestinal et au
développement d’une obésité précoce [1]. Les probiotiques au contraire sont des bactéries (ou
des levures) ayant des effets bénéfiques pour la santé de I’hote et, associés a un traitement
antibiotique, préviendraient des altérations du microbiote causées celui-ci [1]. Enfin, les
prébiotiques sont des chaines de sucres nommés oligosaccharides et polysaccharides qui sont
digérées par certaines bactéries intestinales mais non digestibles par 1’hote et ont également des
effets bénéfiques pour I’hdte. Servant de nutriment pour les bactéries qui les fermentent, les
prébiotiques vont donc favoriser la croissance des probiotiques bénéfiques pour 1’hote. Leur
fermentation bactérienne conduit a la production d’acides gras a chaine courte qui font partie
des métabolites bactériens détectés par les cellules entéro-endocrines de I’intestin et intégrés au
systéme nerveux central via le nerf vague.

Cette voie de signalisation fait partie des voies d’action étudiées dans le cadre de I’axe
intestin-cerveau et du role du microbiote dans la régulation du comportement alimentaire. Mais
avant d’établir un lien entre microbiote et comportement, il serait pertinent de présenter les
structures cérébrales impliquées dans la mise en place de la régulation du comportement

alimentaire.

2. Régulation du comportement alimentaire par I’axe intestin-cerveau

Le comportement alimentaire est dicté par un ensemble d’informations en provenance
de la sphére digestive intégrées au cerveau via différentes structures neuronales. L’axe intestin-
cerveau relie le systéme nerveux entérique au systéme nerveux central et il permet de
transmettre les signaux de la lumiere intestinale (nutriments, métabolites bactériens) au SNC
principalement via le nerf vague. Ces signaux sont détectés par les cellules de 1’épithélium
intestinal dont les cellules entéroendocrines (CEE) qui expriment des récepteurs aux nutriments
et métabolites bactériens et produisent des peptides régulateurs de I’appétit. Ces peptides
agissent de fagon paracrine via leurs récepteurs exprimés par les afférences vagales ou par voie

endocrine sur les circuits hypothalamiques régulant la prise alimentaire. L’activation vagale est



relayée dans le noyau du tractus solitaire (NTS) qui régule la prise alimentaire par voie réflexe
via les efférences vagales (ralentissement de la vidange gastrique et de la motricité intestinale).
Cette régulation trés précoce de la prise alimentaire (quantités ingérées, satiété) définit la
satiation. D’autres signaux comme les taux hormonaux de leptine et d’insuline, les taux
circulants de glucides et de lipides vont activer les circuits homéostatiques dont les structures
cérébrales sont I’hypothalamus et le tronc cérébral et réguler la faim, 1’appétit et la recherche
de nourriture. Enfin les circuits impliquant certaines zones du cortex cérébral et les structures
hédoniques (hypothalamus latéral, striatum, aire tegmentale ventrale) vont médier la préférence
pour certains aliments, I’apprentissage et la mémorisation des gotts, les émotions et le plaisir

liés a la consommation d’aliments.

Circuits homéostatiques

Leurs roles concernent la régulation de ’homéostasie énergétique et de 1’appétit et les
principales structures neuronales impliquées sont I’hypothalamus et le tronc cérébral.
L’hypothalamus est composé de plusieurs sites qui ont des actions antagonistes : le noyau arqué
(ARC), le noyau para-ventriculaire (PVN) et le noyau ventro-médian (VMN) régulant
négativement la prise alimentaire et le noyau dorso-médian (DMN) et 1’aire latérale de
I’hypothalamus (LHA) régulant positivement la prise alimentaire [1]. L’ARC est un noyau
principal de I’hypothalamus que I’on qualifie souvent de chef d’orchestre car il contient les
neurones ARCASRPNPY (activés par la ghréline et inhibés par la leptine, I’insuline et I’amyline)
qui transmettent les signaux orexigeénes via I’expression des neuropeptides Agouti-related
peptide (AgRP) et neuropeptide Y (NPY) et les neurones ARCPOMC/CART (activés par la leptine
et la sérotonine) qui transmettent les signaux anorexigenes via l’expression de la pro-
opiomelanocortin (POMC) et le cocaine- et amphetamine-regulated transcript (CART) et
peuvent également stimuler les dépenses énergétiques [1]. L’ARC envoie ensuite ses
projections axonales vers les autres noyaux hypothalamiques contenant le systéme de la

mélanocortine.

Le tronc cérébral comprend le noyau du tractus solitaire (NTS), le noyau moteur dorsal
du nerf vague (DMV) et le noyau parabrachial (PBN) et va jouer le rdole de relais des
informations centrales et périphériques liées a la prise alimentaire et la balance énergétique. La
présence de différents nutriments (glucose, acides gras, acides aminés...) dans le sang, la

présence d’hormones telles que la sérotonine ou la ghréline ou la distension gastrique sont des



exemples de signaux qui sont intégrés par le NTS puis communiqués a I’hypothalamus [1]. Un
autre exemple est I’a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) provenant des neurones
ARCPOMCCART ) NTSPOMC/CART egt yn exemple de signal intégré par le NTS et le DMV et qui

provoque une inhibition de la prise alimentaire [2].

Enfin, le PBN, via la libération de neuropeptides calcitonin gene related peptide
(CGRP), va induire une réduction de la prise alimentaire 1i¢ a une aversion gustative a un certain
aliment et son inhibition va entrainer une augmentation de la durée des repas sans augmenter la
quantité totale quotidienne d’aliment consommé, ainsi le PBN, tout comme la LHA, fait a la

fois partie du circuit homéostatique et du circuit hédonique [1].

