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RESUME

De nombreuses études indiquent qu'une perturbation de Il’environnement périnatal
contribuerait au développement de maladies chez les descendants adultes. La perturbation la plus
étudiée est la malnutrition qui touche plus de 2 milliards d’individus dans le monde. Des travaux
ont associé la malnutrition maternelle et des altérations a court et a long terme chez les
descendants, avec en particulier une augmentation de troubles métaboliques et cognitifs. Bien que
la plupart des études se soient focalisées sur les conséquences au niveau périphérique, quelques
travaux ont montré des effets sur le cerveau, lequel se développe principalement durant la
lactation chez la souris et durant la fin de grossesse chez 'Homme. En effet, des travaux suggérent
qu’'un régime riche en graisse (HF) durant la période périnatale provoque des altérations au
niveau de I'’hippocampe (structure essentielle dans les processus cognitifs). Par ailleurs, les
altérations métaboliques étant un facteur de risque de la maladie d’Alzheimer (MA) et les troubles
cognitifs étant une caractéristique de celle-ci, il semble possible que la malnutrition maternelle
puisse participer au développement de la MA. A I'’heure actuelle, peu de données sont disponibles
et aucune étude a appliqué le régime uniquement durant la lactation. De plus, aucun travail a
étudié la présence d’éventuels différences sexuelles alors que la MA touche davantage les femmes
que les hommes. Ainsi, I'objectif principal de mes travaux de these était d’'identifier les effets d'un
régime maternel HF durant la lactation chez les descendants males et femelles adultes dans un

modeéle murin mimant le versant Tau de la MA (souris THY-Tau22).

Pour atteindre cet objectif, nous avons croisé des femelles C57Bl6/] avec des males THY-
Tau22 et soumis les femelles a un régime standard ou HF (58% de graisse) durant les 3 semaines
de lactation. Au sevrage les descendants THY-Tau22 et leurs contréles de portée ont recu un
régime standard jusqu’au sacrifice a I'dge de 4 (début de la 1ésion Tau) ou 7 mois (début du déclin
cognitif). Les résultats indiquent que le régime maternel HF diminue la masse pondérale des
meres durant la lactation et augmente celle des descendants au sevrage. A 1'dge adulte, la régime
maternel HF induit une intolérance au glucose chez les descendants males uniquement. De plus,
le régime maternel HF provoque une altération de la mémoire spatiale chez les descendants males
et femelles, quel que soit leur génotype. Ces troubles s’accompagnent, chez les descendants THY-
Tau22, d’'une augmentation de la phosphorylation de la protéine Tau hippocampique a I'age de 4
mois chez les males et a 7 mois chez les femelles, mettant en évidence un décalage entre les deux
sexes. Par ailleurs, ils s’accompagnent d’une altération de la neurogenese hippocampique adulte,
avec une augmentation de la prolifération chez les descendants C57BI16/] males et de neurones
matures chez les descendants THY-Tau22 femelles. De plus, les analyses révélent que le régime
maternel HF modifie les synapses avec une diminution de compartiments post-synaptiques chez

les femelles C57BL6/] et des protéines NR2B et SNAP25 chez les méales THY-Tau22. Enfin, par une
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approche multi-omiques, nous avons montré que le régime maternel HF modifie le transcriptome
et le protéome hippocampiques, en affectant des voies biologiques associés a la mitochondrie, au
métabolisme énergétique et a la traduction, que ce soit en condition physiologique ou
pathologique. Toutefois, les génes et protéines dérégulés par le régime maternel HF sont

différents selon le sexe.

Nos données suggerent que la malnutrition maternelle accélére I'apparition des altérations
liées au vieillissement et a la tauopathie chez les descendants et que ses effets sont dépendants du
sexe. Nos résultats confirment I'importance de I'environnement périnatal qui constitue une
période opportune d’intervention pour tenter d’enrayer I'expansion des maladies métaboliques

et neurodégénératives.

Mots clés : Tauopathie, lactation, malnutrition maternelle, cognition, multiomics
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ABSTRACT

Numerous studies indicate that disruption of the perinatal environment contributes to the
development of diseases in adult offspring. The most studied disturbance is malnutrition, which
affects over 2 billion people worldwide. Studies have associated maternal malnutrition with short-
and longterm alterations in offspring, particularly an increase in metabolic and cognitive
disorders. Although most studies have focused on consequences at the peripheral level, a few have
shown effects on the brain, which develops mainly during lactation in mice and late pregnancy in
humans. Indeed, research suggests that a high-fat (HF) diet during the perinatal period causes
alterations in the hippocampus (a structure essential to cognitive processes). Moreover, since
metabolic alterations are a risk factor for Alzheimer's disease (AD), and cognitive impairment is a
characteristic feature of the disease, it seems possible that maternal malnutrition may contribute
to the development of AD. To date, few data are available, and no studies have applied the diet
solely during lactation. Furthermore, no work has investigated the presence of a possible sexual
dimorphism, despite the fact that AD affects women more than men. Thus, the main objective of
my thesis work was to identify the effects of a maternal HF diet during lactation in adult male and

female offspring in a mouse model mimicking the Tau pathology of AD (THY-Tau22 mice).

To achieve this objective, C57Bl6/] females were crossed with THY-Tau22 males and
subjected to a standard or HF (58% fat) diet during the 3-week lactation period. At weaning, THY-
Tau22 offspring and their littermate were fed a standard diet until sacrifice at 4 (onset of Tau
lesion) or 7 months of age (onset of cognitive decline). The results indicate that the HF maternal
diet decreases maternal body weight during lactation and increases offspring body weight at
weaning. In adulthood, the HF maternal diet induced glucose intolerance in male offspring only.
The HF maternal diet also impaired spatial memory in male and female offspring, independently
of genotype. In THY-Tau22 offspring, these disorders are accompanied by an increase in
hippocampal Tau protein phosphorylation at 4 months of age in males and 7 months of age in
females, highlighting a delay between the two sexes. Moreover, they are accompanied by an
alteration in adult hippocampal neurogenesis, with increased proliferation in male C57Bl16/]
offspring and mature neurons in female THY-Tau22 offspring. Furthermore, analyses reveal that
the maternal HF diet modifies synapses, with a decrease in post-synaptic compartments in
C57BL6/] females and in NR2B and SNAP25 proteins in THY-Tau22 males. Finally, using a multi-
omics approach, we have shown that the maternal HF diet modifies the hippocampal
transcriptome and proteome, affecting biological pathways associated with mitochondria, energy
metabolism and translation, both in physiological and pathological conditions. However, the

genes and proteins deregulated by maternal HF diet differ according to sex.
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Our data suggest that maternal malnutrition accelerates the onset of age-related alterations
and tauopathy in offspring, and that its effects are sex-dependent. Our results confirm the
importance of the perinatal environment as an opportune time for intervention in an attempt to

stem the spread of metabolic and neurodegenerative diseases.

Key words: Tauopathy, lactation, maternal malnutrition, cognition, multiomics
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INTRODUCTION



Chapitre 1 : Effets de la malnutrition maternelle sur le cerveau

1. Historique

1.1. De I’origine feetale des maladies adultes...

En 1735, une lettre de Timothy Sheldrake est adressée a la Société Royale de Londres. Celle-
ci porte l'objet «enfant monstrueux né d'une femme sous peine de condamnation a la
transportation » (en anglais «a monstrous child born of a woman under sentence of
tranportation ») (Figure 1). En effet, cette femme du nom d’Elizabeth Spencer, condamnée pour
vol a l'étalage, a donné naissance a un enfant mal développé, suscitant de nombreuses
interrogations sur les raisons qui peuvent amener a la formation de cette « créature étrange ».

Selon Mme Spencer ces défauts de développement pouvaient s’expliquer uniquement par les

étranges appréhensions auxquelles sa condamnation I’avait soumise (Sheldrake, 1739).

A Letter from M. Timothy Sheldrake #o
Sir Hans Sloane, Bart. Pr. R.S. &’c. con-
cerning a Monftrous Child born of a Woman
under Sentence of Tranfportation.

SIR, Norwich, Fan. 8. 1734-5.