Voies orexigenes Voies anorexigenes
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Figure 1. Représentation des projections axonales des neurones orexigénes ARCAZRPNPY gt

anorexigénes ARCPOMC/CART dang les différents noyaux hypothalamiques. ME : éminence
médiane. D’aprés Prior et al. (2010).

Circuit hédonique

Egalement appelé circuit de la récompense ou circuit non-homéostatique, son role
concerne 1’apprentissage, les expériences et la mémoire qui vont déterminer les choix, les
préférences et la motivation d’un individu.

Un premier élément du circuit hédonique qui fait également partie du circuit

homéostatique est la LHA qui joue un role dans 1’évaluation du degré de récompense li¢ a un



aliment, en ayant, a la différence des neurones ARCASRPNPY (différents degrés d’activation qui
vont provoquer différentes intensités de réponse, permettant par exemple de diminuer la valeur
de récompense d’un aliment lorsque le sujet est rassasié [3].

La LHA agit en connexion avec l’aire tegmentale ventrale (VTA) qui libére de la
dopamine et du GABA lorsque la LHA est activée [3]. La VTA, faisant partie du systéme
mésocorticolimbique, contient donc des neurones dopaminergiques qui projettent sur le noyau
accumbens (NAc) et des neurones GABAergiques qui projettent sur le cortex préfrontal (CPF)
et le NAc, des structures faisant également partie du cortex mésocorticolimbique [4, 5]. La VTA
est également une structure sensible a des hormones telles que la ghréline, la leptine ou
I’insuline qui vont I’influencer a stimuler ou inhiber la volonté « wanting » d’ingérer des
aliments [1].

Le NAc régule a la fois les processus de « wanting » (associé au circuit homéostatique)
et de « liking » (associé au circuit hédonique) et interagit avec I’ensemble des zones du circuit
hédonique afin de traiter les signaux liés aux émotions, a la motivation, aux mouvements et a
I’addiction via des afférences glutamatergiques [1, 6]. Le CPF est quant & lui la structure
responsable de la récompense en réponse a des stimuli sensoriels et 1’anticipation de cette

récompense suffirait a activer le CPF et indirectement la VTA et le NAc [1].

Food-related cues
(orosensory, olfactory
and visual inputs)

‘O— Dopamine signalling  F— Inhibitory signalling <— Excitatory signalling l

Figure 2. Représentation du circuit de la récompense chez le rongeur. PFC : cortex préfrontal
; NAc : noyau accumbens (striatum ventral) ; LHA : aire latérale de I’hypothalamus ; VTA :
aire tegmentale ventrale. L. M. Zeltser (2018)

Ces circuits intégrent les signaux périphériques liés a 1’état nutritionnel et métabolique

de I’organisme afin de stimuler ou d’inhiber la prise alimentaire. Dans le cas de la régulation



de la prise alimentaire, ce sont les cellules entéro-endocrines qui intégrent les signaux de la
lumiére intestinale (nutriments et métabolites bactériens) et les transmettent au systéme nerveux
central, constituant ainsi un élément clé de communication entre le microbiote et 1’axe intestin-

cerveau.

CEE : relais entre microbiote et axe intestin-cerveau

Dans I’intestin, les cellules entéro-endocrines (CEE) sécrétent des hormones et peptides
interagissant avec les circuits homéostatiques et hédonique en réponse aux nutriments et au
microbiote intestinal [1]. Parmi ces hormones et peptides, la sérotonine est sécrétée en réponse
aux acides gras a chaine courte (AGCC) produits par le microbiote intestinal et participe a la
régulation du péristaltisme intestinal et du comportement alimentaire. Le glucagon-like peptide
1 (GLP-1) est sécrété suite a un repas ou en réponse a la production d’AGCC et est associé a
une réduction de la prise alimentaire et de 1’adiposité et favorise la libération d’insuline (effet
incrétine) de fagon similaire au glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) également
sécrété par les CEE. Le PYY est également sécrété en réponse aux AGCC et induit un effet
anorexigéne via ’inhibition des neurones ARCASRPNPY [1],

Les AGCC sont produits par fermentation des fibres alimentaires et prébiotiques par
certaines bactéries ou levures du microbiote (dites fibrolytiques), permettant ainsi au microbiote
d’interagir avec 1’axe intestin-cerveau via la fonction endocrine des CEE [1]. Outre les AGCC,
le microbiote participe également a la production de certains neurotransmetteurs tels que la
dopamine, la sérotonine, la norépinéphrine ou I’histamine ayant des effets potentiels sur le
comportement [7]. L’indole, tout comme la sérotonine, est un neurotransmetteur dérivé du
tryptophane et produit par le microbiote qui va entrainer une diminution de 1’activité
locomotrice et une augmentation des comportements associés a 1’anxiété et a la dépression via

I’activation du DMV au niveau du tronc cérébral [8].

Enfin, les CEE présentent a leur surface des récepteurs TLRs (toll-like receptor),
notamment TLR-4 dont le ligand est le lipopolysaccharide (LPS), composant de la paroi des
bactéries Gram négative. Des études chez la souris obése ou nourrie par régime riche en gras
ont démontré une composition du microbiote altéré avec une augmentation des bactéries Gram
négative, provoquant une suractivation des TLR-4 et entrainant des symptdmes tels qu’une
augmentation de la perméabilité intestinale (via diminution de 1’expression des génes de

jonctions adhérentes et serrées), une inflammation de bas grade, une dérégulation du



métabolisme glucidique et une insulinorésistance qui peuvent €tre prévenus par traitement

antibiotique ou supplémentation en prébiotiques [1].

Le comportement alimentaire résulte donc d’une communication entre différentes
structures de I’organisme constituant I’axe intestin-cerveau et le microbiote semble pouvoir

intervenir dans cette communication, influencant alors le comportement alimentaire.

3. Voies impliquées par le microbiote dans la modification du comportement

Afin d’analyser le réle du microbiote dans la programmation du comportement
alimentaire, A-L Pocheron et ses collaborateurs ont mis au point dans une étude publiée cette
année [9] un protocole de transfert de microbiote de meéres rates génétiquement prédisposées a
I’obésité (OP) ou au contraire génétiquement résistantes a 1’obésité (OR) a des rats nouveau-
nés conventionnels (Fischer F344) nommés respectivement F-OP, F-OR ou F-Sham pour les
rats ayant recu la solution utilisée pour conserver les inocula. Les transferts ont eu lieu de la
naissance des ratons a leurs 15¢éme jour puis des prélévements de microbiotes ont eu lieu a J21
et J200 afin d’en déterminer la composition. Tout au long de leur vie, les ratons ont subi
différents tests de comportement alimentaire.

De cette étude sont ressortis 3 principaux résultats : premi¢rement, une différence de
composition du microbiote entre les ratons de deux groupes traités par gavage d’inocula et le
groupe controle a J21 ce qui souligne une efficacité du transfert des microbiotes.
Deuxieémement, des performances dans les tests de comportement alimentaire qui différent
entre groupes indiquant un effet du gavage en début de vie sur certains éléments de la régulation
de Dl’appétit ou sur les préférences. Enfin, une homogénéisation de la composition des
microbiotes entre les différents groupes a J200 suggérant que le transfert de microbiote n’était
efficace que pour une durée limitée. Pour résumer ces résultats en une phrase, des groupes de
ratons qui ne différaient que de par leur microbiote a un jeune age ont démontré des
comportements alimentaires différents tout au long de leur vie, méme aprés la dissipation des
différences de microbiote. Ces résultats ont permis de formuler 1’hypothése selon laquelle il
existerait une fenétre critique de développement au début de la vie néonatale durant laquelle la
composition du microbiote aurait un effet de programmation du comportement alimentaire.

Nous avons vu précédemment que, de maniére naturelle, le microbiote intestinal se

mettait en place dés les premiers jours apres la naissance. Or, le neurodéveloppement des



structures responsables du comportement alimentaire se poursuit également durant cette
période (Zeltser et al. 2018), qui correspond également a la période ou Pocheron et al. ont

observé les différences de composition du microbiote (J21).

Cette concomitance entre mise en place du microbiote intestinal et neurodéveloppement
des circuits régulant le comportement alimentaire est pertinente car plusieurs études ont montré
que la composition du microbiote a un impact sur le neurodéveloppement et le fonctionnement
des structures neurales (Heijtz et al. (2011), Cox et al. (2014), Kundu et al (2019)). Heijtz et al.
(2011) ont montré que des souris axéniques (GF) présentaient une diminution de 1’anxiété et
une augmentation de ’activité motrice comparés a des souris Specific Pathogen Free (SPF)
avec un microbiote normal. Une exposition des souris GF a un microbiote intestinal a un jeune
age donnait des résultats similaires aux souris SPF, indiquant qu’il y avait une modulation du
comportement par le microbiote intestinal normal chez la souris. Cox et al. (2014) ont quant a
eux montré que des souris exposées a une faible dose de pénicilline (LDP) uniquement a un
jeune age montraient des résultats a long terme sur 1’expression des geénes impliqués dans
I’immunité de 1’iléon et la composition corporelle notamment le développement de 1’obésité 1i¢
a un régime hypercalorique. Ces différences étaient également visibles chez des souris GF
inoculées avec le microbiote des souris LDP.

Kundu et al. ont étudi¢ en 2019 I’'impact de la composition du microbiote intestinal sur
le neurodéveloppement et la croissance intestinale. Pour ce faire, ils ont inoculé des jeunes
souris axéniques de 5-6 semaines avec le microbiote de souris de 24 mois ainsi que le
microbiote de souris de 5-6 semaines (pour contrdle), puis ont procédé a des analyses 8 a 16
semaines apres les transferts. Parmi les principaux résultats qu’ils ont obtenus, ils ont observé
une plus grande population de neurones positifs a la doublecortine (DCX+) chez les souris ayant
recu le microbiote des souris agées, indiquant une augmentation de la neurogenése au niveau
du gyrus dentelé de I’hippocampe comparés aux souris ayant regu le microbiote des souris
jeunes (différence encore plus visible aprés 16 semaines). Cependant chez les souris donneurs,
les souris agées présentent moins de neurones positifs a la doublecortine que les souris jeunes,
indiquant que le microbiote des souris agées aurait un potentiel de stimulation de la neurogenése
uniquement chez la jeune souris. Ils ont également observé une augmentation des marqueurs de
cellules souches Sox9 et CD133 et du facteur neurotrophique BDNF chez les souris ayant regu
le microbiote de souris agées. D’autre part, les chercheurs ont observé un effet de ce transfert
sur le développement intestinal, notamment une augmentation de la surface de la paroi

intestinale chez les souris ayant regu le microbiote de souris agées, et qui serait dii en partie a



I’augmentation de 1’expression de PPAR chez ces souris mais également la diminution de
Akkermansia muciniphila qui est une bactérie connue pour réguler la longueur et la surface des

intestins.

En ce qui concerne le comportement alimentaire, ClpB, une protéine membranaire issue
d’Escherichia coli, a été identifiée comme facteur bactérien stimulant 1’activité des neurones
ARCPOMC/CART pBNCGRP et dy VMN et la sécrétion de GLP-1 et PYY par les CEE, ce qui aurait
pour conséquence de diminuer la prise alimentaire [14]. D’autre part, un des produits de sa
dégradation serait mimétique de I’a-MSH et serait corrélé a la gravité des troubles du
comportement alimentaire 1i¢ a I’anorexie et la boulimie nerveuse [1].