Figure 1 : Objet de la lettre écrite par Timothy Sheldrake a des membres de la Société Royale de
Londres. (Sheldrake, 1739)

Par la suite, d’autres témoignages ont permis de conclure que « tout ce que les méres voient,
touchent ou imaginent » peut influencer de facon permanente le développement de I'organisme
du descendant (Shildrick, 2000). Prés d’un siecle plus tard, il était communément admis qu'un
nouvel individu était créé a partir des apports maternel et paternel ainsi que des diverses
expériences vécues par la mere avant et durant la grossesse. Toutefois, c’est a ce méme moment
qu’est apparu le concept d’hérédité, sans méme savoir d’ou elle pouvait provenir. Cette notion a
remis en question 'apport de I'environnement sur le développement de I'organisme. En effet, a
cette époque, avec I'essor de la génétique, la place de I'hérédité a pris de plus en plus de place et a
donné de nouveaux arguments au courant fixiste. Celui-ci, en opposition au courant transformiste
qui considére que l'individu réagit aux influences de son environnement, prone l'idée selon
laquelle I'individu est constitué de caracteres innés et immuables. Toutefois, durant les années
1930 et notamment les travaux de William Ogilvy Kermack et ses collaborateurs, 1'idée selon
laquelle les événements vécues avant et durant la gestation pourraient avoir des conséquences
sur le développement du descendant a resurgi. En effet, ses travaux ont permis, en étudiant les
années de naissance et I'espérance de vie associée, de mettre en évidence que 'espérance de vie

était déterminée par les conditions dans lesquelles était congu le nouvel individu (Kermack et al.,
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1934 ; Smith & Kuh, 2001). Durant la méme période, les premiéres données observationnelles et
expérimentales chez les animaux sont venues renforcer ses travaux épidémiologiques chez
I'Homme. En effet, des études chez le lapin ont montré I'impact de la taille de portée sur le
développement des descendants (Hammond, 1934). D’autres études chez le poney ont indiqué
que la taille de la mere pouvait prédire la taille du descendant a la naissance (Walton & Hammond,
1997). Dans ces études, les chercheurs ont émis I’hypothése que la régulation du développement
etdela croissance serait d’origine nutritionnelle et/ou hormonale. Néanmoins, a cette époque, ces
nouveaux apports scientifiques restent encore mineurs, et le modele génétique est encore

dominant dans les communautés scientifiques et civiles.

Les premieres études épidémiologiques rétrospectives ont pu étre effectuées avec les famines
apparues durant la Seconde Guerre Mondiale (1939-1945). En effet, la pénurie alimentaire a
conduit a une période de sous-alimentation sévere dans la population civile, y compris pour les
femmes enceintes. Une des famines avec les données les mieux établies, connue sous le nom
« hiver de la faim », a eu lieu a Rotterdam et a La Haye, deux villes des Pays-Bas, entre septembre
1944 et mai 1945 sous 'occupation allemande. La durée de la famine ayant été clairement établie,
il a été possible de comparer les enfants nés avant, pendant et apres la période de sous-
alimentation (Smith, 1947). De plus, a la différence d’autres études, la période de la famine est
relativement courte et les carences nutritionnelles sont générales, permettant d’associer aisément
les conséquences chez les descendants aux évenements ayant lieu durant la gestation.
L’information principale rapportée par cette étude est que la dénutrition maternelle conduit a un
plus faible poids de naissance pour une grossesse de durée normale, suggérant que le retard de
croissance intra-utérin (RCIU, se définissant par une croissance inférieure au 10éme percentile, soit
un feetus appartenant aux 10% des feetus les plus petits a un age gestationnel égal) du foetus est
la conséquence de la dénutrition maternelle. Il est intéressant de constater que cette diminution
de poids de naissance est particulierement vraie lorsque la dénutrition a lieu durant le troisieme
trimestre de grossesse, mettant en évidence une fenétre critique de susceptibilité (c’est-a-dire une
période durant laquelle une cellule, un tissu, un organe ou un individu est au pic de son
développement et est particuliéerement sensible aux facteurs environnementaux). A partir de ces
études, des chercheurs ont commencé non plus a s’intéresser aux conséquences a court terme,
mais également a long terme et a 'idée d’'une potentielle interaction entre I’environnement
périnatal, le développement de 'organisme et de conséquences a 1'dge adulte. En effet, en 1966, a
I'université de Birmingham sous la direction du Pr Thomas McKeow, un jeune étudiant du nom de
David Barker publie sa thése intitulée « Prenatal influences and subnormal intelligence » (en
francais, influences prénatales et intelligence inférieure a la normale) (Barker, 1966). Dans cette
étude épidémiologique, il a pu montrer que les enfants avec un RCIU ont une prévalence

augmentée de naitre avant 38 semaines de grossesse, ce qui est associée a un faible poids de
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naissance. De plus, ces enfants présentent un quotient intellectuel (QI) inférieur a I'dge de 9-14
ans. David Barker stipule que ces modifications seraient causées par des modifications de
I'environnement intra-utérin (Barker, 1966). Par ailleurs, d’autres études épidémiologiques chez
I'Homme et expérimentales chez I'animal ont également appuyé cette hypothése, notamment en
étudiant les conséquences a long terme au niveau cardiométabolique. Parmi celles-ci, une étude
de la cohorte historique de plus de 300000 hommes provenant de meéres ayant été exposées
durant la grossesse a la famine allemande de 1944-1945 a permis de mettre en évidence que la
dénutrition maternelle durant la premiére moitié de la grossesse augmente le risque de
développer une obésité chez la descendance a I'age de 19 ans. Ces effets seraient associés a des
modifications de la différenciation de I'’hypothalamus chez la descendance, une structure qui
régule la prise alimentaire (Ravelli et al., 1976). C’est, cependant, la suite des travaux de David
Barker qui a permis d’assoir 'importance de I'’environnement utérin sur la santé des descendants

aux yeux des scientifiques et de la population civile encore réticents a cette époque.

Ala fin des années 1980, David Barker et d’autres épidémiologistes britanniques ont observé
une forte corrélation géographique dans des régions d’Angleterre et du Pays de Galles entre le
taux de mortalité néonatale et infantile entre 1921-1925 et le taux de mortalité d’origine
cardiovasculaire entre 1968-1978, suggérant que les enfants qui ont survécu ont un risque élevé
de développer des maladies cardiovasculaires 50 ans plus tard (Barker & Osmond, 1986 ;
Chamberlain, 1986). Dans un papier publié dans The Lancet en 1989, David Barker et ses
collaborateurs étudient a I'échelle individuelle les causes qui pourraient expliquer ces résultats.
Ils indiquent que les enfants nés avec un faible poids de naissance ont un risque de mortalité lié a
des maladies coronaires ischémiques accru (Barker et al., 1989), mais aussi d’hypertension, de
diabete non insulino-dépendant et d’altération du métabolisme lipidique (Hales et al,, 1991 ;
Martyn et al, 1996). Il est a noter que cette étude s’intéresse uniquement aux descendants
garcons. Depuis, bien que plusieurs scientifiques aient remis en cause ces résultats, de
nombreuses études ont confirmé ces travaux dans des populations d’origine différente en reliant
un faible poids de naissance et un risque accru de maladies cardiovasculaires (maladies
coronaires, obésité et diabéte de type 2) a court et long terme, y compris lorsque les conditions
sociétales sont plus favorables (Leger et al., 1997). En lien avec I'étude sur la famine hollandaise
(Ravelli et al,, 1976), il a été suggéré que I'alimentation maternelle pouvait étre a I'origine des
troubles cardiaques présents a 1'age adulte chezla descendance. En effet, dans une revue, Nicholas
Hales et David Barker proposent qu’en cas de dénutrition maternelle le feetus développe un
phénotype d’épargne (en anglais, « thrifty phenotype ») permettant aux organes vitaux de se
développer et fonctionner correctement, et ainsi permettre sa survie (Hales & Barker, 1992),
mettant en avant la notion de plasticité développementale. En effet, I'individu serait capable de

modifier sa trajectoire développementale initiale afin de s’adapter a I'environnement dans lequel
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il se trouve. Néanmoins, ce phénotype d’épargne se révelerait délétéere a moyen et long terme et
pourrait augmenter le risque de développer des maladies cardio-métaboliques. En effet, le foetus
s’étant adapté a un environnement de carence alimentaire en augmentant sa capacité a stocker
les graisses, si celui-ci se retrouve durant la période post-natale dans un environnement plus riche
nutritionnellement auquel il n’est pas adapté, son risque de développer des maladies cardio-
métaboliques pourrait augmenter (Hales & Barker, 2001). Par exemple, dans le cas du diabete de
type 2, une sous-alimentation durant la grossesse limiterait le développement et les fonctions des
cellules béta pancréatiques des llots de Langerhans afin de s’adapter a la quantité d’aliments
disponibles, mais a 'age adulte, dans un environnement plus riche, cela prédisposerait 'individu
a développer la maladie (Hales & Barker, 1992). De plus, a moyen terme, dans une étude sur une
cohorte finlandaise présentant les mémes conclusions que I'étude de la cohorte britannique
(Barker & Osmond, 1986 ; Barker et al., 1989 ; Chamberlain, 1986), il a été montré que le faible
poids de naissance conduit a un développement plus rapide durant les premiers mois postnataux
afin d’atteindre un poids normal, voire un poids supérieur a la moyenne (notion appelée
« rattrapage de croissance », ou « catch-up growth » en anglais). Ce développement rapide serait
délétere au bon fonctionnement de 1'organisme et pourrait expliquer les phénotypes observés a

long terme (Eriksson et al., 1999).