Les travaux de Schéle et al. (2013) comparant 1’expression des génes de souris
axéniques et de souris conventionnelles ont mis en avant la diminution chez les souris
conventionnelles de I’expression des geénes anorexigenes gcg (codant pour le glucagon et le
GLP-1) et bdnf (codant pour le brain-derived neuropeptide factor (BDNF), un
neurotransmetteur fortement synthétisé dans le VMN) qui sont considérés ici pour le rdle
neurotrophique [15].

De récentes études sont venues conforter 1’idée que I’expression des génes impliquées
dans le neurodéveloppement, le comportement, le stress et 1’anxiété serait perturbée par des
changements de composition du microbiote, notamment une perturbation de la transcription des
genes de la plasticité synaptique, de la sérotonine et du BDNF au niveau de 1’hippocampe de
souris axéniques (pour revue Louwies et al. 2019). Des études plus approfondies sur la

modification du transcriptome par le microbiote sont donc nécessaires.

4. Objectifs et stratégies expérimentales : Liens entre modifications

transcriptionnelles et modifications comportementales

Afin de vérifier I’hypothése du formatage précoce des réseaux neuronaux impliqués
dans la régulation du comportement alimentaire par le microbiote, il semble pertinent d’étudier
le transcriptome de différents tissus qui composent 1’axe intestin-cerveau en utilisant les
¢chantillons de cerveau, de colon et d’iléon prélevés sur certains ratons F-OP, F-OR et F-Sham
a J21. Ces échantillons, comme décrit précédemment, ont ét¢ obtenus par transfert de
microbiote de rates OP ou OR a des rats nouveau-nés conventionnels (Fischer F344) a leur

naissance et dans les jours qui suivent.



La stratégie expérimentale qui est appliquée est d’une part une étude sans a priori par
RNA-Seq afin d’avoir une image globale de 1’expression des geénes des tissus ciblés et qui
permettra d’identifier les voies mises en jeu par le microbiote dans la programmation du
comportement alimentaire. D’autre part, une étude a priori par PCR quantitative permettra de
quantifier précisément I’expression des geénes d’intérét dans les tissus ciblés.

Les geénes qui seront analysés seront notamment ceux en lien avec le neurodéveloppement, que
ce soit au niveau cérébral ou intestinal, ceux en lien avec I’intégrité de la paroi intestinale et
ceux en lien avec I’immunité et I’inflammation au niveau des intestins.

Dans un second temps, des études d’association seront testés entre les modifications

transcriptionnelles et les microbiotes présents chez les ratons.

5. Matériel et méthodes

5.1. Traitement des rats échantillonnés

Pour procéder a la préparation des inocula, des rats femelles OP et OR de 7 semaines
obtenues chez les laboratoires Charles River ont été nourries a un régime hypercalorique HED
apres 2 semaines d’adaptation sous régime standard (SD) (Fig. 3A). Le premier prélévement de
microbiote a été effectué a 2-3 jours de la fin de la gestation (G3) et concernait le microbiote
fécal et vaginal. Ensuite, les prélévements suivants [a J (jour apres la naissance) 1, 5, 10 et 15]
ne concernaient que les microbiotes fécal et issu du lait maternel. Les rats nouveau-nés qui ont
recu les inocula ont été obtenus a partir de meres de souche Fischer conventionnelle. Trois
groupes de ratons Fischer, males et femelles, ont regu dés la naissance les inocula OP, OR ou
la solution utilisée pour conserver les inocula (NaCl 0,9% glycérol 10%) et ont été nommés
respectivement F-OP, F-OR ou F-Sham. Ils ont été¢ mis sous régime HED de J100 a la fin, avec

une récolte des féces a J21 et J200 (Fig. 3B).
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Figure 3. A) Nutrition et prélévement de microbiote des meres OP et OR. SD : régime standard.
HED : régime a haut apport énergétique. G3 : 3¢éme semaine de gestation. F : microbiote
maternel fécal. V : microbiote maternel vaginal. M : microbiote maternel dérivé du lait
maternel. PND : jour aprés la naissance. B) Nutrition et études comportementales des rats F-
OP, F-OR et F-Sham inoculés. [9]

5.2. Préparation des échantillons pour RT-qPCR

Des échantillons d’ADNc obtenus par transcription inverse des ARNs des tissus ont été
dilués au 1/40¢me dans de I’H20 puis déposés dans les puits de plaques de PCR. Chaque puit
correspond a ’ADNc dilué¢ au 1/40¢éme d’un individu au niveau d’un tissu donné. 5 uL de
chaque puit a été déposé sur une nouvelle plaque auquel a été ajouté 10 pL d’un mélange
d’amorces et de fluorochrome (1,5 pL. d’amorce "forward" F + 1,5 pL d’amorce “reverse” R +
7,5 uL de SYBR™ Green, homogénéisé) dans chaque puit. Les plaques ont ensuite ét¢ déposées

dans les machines PCR réglées sur le protocole suivant (Fig. 4).
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Figure 4. Protocole utilisé lors des cycles de PCR quantitative.



5.3. Caractérisation microbienne des inocula et des contenus intestinaux des ratons

inoculés a J21

Ces manipulations ont été effectuées par Pocheron et al. (2021) [9]. L’extraction de
I’ADN des inocula et des contenus intestinaux a été effectué en utilisant les kits de Qiagen
(Hilden, Allemagne). La quantification de I’ADN et le comptage des bactéries a été effectué
par qPCR. L’identification des bactéries a été effectué par séquencage 16S des ADNTr.

6. Résultats

Réponse immunitaire, CD14, TLR5*, F480, FFAR2, GPR120, PON2, PON3, TLR4*,
interaction microbiote-hote TNFa*, FFAR3, Gpbarl
Systeme nerveux Pax6, Neurod1, VIP, Chat, NOS, S100b, SYP, NTS, Sox10
Fonction endocrine Neurod1, ChgA, PYY*, CCK*, Prox1, Pax6, GIn*, NTS
Autre Muc2, Cldn2*, Alpi, Lcn2

Figure 5. Liste des génes testés par RT-qPCR dans I’iléon et le cdlon, triés par fonctions. *geénes
testés avant mon arrivée au laboratoire.

6.1. Variations de I’expression de génes du systéme nerveux entérique, de la fonction

endocrine intestinale et de ’inflammation uniquement dans I’iléon

Variation de [’expression de genes du systeme nerveux entérique entre les groupes F-OP et F-
OR ou F-SHAM dans [’iléon
Parmi les genes liés au systeme nerveux testés (Fig. 5) par gPCR, S100b et NOS ont

montré des différences d’expression significatives dans I’iléon (Neurodl sera abordé dans la



partie fonction endocrine) et ce, uniquement chez les femelles (Fig. 6). L expression de S100b
est significativement plus faible dans le groupe F-OP comparé au groupe F-SHAM et
I’expression de NOS est significativement plus faible dans le groupe F-OP comparé au groupe

F-OR.

Variation de [’expression de genes de la réponse immunitaire et de l’interaction microbiote-
hote entre les groupes F-OP et F-OR ou F-SHAM dans [’iléon

Parmi les genes liés a la réponse immunitaire et a I’interaction microbiote-hote testés
par qPCR (Fig. 5), uniquement TLR4 a montré des différences d’expression significatives, et
ce chez le male et la femelle (Fig. 7). C’est également le seul geéne testé a présenter une
différence d’expression significative chez le male. Chez le male et la femelle I’expression de

TLR4 est significativement plus élevée dans le F-OR comparé au groupe F-SHAM.

Variation de [’expression de genes de la fonction endocrine entre les groupes F-OP et F-OR
ou F-SHAM dans [’iléon

Parmi les geénes liés a la fonction endocrine testés par qPCR (Fig. 5), uniquement
Neurodl et ChgA ont montré des différences d’expression significatives, et ce, uniquement
chez la femelle (Fig. 8). Les deux genes sont significativement moins exprimés dans le groupe
F-OR comparé aux autres groupes chez la femelle. Cependant, le premier couple d’amorces
pour la ChgA n’étaient pas optimales et le deuxiéme couple d’amorce n’a pas permis de
démonter de différence d’expression significative dans 1’iléon des ratons femelles. La moyenne
des résultats des qPCRs des 2 couples d’amorces a démontré une variation non significative
d’expression, ¢’est pourquoi nous considérerons les résultats du second couple d’amorces pour

la ChgA.
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Figure 6. Expression relative a 1’actine des genes liés au systéme nerveux au niveau de I’iléon
des rats F-OP, F-OR et F-SHAM a J21, présentés en log de %Sham. F = Femelles, M =
Males. Sox10 faisait partie des derniers geénes et a été testé sur un nombre réduit d’individus
(37/54) par manque d’échantillons d’ADNc (en particulier dans le groupe F-SHAM).
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Figure 7. Expression relative a I’actine des genes liés a la réponse immunitaire et a I’interaction
microbiote-hdte au niveau de I’iléon des rats F-OP, F-OR et F-SHAM a J21, présentés en log
de %Sham. F = Femelles, M = Males. FFAR3 faisait partie des derniers genes et a été testé sur
un nombre réduit d’individus (38/54) par manque d’échantillons d’ADNc (en particulier dans
le groupe F-SHAM).
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Figure 8. Expression relative a 1’actine des génes liés a la fonction endocrine au niveau de
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et sont nommés ChgA F bis et ChgA M bis sur la figure.

D’autres genes ont également été testés dans I’iléon mais n’ont pas montré de différences
d’expression significative (Fig. 9). C’est le cas de la Mucine 2 (Muc2) qui code pour une
protéine sécrétoire impliquée dans la protection de la barriére intestinale, la Claudine 2 (Cldn2)
qui code pour une protéine de jonction serrés des cellules de la paroi intestinale, la Phosphatase
Alcaline intestinale (Alpi) qui participe au transport de phosphate dans les cellules épithéliales
intestinales et la Lipocaline 2 (Lcn2) qui joue un réle dans la régulation du métabolisme

énergétique [17, 18, 19, 20].
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Figure 9. Expression relative a ’actine des autres genes testés au niveau de 1’iléon des rats F-
OP, F-OR et F-SHAM a J21, présentés en log de %Sham. F = Femelles, M = Males.

6.2. Variations de I’expression de génes du systéme nerveux entérique, de la fonction

endocrine intestinale et de I’inflammation dans le c6lon

Aucune variation d’expression significative n’a été observée dans le c6lon. La derniére
série d’amorces commandées (Alpi, Lcn2, ChgA, Gpbarl, Prox1, NTS, FFAR3, Sox10) n’a été
testée que dans I’iléon par manque d’échantillons d’ADNc des ratons a J21 et ce choix a été fait
en raison de 1’absence de variation d’expression significative sur les génes testés précédemment

dans le colon.