Parallélement, d’autres études ont montré qu'un poids de naissance élevé (macrosomie
feetale, se définissant par une croissance supérieure au 10¢me percentile le plus élevée, soit un
feetus appartenant aux 10% des foetus les plus gros a un age gestationnel égal) augmente
également le risque de développer des maladies a I’dge adulte. A titre d’exemple, chez les indiens
Pimas, les enfants nés de meres ayant un diabéte gestationnel ont une masse pondérale a la
naissance plus élevée et présentent un risque accru d’étre atteints d’obésité et/ou de diabete a
I'adolescence (Pettitt et al., 1983, 1993). Ces données épidémiologiques ont été confirmées plus
tard a l'aide de modeles expérimentaux. En effet, il a été montré qu'une hyperglycémie
gestationnelle modérée augmente la masse corporelle des nouveau-nés de 40% (Cisse et al,,

2013), mais aussi a des troubles métaboliques (Bianco & Josefson, 2019). Ainsi, I'ensemble de ces

Figure 2 : Relation entre le poids de
naissance et le risque de développer des
maladies a I'age adulte chez Ila
descendance.
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travaux met en évidence une relation en « U » entre le poids de naissance et le risque de

développer des maladies a I'dge adulte (Figure 2).

Simultanément a ces études épidémiologiques, les chercheurs ont entrepris d’étudier les
mécanismes sous-jacents en développant des modeles expérimentaux chez ’animal. La plupart
des études ont étudié le réle des hormones, des facteurs de transcription, des facteurs de
croissance et des nutriments comme potentiels facteurs moléculaires pouvant expliquer les
phénotypes observés. L’ensemble de ces facteurs agirait directement ou par l'intermédiaire de
modifications épigénétiques [méthylation de I'acide désoxyribonucléique (ADN) et de 'acide
ribonucléique (ARN), acétylation des histones, ARN non codants..] comme moyen de
programmation a long terme (Breton et al., 2021 ; Cirulli et al., 2020 ; Kundakovic & Jaric, 2017 ;
Lacal & Ventura, 2018). Par exemple, des études suggérent que le RCIU, consécutif a la famine et
aux stress environnementaux, pourrait étre causé par la sécrétion excessive de glucocorticoides
par la mére, qui en traversant la barriére placentaire seraient transmis aux foetus (Reinisch et al.,
1978). Cette augmentation pourrait s’avérer délétére pour le feetus au vu de I'importance de ces
hormones dans le développement de l'organisme (Nyirenda & Seckl, 1998). Ces études

expérimentales seront détaillées dans la section 2.

L’ensemble de ces travaux a contribué au développement d’'un nouveau concept intitulé
«l'origine feetale des maladies de I'adulte » (en anglais, « fetal origins of adult disease » ou FOAD),
qui a fait'objet d'une premiére conférence a Sydney en 1994 (Barker et al., 1995). Ce concept fait
également appel a la notion de la «programmation fcetale» selon laquelle un facteur
environnemental délétere durant la vie précoce pourrait exercer des effets a long terme et ainsi

programmer l'individu a développer des maladies a I’age adulte.

1.2. ... alorigine développementale de la santé et des maladies

L’ensemble des données évoquées jusqu’'alors s’est focalisé sur les conséquences de la
malnutrition maternelle durant la grossesse chez la descendance a court, moyen- et long terme.
Toutefois, il était déja connu a cette époque que le développement du nouveau-né n’est qu’a ses
prémices et que celui-ci persiste durant la lactation et les premiéres années de vie, suggérant que

cette période pourrait également étre sensible aux facteurs environnementaux (Pond, 1977).

A la différence des premiers travaux sur la FOAD qui étaient pour la plupart des études
épidémiologiques chez I'Homme, les travaux pionniers sur I'importance de la lactation chez la
descendance ont été plus tardifs et sont issus d’expériences menées chez I'animal. En effet,
plusieurs équipes ont montré au début et milieu du 20i¢me siécle que le nombre d’individus par
portée peut modifier la masse pondérale des descendants a I'issue du sevrage. Une étude menée

chez le rat indique que les descendants provenant de la plus petite portée ont une masse



pondérale au sevrage supérieure, suggérant que les petits ont été davantage nourris (Mccance,
1962). D’autres études ont montré que ces effets sur la masse pondérale au sevrage, induite par
une restriction de taille de portée ou par un régime hyperlipidique, ont des répercussions a long
terme en altérant le métabolisme énergétique (Hahn, 1984), augmentant le risque de diabéte,
d’obésité et de maladies vasculaires (Lewis et al., 1986 ; Mott et al., 1991), mais aussi de troubles
comportementaux (Smart, 1993). L'ensemble de ces études expérimentales indique que la
lactation correspond, de la méme facon que la gestation, a une période critique et sensible aux
facteurs nutritionnels. L'importance de cette période a été confirmée chez 'humain a travers
différentes études observationnelles montrant que les enfants qui ont été allaités présentent de
meilleures capacités cognitives que ceux ayant recu du lait commercial (Gale & Martyn, 1996 ;
Hoefer & Hardy, 1929 ; Lucas et al.,, 1992 ; Rodgers, 1978 ; Rogan & Gladen, 1993). A partir de
I'ensemble de ces travaux, les chercheurs ont effectué des études épidémiologiques
interventionnelles randomisées chez ’humain, notamment chez les nouveau-nés prématurés. En
effet, bien que d’autres études aient montré que la supplémentation nutritionnelle augmente les
capacités cognitives et limite le risque de maladies métaboliques chez la descendance dans des
populations partiellement dénutries (Freeman et al., 1980 ; Grantham-McGregor et al., 1991 ;
Simeon & Grantham-McGregor, 1990), ces travaux n’étaient pas ciblés uniquement sur la période
de lactation contrairement a ceux réalisés chez les prématurés. Les enfants prématurés, c’est-a-
dire nés avant 37 semaines d’aménorrhée, ont des besoins nutritionnels spécifiques qui sont
généralement administrés en complément ou en substitut du lait maternel. Une étude
épidémiologique sur une cohorte anglaise d’enfants nés prématurément a comparé
I'administration par voie nasogastrique durant les 4 premiéres semaines de vie d'une
alimentation infantile enrichie en nutriments a une alimentation standard pour nouveau-né a
terme ou au lait maternel provenant de donneuses. Les résultats indiquent que les enfants ayant
recu une alimentation plus riche et compléte obtiennent des scores cognitifs plus élevés a I'age de
8 ans, suggérant que des alimentations infantiles différentes peuvent avoir des effets a long terme
(Lucas et al., 1994, 1998, 2001). Depuis, de nombreux travaux ont confirmé que la lactation
représente une période critique et sensible a la nutrition maternelle (Rodriguez-Gonzalez et al.,

2020).

Ainsi, en 2003, I'ensemble de ces études a fait évoluer et élargir le concept de la FOAD vers
I'origine développementale de la santé et des maladies (en anglais, « developmental origin of
health and diseases » ou DOHaD). En effet, la gestation et la lactation sont toutes les deux des
périodes d’intense maturation de l'organisme et sont donc tres vulnérables aux conditions
environnementales et nutritionnelles. La période de vulnérabilité pour chaque organe va
dépendre du moment durant lequel il se développe. Par exemple, chez I'humain, tandis que le pic

de développement du cerveau se situe durant le troisieme trimestre de gestation, le pancréas
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endocrine se développe majoritairement durant l'allaitement. De plus, ces périodes critiques
différent également selon les espéces étant donné que leurs fenétres développementales ne sont

pas identiques (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020).