6.3. Variation de ’expression de génes liés a la régulation de la prise alimentaire et aux

centres de la récompense dans le cerveau et le tronc cérébral

Variation de l’expression de genes du systeme de la récompense entre les groupes F-OP et F-
OR

Parmi les genes liés au systéme de la récompense testés par qPCR dans la VTA et le
NAc, uniquement Mu Opioid (gene 1i¢ a I’addiction) a montré des différences d’expression
significatives, et ce uniquement chez la femelle (Fig. 10) au niveau du NAc. L’expression de

Mu Opioid est significativement plus élevée pour le groupe F-OP comparé au groupe F-OR.
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Figure 10. Expression relative des génes li€s au systéme de la récompense au niveau du NAc
et de la VTA des rats F-OP, F-OR par rapport a I’expression relative du groupe F-SHAM (géne
de référence Actine et GADPH) a J21. F = Femelles, M = Males, NAc = Noyau Accumbens,
VTA = Aire tegmentale ventrale. N=6 pour chaque groupe.



Variation de [’expression de genes liés a la régulation de la prise alimentaire entre les

groupes F-OP, F-OR et F-SHAM

Parmi les geénes liés a la régulation de la prise alimentaire testés par qPCR dans la

I’hypothalamus (HT) et le tronc cérébral (TC), uniquement CB1 R (gene lié a la signalisation

orexigene) et TLR4 ont montré des différences d’expression significatives, et ce uniquement

chez la femelle (Fig. 11) au niveau de I’hypothalamus. L’expression de CB1 R est

significativement plus faible pour le groupe F-OR comparé au groupe F-OP contrairement a

I’expression de TLR4 qui est significativement plus élevée pour le groupe F-OR comparé au

groupe -F-OP.
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Figure 11. Expression relative des génes liés au systéme de la prise alimentaire au niveau de
I’hypothalamus (A) et du tronc cérébral (B) des rats F-OP, F-OR par rapport a 1’expression
relative du groupe F-SHAM a J21. F = Femelles, M = Males.

6.4. RNA-seq

J’ai réalisé la préparation et la quantification des échantillons de cerveaux qui ont été

fournis a la plateforme de séquencage GenoBird (SFR Frangois Bonamy). Les résultats bruts

ont ensuite été traités par la bioinformaticienne de 1’unité PhAN. Les résultats sont en cours de

traitement mais ont pu déja montrer la trés bonne qualité de I’expérimentation. IIs montrent des

profils d’expression différentielles entre structures cérébrales étudiées. Cependant I’analyse

plus approfondie des profils nécessite plus de temps que ce qui est possible pendant mon stage.



6.5. Corrélations entre composition du microbiote et expression de génes dans I’intestin
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Figure 12. Corrélation par test de Spearman entre la composition du microbiote intestinal et
I’expression de genes des ratons femelles F-OP, F-OR et F-SHAM a J20-21. A. Corrélation
avec I’expression des génes dans I’iléon. B. Corrélation avec 1’expression des genes dans le
colon.



7. Discussion

Le but de ce stage était I’identification de génes et de voies affectées par le microbiote
et qui pourrait influencer la programmation du comportement alimentaire au cours de la fenétre
développementale critique présentée précédemment via I’analyse du transcriptome du cerveau
et des intestins. Le but final étant de réussir a établir des corrélations entre certaines populations
microbiologiques et certaines variations d’expression de genes. De facon étonnante, aucune
variation d’expression significative des geénes testés n’a été observée dans le colon
contrairement a 1’iléon alors que le c6lon contient jusqu’a 10° fois plus de bactéries par gramme
que I’iléon [21]. D’autre part, des geénes liés a différentes fonctions telles que la fonction
endocrine, la réponse immunitaire et le systéme nerveux ont montré des variations d’expression
significatives dans 1’iléon, faisant de 1’iléon une cible potentielle du microbiote dans la

programmation du comportement alimentaire.

7.1. Le transfert de microbiote OP a possiblement modulé I’expression de génes liés au

systeme nerveux dans I’iléon des ratons F-OP femelles a J21

Parmi les génes liés au systéme nerveux, S100B, NOS et NeuroD1 sont les seuls a avoir
démontré des variations d’expression significatives et ce, uniquement dans 1’iléon des ratons
femelles a J21.

La protéine S100B est une petite neurotrophine (facteur de survie et de différenciation
des neurones du systéme nerveux périphérique) qui peut étre retrouvée dans le cytoplasme et/ou
le noyau de différents tissus nerveux ou non. SI00B est également la seule protéine de la famille
des S100 a étre physiologiquement exprimée par les cellules gliales entériques [22]. Beaucoup
d’études se sont intéressées a 1’augmentation de I’expression de S100B en lien avec une
inflammation dépendante du NO dans le contexte de maladies inflammatoires de 1’intestin,
cependant ici on observe une diminution de I’expression de S100B par rapport au groupe
contrdle, ce qui est un sujet assez peu représenté dans la littérature. Huttunen et al. en 2000
avaient démontré que I’expression physiologique de S100B a des concentrations nanomolaires
avait des effets neurotrophiques de maniére paracrine et autocrine [23]. Une hypothése pourrait
alors étre que la diminution de I’expression de S100B a pu avoir des effets sur le développement

des structures neurales potentiellement ciblées par S100B.