Pour résumer, le concept de la DOHaD stipule qu'une altération de I'’environnement périnatal
conduit a des mécanismes d’adaptation chez le feetus et/ou le nouveau-né qui permettent sa
survie a court terme. Néanmoins, cette modification de la trajectoire développementale a un cofit,
nécessitant de puiser dans les réserves adaptatives mettant en jeu notamment les cellules souches
(Bielefeld et al.,, 2021 ; Mposhi & Turner, 2023 ; Pelletier et al.,, 2022). La diminution de ces
réserves peut avoir des conséquences délétéres a long terme. En effet, si I'individu fait face a une
situation défavorable ou différente a laquelle il n’est pas adapté, il ne sera plus capable de s’ajuster.
Ainsi, son risque de développer des maladies augmente (Figure 3). L’élargissement de ce concept
s’est fait connaitre au grand public par la notion des « 1000 premiers jours de vie », entre le début
de la grossesse et les deux premiéres années post-natales, comme une période de susceptibilité
importante. Cette fenétre peut également étre associée a une période d’opportunité dans la
mesure ou une nutrition maternelle adéquate pourrait limiter le risque de développer des
maladies.

= &
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Figure 3 : Origine développementale de la santé et des maladies. Un stress environnemental durant la
période périnatale (gestation et/ou lactation) conduit a des mécanismes d’adaptation permettant la survie
du feetus et/ou du nouveau-né. Toutefois, cela conduit a une diminution du potentiel adaptatif. Ainsi, a I'age
adulte I'individu a plus de risque de développer des maladies.

Enfin, il est important de considérer que les altérations durant la période périnatale vont au-
dela de la malnutrition maternelle qui a fait 'objet des travaux pionniers, mais passe aussi par

I'exposition a des agents chimiques et toxiques (Kalloo et al., 2020), a I'alcool (Easey et al., 2019),



aux perturbateurs endocriniens (Grohs et al., 2019), a la caféine (Gleason et al., 2022 ; Zappettini
etal, 2019), aux stress périnataux (Haq et al.,, 2021 ; Lesage et al.,, 2004)... Ces travaux de thése se
limitant a la malnutrition maternelle, les effets de ces altérations chez la descendance ne seront

pas détaillés.

2. Lalactation : une période critique du développement cérébral ?

2.1. Définition

Chez les mammiféres, le foetus et la mere communiquent via le placenta durant la grossesse,
tandis que le nouveau-né est nourri par le lait maternel. Cette seconde période correspond a la
lactation. Durant celle-ci et dans des conditions normales, la mere fournit a son enfant ’ensemble
des constituants nutritionnels (protéines, lipides, glucides, vitamines, minéraux, enzymes...) et
des facteurs bioactifs [macrophages, immunoglobulines, cytokines, chimiokines, facteurs de
croissance, micro-acide ribonucléique (miARN), hormones, oligosaccharides] nécessaires au bon
développement de son organisme. Il est intéressant d’observer que la composition du lait differe
au cours de la période d’allaitement, y compris au sein d'une méme tétée, afin de s’adapter aux
besoins de I’ enfant a chaque stade de son développement (Ballard & Morrow, 2013). La durée de
cette période chez les rongeurs (rat et souris) est de 21 jours. Chez '’humain, la durée de celle-ci
n’est pas clairement définie. Toutefois, la plupart des organisations de santé recommandent aux
meres d’allaiter durant les 6 premiers mois puis d’associer I'allaitement a des compléments

alimentaires durant les 18 mois suivants avant le sevrage de I'enfant (Westerfield et al.,, 2018).

2.2. Développement du systéme nerveux central

La maturation du systéme nerveux central (SNC) correspond a un moment crucial du
développement de l'organisme. En effet, cette structure complexe correspond au centre de
controle de I'ensemble des organes qui composent I'individu (Thau et al., 2023). Comme indiqué
précédemment, les périodes développementales peuvent différer selon les especes, c’est le cas
pour le développement du SNC entre les rongeurs et I'humain (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020).
En effet, bien qu’a I'issue de la lactation le cerveau de ces especes ait atteint prés de 90% de sa
maturation et que les processus biologiques soient similaires, la chronologie de développement
est différente (Figure 4). Tandis que chez ’humain le pic du développement cérébral (c’est-a-dire
le gain de poids total du cerveau en pourcentage de son poids adulte) a lieu a la fin du troisiéme
trimestre de gestation, il a lieu plus tardivement entre 7 et 10 jours post-natal (P7-P10) chezle rat
et la souris (Dobbing & Sands, 1979 ; Semple et al., 2013). Ainsi, la fenétre critique et de plus
grande vulnérabilité se situerait durant la grossesse pour 'Homme et durant la lactation chez le

rat et la souris.
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Figure 4 : Comparaison des étapes du développement du cerveau entre 'Homme et les rongeurs.
Adaptée a partir de Rodriguez-Gonzalez et al, 2020. Figure créée avec BioRender.com (certificat
n°AB26CB7T2P).

Le développement du SNC chez I'ensemble des vertébrés débute par la formation du tube
neural, provenant du neurectoderme, lequel va se différencier pour donner les deux structures du
SNC: le cerveau et la moelle épiniére. Cette premiére étape s’effectue aprés 24-28 jours de
grossesse chez ’humain et est plus tardive chez les rongeurs, de la méme facon que I'’ensemble
des étapes de développement, ayant lieu entre 9 et 11 jours de gestation. Au niveau cellulaire, a
I'issue de la maturation du SNC, le cerveau contient principalement 6 types cellulaires: les
neurones, les astrocytes, la microglie, les oligodendrocytes, les péricytes et les cellules vasculaires

endothéliales.

La microglie, a la différence des autres types cellulaires, ne se différencie pas a partir des
cellules du tube neural. En effet, ces cellules immunocompétentes ont une origine
hématopoiétique et viennent coloniser le cerveau vers 4-6 semaines de grossesse chez la femme
et entre 9 et 11 jours d’embryogenese (E9-E11) chez les rongeurs, puis vont finir leur phase de
maturation afin d’acquérir leurs fonctions, notamment immunitaire, au moment ou les premiers
neurones vont se différencier. En effet, a ce méme moment, les cellules du tube neural vont
commencer a se différencier en neurones, un processus appelé neurogenése. A ce stade, les
cellules neurales sont encore trés immatures et peu fonctionnelles. Au fur et a mesure que les
neurones deviennent de plus en plus matures, les oligodendrocytes se différencient et deviennent

matures également entre 23 et 32 semaines de grossesse chez 'Homme et entre P1 et P3 chez les
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rongeurs (Figure 4). En effet, les oligodendrocytes, qui sont retrouvés autour de I'axone des
neurones, sont des cellules essentielles a leur survie et a leur bon fonctionnement. Durant le pic
de croissance cérébrale, ayant lieu comme indiqué précédemment entre 36 et 40 semaines chez
I'Homme et entre P7 et P10 chez les rongeurs, a lieu le pic de différenciation des cellules souches
en cellules gliales, un processus appelé gliogenése, durant laquelle les neurones deviennent de
plus en plus nombreux et matures (augmentation de la densité de prolongements dendritiques et
axonaux), et le systtme immunitaire se consolide (Figure 4). L’augmentation du nombre de
cellules matures va provoquer un accroissement du volume des matiéres grises et blanches et
ainsi la formation des différentes structures cérébrales. Ensuite, et ce jusqu’a la fin de la période
de lactation, le processus de synaptogenese a lieu. Celui-ci correspond a la formation des synapses
au niveau des prolongements neuronaux qui constituent des structures essentielles permettant
une communication entre les neurones. A I'issue de la lactation, la densité synaptique est a son
maximum et va diminuer entre 12 et 18 ans chez 'Homme et P35-P49 chez les rongeurs afin
d’atteindre un plateau chez l'adulte, un processus appelé élagage synaptique (Figure 4). La
formation des prolongements neuronaux et des synapses va permettre la création de réseaux
complexes et ainsi permettre a l'ensemble des structures et sous-structures anatomiques
constituant le cerveau d’interagir entre-elles [pour revues, voir (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020 ;
Semple et al,, 2013)]. L’étude de ces réseaux a connu un réel essor depuis une vingtaine d’années
avec le développement de technologies de neuro-imagerie comme l'imagerie fonctionnelle par
résonnance magnétique (IFRM) mais aussi de nouveaux modéles mathématiques
(Babaeeghazvini et al.,, 2021 ; Rubinov & Sporns, 2010). Une meilleure compréhension de ces
réseaux est particuliéerement importante pour mieux décortiquer le fonctionnement du cerveau
dans des conditions physiologiques, mais aussi pathologiques. Par exemple, il est connu que les
processus de mémoire nécessitent un transfert d'informations entre I’hippocampe et des régions
corticales via des réseaux neuronaux (Yan et al,, 2023). Une altération de ces réseaux est retrouvée
dans différentes maladies dont la maladie d’Alzheimer (MA) (Grady et al., 2001 ; Xue et al., 2019).
D’autres travaux ont également montré le rdle essentiel des réseaux neuronaux entre
I’hippocampe et I'hypothalamus dans la régulation de la réponse au stress (Bang et al., 2022). De
plus, les réseaux au sein d’'une méme structure sont également clés pour le bon fonctionnement
de I'organisme. Dans un papier publié dans Science, il a été montré qu'une altération des réseaux

intra-hypothalamiques impacte la régulation du comportement alimentaire (Bouret et al., 2004).

Ainsi, ces travaux indiquent qu’il existe un décalage dans le développement du SNC chez
I'Homme et les rongeurs, mais que les processus biologiques sont similaires. Tandis que chez
I'Homme la maturation du SNC se déroule principalement durant la grossesse, celle des rongeurs
se situe majoritairement durant la lactation. En ce sens, le SNC est particuliéerement vulnérable et

sensible aux stress environnementaux durant la lactation chez les rongeurs.
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2.3. Comment la lactation influence-t-elle les descendants ?

Les sections 1.2. et 2.2. indiquent qu'une malnutrition maternelle durant la lactation peut
avoir des conséquences a long terme chez la descendance et que le SNC se développe
principalement durant cette période, particulierement chez les rongeurs. Ainsi, un stress
nutritionnel durant la lactation pourrait modifier le développement du SNC et ainsi avoir des
conséquences a long terme chez la descendance. Avant de détailler les travaux qui se sont
intéressés a cette hypothese (section 3.), il est nécessaire de savoir comment un stress
nutritionnel maternel peut avoir des répercussions chez la descendance. Autrement dit quels sont

les mécanismes mis en jeu dans la transmission du stress nutritionnel maternel a la descendance ?

2.3.1.Composition et quantité de lait

Les premiéres études expérimentales s’intéressant a la lactation comme une période critique
ont montré qu’une taille de portée réduite est associée a court terme a une masse corporelle des
descendants au sevrage plus élevée et a long terme a un risque accru de développer des maladies
métaboliques et des troubles cognitifs (Habbout et al., 2013 ; Hahn, 1984 ; Mccance, 1962 ; Smart,
1993). Al'inverse, I'augmentation du nombre d’individus par portée diminue la masse pondérale
au sevrage et réduit la prolifération cellulaire et la taille des organes, conduisant également a des
altérations a long terme (Clarke et al., 2013 ; Fiorotto et al., 1991 ; Teicher & Kenny, 1978). Les
travaux pionniers de Martin Teicher et John Kenny ont exploré comment la taille de portée peut
avoir des conséquences a court et long terme. Ils ont montré que la réduction de taille de portée
(3 nouveau-nés) chez le rat diminue la volonté des petits a téter, ces derniers tétant moins que les
descendants d'une portée de taille normale (12 nouveau-nés) (Teicher & Kenny, 1978). Ces
premiers résultats paraissent contre-intuitifs puisque ces petits ont une masse pondérale plus
élevée. De plus, dans des portées de taille normale, la mére a moins de mamelons que de petits
(12 mamelons chez le rat et la souris de laboratoire), entrainant une compétition entre ces
derniers. Curieusement, les males ont plus acces que les femelles aux mamelons (Souza et al,
2022). Al'inverse, dans une portée avec un nombre réduit d’'individus, la mere a plus de mamelons
que de petits, ce qui augmente la durée et/ou le nombre de tétées et la consommation de lait
(Cunha et al,, 2009). Ainsi, bien que les petits aient tendance a moins téter, leur tétée est plus
efficace. En effet, des études récentes ont montré que la quantité de lait produit par la mere varie
selon son régime nutritionnel et le nombre de petits dans la portée (Rodriguez-Gonzalez et al.,
2020). De plus, il est également montré que les petits regoivent un lait plus riche et qu'une
restriction de taille de portée augmente la quantité de triglycérides et diminue la quantité de
protéines dans le lait maternel (Cunha et al.,, 2009). D’autres études indiquent également une
modification de la quantité de lactose, des hormones (leptine, adiponectine), de glucose, de
cholestérol, de lipides et d’autres constituants du lait maternel lors d’'une modification du régime

maternel (régime riche en graisse, régime faible en protéine, restriction alimentaire...)
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(Rodriguez-Gonzalez et al., 2020 ; Wattez et al,, 2015). Bien que de facon générale, la restriction
de la taille de portée et les régimes hyperlidiques conduisent a un lait plus riche, il n'y a pas de
consensus sur la composition du lait induit par ces manipulations. En effet, selon le nombre de
petits, le régime, I'espéce, la souche, la période de traitement et le sexe des descendants, les
compositions du lait maternel et I'efficacité de lactation varient. Toutefois, il est maintenant
largement admis que la modification de la composition du lait contribue a modifier le

développement des descendants, que ce soit de facon bénéfique ou délétere.

2.3.2.Comportement maternel

Des les années 1970, il a été montré que le comportement maternel peut varier selon la taille
des portées. En effet, les rates ayant une portée avec un plus faible nombre de petits passent plus
de temps avec eux et en prennent plus soin, ce qui pourrait expliquer qu’ils prennent plus de poids
(Grota & Ader, 1969 ; Priestnall, 1972). Des travaux plus récents utilisant des technologies plus
sensibles et précises ont confirmé ces observations (Enes-Marques & Giusti-Paiva, 2018). Ils ont
également indiqué que 'augmentation des soins maternels est associée a un accroissement de la
durée et du nombre de tétées, de la masse corporelle et a des altérations cognitives et
métaboliques a I’dge adulte. Ce changement comportemental serait dii au fait que pour les portées
avec un nombre élevé d’individus, les méres passent plus de temps a manger et boire afin d’avoir
suffisamment de nutriments pour subvenir aux besoins de leurs petits (Priestnall, 1972 ; Smith &
McManus, 1975). A l'inverse, lorsqu’il y a moins de petits, les meres ont plus de temps pour
s’occuper d’eux et paraissent également moins stressées. D’autres études, utilisant un autre
paradigme que la restriction de portée, ont montré qu'un stress maternel réduit les soins
maternels, conduisant a un retard de croissance des descendants (Nephew & Bridges, 2011), mais
aussi a des troubles comportementaux et a une altération de la signalisation de I'ocytocine, connue
notamment pour son role dans I'adaptation au stress et dans la régulation du comportement
maternel (Gatta et al., 2018). De plus, 'activation du systéme ocytocinergique par la carbétocine,
un agoniste sélectif des récepteurs a l'ocytocine, chez la mére durant la premiére semaine post-
partum augmente les soins maternels, réduisant les effets délétéres chez la descendance (Gatta et
al,, 2018). Dans le méme sens, une autre équipe rapporte que l'application d’un régime faible en
protéines durant la gestation augmente les soins maternels et réduit le comportement de type

anxieux chez la descendance (Batista et al., 2017).

Bien que le nombre d’études ayant établi des liens entre le comportement maternel et les
conséquences chez les descendants soit encore restreint, il parait clair qu'une modification de

celui-ci a des répercussions a court et long terme chez la descendance.
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3. Effets de la malnutrition maternelle chez la descendance

3.1. Définition, prévalence et causes

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la malnutrition correspond a une carence,
un exces ou un déséquilibre dans 'apport de nutriments et d’énergie vis-a-vis de la demande de
I'organisme pour assurer la croissance, le maintien et les fonctions spécifiques (World Health
Organization, 2020). Ainsi, la malnutrition regroupe deux grandes catégories de déséquilibre
alimentaire : la dénutrition/sous-nutrition et la surnutrition. Chez I’enfant, la malnutrition se
définie par le rapport entre la taille et le poids, reflétant la croissance, et I'indice de masse
corporelle (IMC) a un age donné. Ainsi, la malnutrition peut étre considérée comme une pandémie,
avec les pays riches (Amérique, Océanie, Europe, nord de I'Asie) plus touchés par la surnutrition

et les pays pauvres (Afrique, sud de I’Asie) plus touchés par la sous-nutrition (Figure 5).
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Figure 5 : Carte des pays ou les formes de retard de croissance chez les enfants de moins de 5 ans,
d'anémie chez les femmes en ige de procréer et de surcharge pondérale chez les femmes adultes se
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chevauchent. Adaptée a partir de https://globalnutritionreport.org/7397fe#9f9ec657 (site visitée le
15/01/2024). Figure créée avec BioRender.com (certificat n°QM26CB7TII).