C’est ce qu’ont étudié Hao et al. en 2017 en s'intéressant a I’effet de 1’inhibition de
S100B sur le développement du systéme nerveux entérique [24]. Pour ce faire, ils ont cultivé
des explants d’intestins embryonnaires de souris dans de 1’acide arundique (inhibiteur de la
synthése de S100B) a un stade ou la synthése de S100B n’a pas encore débuté. Lorsque comparé
a un groupe contrdle (uniquement du milieu de culture) et a un groupe cultivé avec du DMSO
(utilis€¢ comme solvant de 1’acide arundique), ils ont observé une diminution de la prolifération
des cellules entériques dérivées de la créte neurale (ENCC). Ils ont également observé une
diminution de I’expression de Sox10+, un facteur de transcription retrouvé dans les ENCC qui
joue un réle dans le maintien du pool de cellules progénitrices de la créte neurale et le
développement des cellules gliales. Les chercheurs ont également effectué une comparaison
avec des explants d’intestins adultes présentant une expression physiologique de S100B et
cultivé avec I’acide arundique et n’ont pas observé d’effet sur Sox10, permettant d’exclure un
potentiel effet direct de 1’acide arundique sur Sox10 et d'émettre 1’hypothése que I’acide
arundique agit sur I’expression de Sox10 via I’inhibition de S100B.

Cette étude a donc permis de mettre en avant un possible role de S100B dans
I’expression de Sox10 et donc le développement des cellules gliales entériques. Cependant, les
résultats de la qPCR de Sox10 dans I’iléon ne montrent pas de variation d’expression
significative. Une des raisons a cela pourrait étre que S100b avait déja joué son role dans
I’expression de Sox10 au moment ou les transferts de microbiote ont débuté (a la naissance).
Une autre raison pourrait étre le manque d’individus (causé€ par un manque d’ADNc sur les
derniers génes a tester) lors de la qPCR sur le géne Sox10 qui a pu biaiser les résultats

statistiques.

Un autre géne lié au systéme nerveux qui présente une variation d’expression
significative est I'oxyde nitrique synthase (NOS) qui est une enzyme retrouvée dans différents
types cellulaires tels que les neurones, les cellules endothéliales et les macrophages [25]. Sa
fonction principale est la production d’oxyde nitrique (NO) a partir de L-Arginine, de NADPH
et de dioxygene (02) [25]. L’oxide nitrique est un neurotransmetteur inhibiteur qui régule la
relaxation musculaire notamment au niveau gastrointestinal [26]. NOS étant un trés bon
marqueur neuronal, une diminution de son expression, comme observé dans le groupe F-OP
comparé a F-OR, pourrait étre le signe d’une moins bonne innervation au niveau iléal chez le
groupe F-OP. Cela pourrait donc avoir des conséquences sur 1’activité motrice du tractus

gastrointestinal au niveau iléal.



Le Neurogenic Differentiation factor 1 (NeuroD1) est un facteur de transcription qui
régule la différenciation des cellules souches en cellules neuronales ou endocrines [27]. Dans
I’intestin, il intervient dans la différenciation des cellules souches en cellules entéroendocrines
[28]. NeuroD1 fait partie de la famille des protéines basic Helix-Loop-Helix (b HLH) qui sont
essentielles a la neurogénése embryonnaire [29]. Les travaux de Gao et al. en 2009 suggerent
que NeuroD1 participerait également a la différenciation et la survie des neurones du bulbe
olfactif générés chez 1’adulte [29]. La diminution de I’expression de NeuroD1 dans le groupe
F-OR pourrait donc étre expliqué par une diminution de la motivation a 1’alimentation en
réponse a une possible perte partielle de 1’odorat chez ce groupe. Cette piste pourrait étre
approfondie par des analyse par qPCR et immunohistochimie de I’expression de NeuroD1 au

niveau du bulbe olfactif.

7.2. Le transfert de microbiote OR a possiblement modulé I’expression de TLR4 dans

I’iléon des ratons F-OR a J21

Toll-Like Receptor 4 (TLR4) fait partie des senseurs des Pathogen-Associated
Molecular Pattern (PAMPs) et se spécialise dans la reconnaissance des lipopolysaccharides
(LPS). La reconnaissance de LPS par TLR4 conduit a la synthése de chimiokines et de
cytokines pro-inflammatoires [30]. Des études montrent que des souris déficientes en TLR4
semblent étre résistantes a une obésité induite par un régime riche en gras [31]. Cependant et
de maniere étonnante, le groupe F-OR présente une augmentation de 1’expression de TLR4
dans I’iléon et I’hypothalamus comparé au groupe F-SHAM. Belmonte et al. (2016) se sont
intéressé¢ au role de TLR4 dans I’inflammation de bas grade associ¢ a I’anorexie grace a un
modele de souris Activity-Based Anorexia (ABA) présentant un comportement qui favorise
I’anorexie (diminution de 1’apport alimentaire, hyperactivité physique...). Cette étude a permis
de démontrer une augmentation de 1’expression de TLR4 dans les cellules épithéliales du colon
et les macrophages des souris ABA ainsi qu’une augmentation de la production de cytokines
pro-inflammatoires, suggérant que la voie du TLR4 serait en partie responsable de
I’inflammation de bas grade associé a I’anorexie nerveuse [30]. L’augmentation de 1’expression
de TLR4 observé chez le groupe F-OR pourrait alors en partie expliquer une tendance des rats

F-OR a adopter des comportements alimentaires différents des autres groupes.



8. Conclusion

Le but de ce travail était d’identifier les voies impliquées par le microbiote dans la
programmation du comportement alimentaire. Les analyses par gPCR de ’intestin ont permis
d’identifier plusieurs geénes impliqués notamment dans le systéme nerveux entérique et
I’interaction microbiote-hote dont les expressions ont été modulées par le transfert de
microbiote et qui pourraient participer a la programmation du comportement alimentaire. Les
¢tudes de corrélations entre composition du microbiote et variation d’expression de génes de
I’axe  microbiote-intestin-cerveau semblent pouvoir étre  exploitées, notamment
Lachnospiraceae et Lactobacillus qui semblent étre corrélés a plusieurs génes testés dans
I’iléon. Les résultats de la RNA-seq pourront également étre exploités puisqu’ils semblent
montrer une bonne qualité de I’expérimentation. Des analyses par immunohistochimie restent
a faire pour confirmer les résultats obtenus jusqu’ici, notamment pour TLR4 qui semble étre
une piste prometteuse, étant le seul géne a exprimer des variations d’expression significatives

a la fois chez le male et la femelle.
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Annexes