En 2020, il est estimé que 462 millions d’individus sont en condition de dénutrition dans le
monde, engendrant un retard de croissance chez 159 millions d’enfants et un faible poids chez 50
millions d’entre eux (World Health Organization, 2020). Tandis que le nombre de personnes
souffrant de la faim diminue dans les pays riches, celui-ci est stable, voire augmente, dans les
régions les plus pauvres comme en Afrique subsaharienne (Kharas et al,, 2017). En effet, la
difficulté a se procurer une nourriture en quantité adéquate et I'accés aux soins et a ’éducation
limités dans ces pays favorisent la dénutrition (Khan & Bhutta, 2010). La proportion de femmes

dénutries en dge de procréer représente pres de 10%, et s’éléve a prés de 40% dans certains pays
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africains (Bestman et al., 2020 ; Chea et al., 2023 ; NCD Risk Factor Collaboration (NCD-RisC),
2016). Cette catégorie de la population en sous-nutrition est particulierement a risque. En effet,
les femmes enceintes et allaitantes ont besoin d’augmenter leur apport calorique (de 5% et 8%,
respectivement) afin de subvenir aux besoins de leur feetus et ensuite de leur nouveau-né. Une
insuffisance alimentaire conduit a la fois a une augmentation du risque de mortalité pour la mere
et 'enfant, mais contribue aussi a des défauts de croissance chez I’enfant (faible poids, retard de
croissance intra- et extra-utérin) et augmente le risque de développer des maladies a 1’age adulte

(Ahmed et al.,, 2013).

La prévalence du surpoids (indice de masse corporelle (IMC) supérieur ou égal a 25) et de
I'obésité (IMC supérieur ou égal a 30), généralement causés par une surnutrition, augmente
régulierement depuis plusieurs décennies, touchant prés de 2 milliards d’individus, dont 18%
d’hommes et plus de 21% de femmes, soit 3 fois plus qu'en 1975 (World Health Organization,
2021 ; World Obesity Federation, 2020). Par conséquent, la proportion de femmes enceintes et/ou
allaitantes en surpoids ou obéses a également augmenté, affectant pres de la moitié des femmes
enceintes aux Etats-Unis (Flegal et al, 2012), suggérant que les enfants sont exposés a des
aliments riches en calories pendant les premiéres phases de leur développement (Chen etal., 2018
; Strauss, 2021). Les causes de I'obésité maternelle sont multiples : le régime alimentaire, 'activité
physique et le statut socio-économique. En effet, une suralimentation et/ou une alimentation
riche en sucre et/ou en graisse favorise le risque de surpoids et d’obésité, d’autant plus en cas de
faible activité physique. Cela est, de la méme facon que pour la dénutrition, causé par des faibles
revenus, un acces difficile aux produits alimentaires sains et un suivi médical limité (Nurul-
Farehah & Rohana, 2020). Il est intéressant de noter que les femmes obéses enceintes
consomment plus d’acides gras saturés et insaturés associés a une augmentation du ratio oméga
3/oméga 6 (Lindsay et al,, 2015), ce qui est délétere pour la descendance (Aparicio et al., 2021).
En ce sens, les enfants nés de femmes obéses ont plus de risque de devenir obéses et ont une plus
grande quantité de lipides circulants par rapport aux enfants nés de ces mémes femmes apres une

chirurgie bariatrique (Barisione et al,, 2012 ; Smith et al., 2009).

Ainsi, en plus d’étre un facteur de risque pour de nombreuses maladies chez les femmes
enceintes (Gaillard et al., 2013), la malnutrition maternelle durant la période périnatale peut
également avoir des conséquences chezla descendance, comme le suggere le concept de la DOHaD

(Barker, 2007).

3.2. Les modeéles animaux
[’augmentation de la prévalence de la malnutrition maternelle et les nombreuses études

épidémiologiques indiquant que celle-ci peut avoir des conséquences a court et long terme chez
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la descendance ont conduit les chercheurs a essayer de comprendre quels mécanismes
biologiques sous-tendent ces modifications (Ainge et al., 2011 ; Rodriguez-Gonzalez et al., 2020).
En effet, mieux comprendre ces mécanismes est un élément majeur pour la mise en place d'une
politique de prévention efficace. Ainsi, les chercheurs ont développé des modeles animaux,
principalement en utilisant les rongeurs, mimant la malnutrition maternelle. Ici, nous allons nous
focaliser sur les modeles animaux mimant une suralimentation maternelle durant la lactation, qui

correspond au pic du développement cérébral chez les rongeurs, et qui est I'objet de cette these.

3.2.1. Génétique

L’étude des conséquences de la surnutrition maternelle durant la période périnatale a tres peu
été effectuée a partir de souris génétiquement modifiées. Toutefois, Makarova et al. ont utilisé des
souris femelles avec la mutation Lethal yellow au niveau du locus agouti (Av), laquelle cause une
surexpression ectopique dans I’hypothalamus de la protéine codée par le géne agouti (Makarova
etal, 2023). Cette surexpression conduit a I'inhibition des récepteurs a la mélanocortine de type
4 (MC4R), augmentant la prise alimentaire, et aboutissant in fine a un phénotype obeése associé a
un diabéte non insulino-dépendant. Dans cette étude, ils indiquent que les descendants de type
sauvage présentent une augmentation de la prise alimentaire et de I'expression des genes de la
lipogenese dans le foie, suggérant une altération du métabolisme des lipides au niveau
périphérique. De plus, cet effet n’est présent que chez les descendants males, mettant en évidence
une différence sexuelle. D’autres modeéles de souris génétiquement modifiées présentent un
phénotype obese, comme les souris ob/ob et db/db. Néanmoins, ces souris, a I'état homozygote,
sont stériles (Mounzih et al., 1997), ce qui rend difficile les études portant sur les descendants. Par
ailleurs, l'utilisation de ces modéles montrent des limites. En effet, I'obésité maternelle est
chronique, empéchant de cibler la lactation comme fenétre critique. De plus, 'obésité est tres
généralement causée par une surnutrition, il est donc difficile de les dissocier. Pour s’en affranchir,
I'utilisation de régimes nutritionnelles mimant la surnutrition maternelle semble plus adaptée,

reflétant davantage la réalité.

3.2.2.Alimentation

Initialement, les premieres études expérimentales chez les rongeurs s’intéressant aux effets
de la surnutrition maternelle chez la descendance ont utilisé le paradigme de la restriction de
portée (Mccance, 1962). En effet, il a été montré que plus le nombre de petits par portée est faible
et plus ces derniers sont hyperphagiques. En ce sens, les petits sont surnutris, ce qui se traduit
physiologiquement par une masse pondérale plus élevée au sevrage, mais aussi a '’dge adulte. De
plus, les descendants présentent des troubles du métabolisme périphérique avec une
augmentation de la quantité de graisse (adiposité rétropéritonéale, épididymale et viscérale)

associée a une hyper-leptinémie, une hyperglycémie et une hyper-insulinémie (Fiorotto et al,,
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1991 ; Rodriguez-Gonzalez et al.,, 2020 ; Schmidt et al., 2001). Ces effets métaboliques indiquent
que I'augmentation de la quantité de nutriments consommés durant la lactation a des effets a long
terme chez la descendance, favorisant le risque de maladies métaboliques. Ces résultats sont en
accord avec les périodes critiques de développement des organes périphériques liés au
métabolisme. En effet, la différenciation des hépatocytes et la prolifération des cellules béta
pancréatiques ont lieu principalement durant la lactation (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020).
Etonnamment, bien que dans ce paradigme les méres ne recoivent pas directement de traitement,
la diminution de la taille de portée a également des répercussions sur leur métabolisme
énergétique. Une étude comparant des femelles avec une petite portée (3 nouveau-nés) et une
portée de taille normale (9 nouveau-nés) indique que les méres ayantla plus petite portée ont une
augmentation de la quantité de tissus adipeux blanc, une hyperglycémie, une hyper-insulinémie
et un niveau élevé de triglycérides plasmatiques, ce qui a des répercussions sur la composition du
lait qui est plus riche en calories (Capriglioni Cancian et al., 2016). Ce surplus d’énergie est lié au
faible nombre de petits par rapport aux conditions normales attendues. Ainsi, les effets chez la
descendance seraient causés a la fois par une modification de la quantité et de la composition du

lait maternel.

Ainsi, une vaste panoplie de régimes permettant de mimer la surnutrition maternelle a été
développée et est couramment utilisée. La plupart des études utilisent des régimes dont la
proportion de chaque macronutriment est modifiée. Le régime le plus fréquemment utilisé est le
régime riche en graisse (en anglais « high-fat », HF), également appelé régime « cafétéria ». Celui-
ci est constitué entre 30 et 60% de lipides majoritairement composés d’acides gras saturés
(environ 15% dans un régime standard). Cette augmentation conduit a une diminution de la
proportion de glucides et protéines. Ainsi, les phénotypes observés sont la conséquence du
déséquilibre alimentaire global, et non uniquement de I'augmentation de la proportion de graisse.
Certains régimes, en plus d’augmenter la quantité de lipides, modifient également la source de
glucides en les remplacant par du sucrose, donnant un régime riche en graisse et en sucre (HFHS).
Par souci de clarté, les régimes HF et HFHS seront regroupés sous le terme HF. L’application de
ces régimes durant la lactation, mimant ainsi une surnutrition maternelle, induit des
modifications métaboliques chez la mere, ce qui est associé a des changements de la composition
du lait qui devient plus riche (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020). Par ailleurs, bien que les régimes
HF soient plus riches en calories, plusieurs études rapportent que la quantité de calories
consommées par les méres est assez similaire avec une augmentation généralement en fin de
lactation (Gauvrit et al., 2023 ; Xu et al, 2023). Ces résultats peuvent s’expliquer par une
adaptation conduisant a une régulation de la quantité de calories consommées par les méres.
Ainsi, les effets observés chez la meére et les descendants seraient plus dus a la proportion de

chaque macronutriment qu’a la quantité de calories ingérées. Par ailleurs, la diversité des régimes
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de surnutrition utilisés rend les études difficilement comparables entre elles et parfois
contradictoires. C’est pourquoi différentes équipes ont regroupé I'ensemble des études sous
forme de méta-analyses. Parmi-elles, Ribaroff et al. ont effectué une méta-analyse rassemblant
pres de 450 articles étudiant les conséquences d'un régime maternel HF durant la gestation et/ou
la lactation chez la descendance (Ribaroff et al., 2017). Cette méta-analyse indique premierement
qu'un régime maternel HF augmente la masse pondérale au sevrage et a 1'age adulte des
descendants males et femelles. De plus, cet effet est particulierement vrai lorsque le régime est
appliqué durant la lactation. Ils rapportent également que cet effet serait davantage d{i a la source
de glucides qu’a I'augmentation de la proportion de graisses, ce qui a aussi été constaté chez
I’humain (Renault et al, 2015). L’augmentation de la masse pondérale est associée a un
accroissement de l'adiposité et des niveaux plasmatiques élevés de leptine, triglycérides et
cholestérol chez les deux sexes, et a une hypertension chez les descendants adultes (Hsu et al,,
2019). D’autres études indiquent que I'augmentation du tissu adipeux serait causée par des
modifications épigénétiques précoces sur des genes clés liés a l'adipogenese (Lecoutre etal., 2017,
2018). Curieusement, tandis que les descendants males présentent une hyper-insulinémie sans
hyperglycémie, les femelles ont une hyperglycémie associée a une hyper-insulinémie suggérant
une résistance a l’action de I'insuline. De la méme fagcon que pour le poids, ces effets déléteres sur
le métabolisme énergétique sont principalement observés lorsque le régime est appliqué durant
la lactation, suggérant qu'un stress nutritionnel durant cette période peut augmenter le risque de
maladies métaboliques (Ribaroff et al.,, 2017). De plus, la différence sexuelle observé est en accord
avec des travaux réalisés chez 'Homme rapportant une hyperglycémie uniquement chez les filles
nées de meres développant un diabéte en fin de grossesse (Aldhous et al,, 2015). En effet, le
troisieme trimestre de grossesse chez '’humain correspond a la période de lactation chez les
rongeurs, ce qui pourrait expliquer les résultats similaires dans les deux especes. Cette méta-
analyse a également comparé les effets du régime maternel selon les espéces et les souches
utilisées. Il s’avere que les souris sont plus sensibles au régime maternel que les rats, en particulier
les souris C57Bl6. Enfin, cette analyse contient environ 80% d’études uniquement effectuées chez
les males, alors méme qu’elle met en évidence une différence selon les sexes, en accord avec de
nombreux travaux (Aiken & Ozanne, 2013 ; Bordeleau et al, 2020 ; Fernandes et al,, 2021 ;
Glendining et al., 2020 ; Premachandran et al.,, 2020). Ainsi, il semble essentiel d’étudier a la fois

les conséquences chez les males et les femelles.

A l'inverse des régimes de surnutrition maternelle, des équipes ont mimé la malnutrition
maternelle en utilisant des régimes de dénutrition globale ou avec une carence en certains
macronutriments dont le plus documenté est le régime avec une faible proportion en protéines.
Ces régimes ont des répercussions directes sur la composition du lait en diminuant le contenu en

protéines et en modifiant le profil lipidique (Bautista et al., 2019 ; Martin Agnoux et al., 2015).
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Ainsi, 'ensemble de ces régimes conduit a un RCIU et a un faible poids de naissance (Vipin et al.,
2022 ; Zambrano et al., 2006). De plus et en accord avec la notion de la courbe en « U » présentée
précédemment (Figure 2), ces régimes ont des conséquences délétéres a long terme en
augmentant le risque de maladies cardio-métaboliques (DT2, stéatose hépatique, obésité,
hypertension) de la méme facon que les régimes HF (Lakshmy, 2013 ; Vipin et al.,, 2022). En effet,
de nombreux travaux ont montré que les régimes de dénutrition maternelle et faibles en protéines
durant la période périnatale conduisent a une accumulation de tissu adipeux, a des altérations des
différents parametres métaboliques plasmatiques (glycémie, insulinémie, triglycérides,
cholestérol), a des troubles hépatiques et cardiovasculaires chez les descendants adultes
(Bertasso et al,, 2022 ; Fagundes et al., 2007 ; Lecoutre et al., 2019 ; Siddique et al., 2014 ;
Zambrano et al., 2006). Parmi ces études, plusieurs ont mis en évidence que les effets chez la
descendance sont différents en fonction de la fenétre d’application du régime mais aussi en
fonction du sexe (Cissé et al, 2019 ; Zambrano et al, 2006). Toutefois, les données sont
hétérogenes en fonction des études et le manque de méta-analyses ne permet pas d’obtenir des
conclusions générales. Par ailleurs, il a été montré que I'application d'un régime a faible teneur en
protéines chez I'adolescence n’a pas d’effet notable a long terme, renforcant I'importance de la
période périnatale dans la programmation des maladies (Malta et al., 2016). Ainsi, 'ensemble de
ces études indiquent un phénotype métabolique chez les descendants adultes similaires a celui
observé apres un régime maternel HF durant la période périnatale. En ce sens, les régimes
maternels HF présentant généralement une diminution de la proportion en protéines, il est
probable que les effets présents chez les descendants soient le résultat du déséquilibre global en

macronutriments.