Préparation des échantillons pour RNA-seq

Pour procéder a la purification de I’ARN des échantillons de cerveau, nous avons suivi
le protocole fourni avec les kits de purification de Macherey-Nagel. 30 mg d’un pool de tissus
cérébraux ont été prélevés auquel nous avons ajouté 350 uL. de Buffer RP1 (guanidinium
thiocyanate 45-60%) et 3,5 uL. de B-mercaptoethanol puis passé au vortex pour la lyse cellulaire.
Le lysat a ensuite été¢ centrifugé a 11 000 x g pendant 1 minute dans une colonne a filtre
NucleoSpin® et le filtrat a été récupéré dans un tube de collecte afin de réduire la viscosité et
de clarifier le lysat. 350 uL d’éthanol (70%) a été ajouté au filtrat, homogénéisé puis déposé
sur une colonne a filtre NucleoSpin® RNA/Protein Column avant d’étre passé 30 secondes a
11 000 x g a la centrifugeuse. De cette fagon, uniquement les ARNs et ADN sont liés a la
membrane de la colonne. 350 pL de Membrane Desalting Buffer (MDB) a été ajouté a la
membrane séche puis passé a la centrifugeuse a 11 000 x g pendant 1 minute afin d’augmenter
I’efficacité de la rDNAse qui a suivi. 95 uLL d’un mélange réactionnel de rDNAse (10 pL de
rDNAse + 90 pL de solution tampon) a été ajouté a la membrane et incubé a température
ambiante pendant 15 minutes. 3 lavages ont ensuite eu lieu, un premier avec 200 uLL de tampon
RA2 (centrifugé 30 s a 11 000 x g) pour désactiver la rDNAse, un second avec 600 pL de
tampon RA3 (centrifugé 30 s a 11 000 x g) et un troisiéme avec 250 pL de tampon RA3,
centrifugé 2 min a 11 000 x g pour sécher complétement la membrane. Les ARNs purifiés ont
été €élués dans 60 uL d’H20 et centrifugé a 11 000 x g pendant 1 minute. Normalisation et
analyse de I’expression différentielle des genes par le logiciel DESeq?2 (version 1.24.0) (Love
et al. 2014) [32]. Utilisation d’un script de recherche de pathway d’expression élaboré par
Kilens et al. (2018) [33].
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Figure : Analyse en composante principale de la répartition des transcrits qui se distinguent en

formant 3 clusters (ces clusters représentent les types de structures (VTA, HT, punches).
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Figure : Heatmap représentant la répartition des transcrits dans des modules (M0, M1, M2....
formés de groupes de geénes) dont les profils d’expression se distinguent (différences de

couleurs) ou pas (couleurs identiques) entre les 3 types de clusters (k1, k2, k3).
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Figure : Expression différentielle des génes codant pour certains peptides impliqués dans la

régulation de la prise alimentaire, entre les structures et les groupes.



Résumé

Beaucoup de recherches on mit en évidence une corrélation entre la composition du
microbiote et le développement de diverses pathologies, notamment neurodégénératives. En
effet, une concomitance existe entre la mise en place du microbiote intestinal dés les premiers
jours apres la naissance et le neurodéveloppement de structures liés au comportement. Cette
concomitance est appuyée par de nombreuses études qui sont parvenues a démontrer 1’existence
une fenétre développementale critique au début de la vie néo-natale durant laquelle une
différence de composition du microbiote pourrait causer des effets a long terme sur le
développement. L.’objectif de ce mémoire est d’identifier les voies impliquées par le microbiote
dans la programmation du comportement alimentaire. La stratégie employée est d’étudier par
qPCR et RNA-seq le transcriptome a J21 de ratons Fischer inoculés des la naissance avec le
microbiote de meres prédisposées a 1’obésité ou résistantes a 1’obésité. Parmi les résultats
obtenus, nous avons notamment observé une variation de I’expression de plusieurs génes dans
I’iléon des ratons femelles (S100B, NOS, NeuroD1, TLR4). Des corrélations entre composition
du microbiote et expression de ces genes ont également été établies. Ces résultats demandent a
étre confirmés par immunohistochimie mais permettent déja d’identifier des pistes de voies
d’action du microbiote dans la programmation du comportement alimentaire.

Mots clés : microbiote, neurodéveloppement, fenétre développementale, programmation,
comportement alimentaire

Many researches have shown a correlation between the composition of the microbiota and the
development of various pathologies, including neurodegenerative ones. Indeed, there is a
concomitance between the establishment of the intestinal microbiota from the first days after
birth and the neurodevelopment of behavior-related structures. This concomitance is
supported by numerous studies that have succeeded in demonstrating the existence of a
critical developmental window at the beginning of neo-life during which a change in
microbiota composition could cause long-term developmental effects. The aim of this brief is
to identify the pathways involved by the microbiota in the programming of feeding

behavior. The strategy employed is to study by gPCR and RNA-seq the transcriptome at
PND21 of Fischer pups inoculated from birth with the microbiota of obese-prone or obese-
resistant dams. Among the results obtained, we observed a variation in the expression of
several genes in the ileum of female pups (S100B, NOS, NeuroD1, TLR4). Correlations
between microbiota composition and gene expression have also been established. These
results need to be confirmed by immunohistochemistry but already make it possible to
identify pathways for the microbiota in the programming of feeding behavior.

Keywords: microbiota, neurodevelopment, developmental window, programming, feeding
behavior