Avec le nombre croissant d’études indiquant qu’'une malnutrition maternelle durant la
lactation prédispose aux troubles métaboliques, les chercheurs ont essayé de mieux comprendre
cette programmation, notamment en analysant une petite structure du SNC, ’hypothalamus,
connue pour son role essentiel dans la régulation du métabolisme énergétique. Plusieurs travaux
rapportent que le régime maternel HF durant la lactation induit une augmentation du ratio entre
le nombre de neurones a neuropeptide Y (NPY) et a proopiomélanocortine (POMC), dont
'activation a, respectivement, un effet orexigéne et anorexigene (da Silva et al., 2022 ; Xu et al,,
2023). Cette augmentation est plus importante chez les descendants males que femelles, ce qui
est en accord également dans ces études avec un phénotype obese associé a des altérations du
métabolisme énergétique plus importantes chez les males. Ce déséquilibre est associé a une
altération de la neurogenese hypothalamique, particuliérement chez les males. En effet, le régime
maternel HF induit une diminution de la prolifération des neurones hypothalamiques, mais aussi
une altération de la différenciation avec une augmentation de neurones nouvellement formés et

différenciés en neurones a NPY (da Silva et al., 2022). De plus, la phase de maturation semble aussi
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impactée puisque les neurones a POMC et a protéine apparentée a agouti (AgRP, effet orexigene)
ont des prolongements plus courts chez les descendants provenant de méres ayant recu un régime
maternel HF, empéchant la formation d’un réseau neuronal fonctionnel (Vogt et al., 2014). Par
ailleurs, et en lien avec le déséquilibre entre les différents neurones, des études indiquent que le
régime HF durant la lactation induit des modifications épigénétiques sur le gene de la POMC
pouvant expliquer la diminution de ces neurones (Zheng & Xiao, 2019). Ainsi, les altérations
métaboliques périphériques observées pourraient étre d’origine centrale avec une altération de

neurones hypothalamiques.

Outre 'hypothalamus, quelques études suggerent que 'hippocampe pourrait également étre
sensible a la malnutrition maternelle et participer ainsi aux altérations métaboliques et cognitives
observées chez la descendance. En effet, Soto et al. rapportent que cette structure cérébrale est
sensible a I'environnement métabolique et qu’elle est également impliquée dans la régulation du
métabolisme énergétique périphérique et de la cognition (Soto et al., 2019). Cette régulation
pourrait se faire de fagon directe ou indirecte via les connexions neuronales entre I’hippocampe,
I’hypothalamus et le cortex (Bang et al, 2022 ; Yan et al.,, 2023). Ainsi, il est possible que la
malnutrition maternelle induise des modifications au niveau de I'hippocampe, ce qui pourrait étre
al'origine des conséquences délétéres a long terme du régime chez les descendants. Les quelques
travaux actuels, bien moins nombreux que ceux sur I'’hypothalamus et le métabolisme

périphérique, seront détaillés dans les sections 3.3.2. et 3.4.

3.3. Conséquences sur I’hippocampe

3.3.1.Structure et fonctions de I'hippocampe
L’hippocampe est une structure paire (situé dans chaque hémisphere cérébral) localisée dans
la région interne du lobe temporal. Il fait partie du systeme limbique, lequel joue un réle essentiel
dans la régulation des réactions émotionnelles et cognitives. En ce sens, il est principalement
impliqué dans les processus de mémorisation, d’attention, de navigation dans I'espace, mais aussi

dans la régulation des fonctions hypothalamiques (Anand & Dhikav, 2012).

Sur le plan anatomique, I’hippocampe peut se diviser en 3 régions : le gyrus denté (GD), la
corne d’Ammon (CA) et le subiculum (Figure 6). La CA se subdivise, sur la base des différences
morphologiques et de ses connexions synaptiques, en trois parties appelées CA1, CA2 et CA3. 1l
contient également 5 couches cellulaires : 'alveus, contenant les axones des cellules pyramidales
qui projettent vers le subiculum, le stratum oriens, situé entre 'alveus et les cellules pyramidales
contenant les dendrites de ces derniéres, le stratum pyramidal, contenant les corps cellulaires des
cellules pyramidales, et les stratum radiatum et moleculare qui contiennent une partie de I'arbre
dendritique des cellules pyramidales. Le GD, quant a lui, contient 3 couches cellulaires : la couche

granulaire, contenant les corps cellulaires des cellules granulaires, la couche moléculaire,

20



contenant une partie des dendrites des cellules granulaires, et la couche polymorphe, contenant
une partie des axones des cellules granulaires et les cellules moussues. Cette derniére couche du
GD est couramment appelée le hile. Egalement, une trés fine couche entre la couche granulaire et
la couche polymorphe, appelée couche sous-granulaire (SGZ), contient des cellules souches
neurales, lesquelles vont se diviser lors de la neurogenese hippocampique (y compris chez
I'adulte, NHA). Outre les cellules pyramidales et granulaires, il est retrouvé des interneurones, des
cellules moussues, des astrocytes, des oligodendrocytes et la microglie au sein de I'hippocampe

(Aggleton et al., 2022 ; Toni, 2000 ; Toni & Schinder, 2016).
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Figure 6 : Structure de I’hippocampe. L’hippocampe est constitué de deux principales régions : la corne
d’Ammon (CA1, CA2 et CA3) et le gyrus denté. La CA est constituée de 5 couches : 'alveus, le stratum oriens,
le stratum pyramidal, le stratum radiatum etle stratum moleculare. Le gyrus denté est constitué de 3 couches
:la couche moléculaire, la couche granulaire et la couche polymorphe. Ces couches sont définies en fonction
des types cellulaires et des connexions neuronales. Adaptée a partir de Toni & Schinder, 2016. Figure créée
avec BioRender.com (certificat n°UR26CB7TFG).

L’hippocampe peut exercer ses fonctions grace aux nombreuses connexions qu’il a avec les
autres structures cérébrales (Aggleton et al., 2022). En effet, I'hippocampe a une position centrale
dans le cerveau. Ainsi, il peut interagir avec la plupart des autres structures cérébrales via des
réseaux nerveux. La principale voie de transport d’informations est appelée voie trisynaptique
(Figure 7) : des axones provenant du cortex entorhinal (aussi appelée voie perforante) projettent
vers les dendrites des cellules granulaires du GD (synapse n°1), les axones des cellules granulaires
projettent vers les dendrites des cellules pyramidales de la CA3 (synapse n°2), et les axones des

cellules pyramidales (aussi appelée collatérales de Schaffer) projettent vers les dendrites des
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cellules pyramidales de la CA1 (synapse n°3). Enfin, les axones des cellules pyramidales de la CA1
projettent vers d’autres régions cérébrales (hypothalamus, thalamus, amygdale, cortex...), qui
elles-mémes communiquent avec le cortex entorhinal et I'hippocampe, permettant d’avoir un
rétrocontréle et un réseau avec une communication bilatérale (Wible, 2013). C’est grace a ce
réseau, ici simplifié mais en réalité tres complexe, que ’hippocampe peut, par exemple, envoyer
I'information au cortex afin de la stocker, mais aussi que celle-ci soit récupérée (Aggleton et al.,

2022).
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Figure 7 : Voie trisynaptique de I'’hippocampe. L’hippocampe est constitué de deux principales régions :
la corne d’Ammon (CA1, CA2 et CA3) et le gyrus denté. La voie neuronale principale est la voie trisynaptique
constituée d'une premiére connexion synaptique entre la voie perforante et les cellules granulaires, une
seconde entre la voie des fibres moussues et les cellules pyramidales de la CA3 et une troisieme entre la
voie des collatérales de Schaffer et les cellules pyramidales de la CA1. Cette voie permet une interaction
avec les autres structures cérébrales. Adaptée a partir de Toni & Schinder, 2016. Figure créée avec
BioRender.com (certificat n°KC26CB7TC1).

3.3.2. Conséquences de la malnutrition maternelle
Bien que '’hippocampe joue un réle important dans la régulation du métabolisme et clé dans
les processus cognitifs (Anand & Dhikav, 2012), les conséquences a long terme d'un régime
maternel HF sur cette structure cérébrale ont été peu explorées. En effet, ce n’est qu’a partir des
années 2000 que quelques équipes se sont intéressées a cette structure dans un tel contexte. La
plupart des études ont porté sur I'application d’'un régime maternel HF durant la gestation et la
lactation, voire méme la période pré-gestationnelle. A ma connaissance, une seule étude rapporte

les effets dans I’hippocampe d'un tel régime pendant la lactation uniquement, et ce en dépit du fait
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que cette période est particuliérement critique pour le développement cérébral chez les rongeurs,

comme je I'ai évoqué précédemment (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020).

Premiérement, il a été rapporté dans plusieurs études utilisant des modéles de rongeurs (rat
et souris) que le régime maternel HF a des conséquences délétéres sur I'intégrité et la plasticité
synaptique des descendants adultes males et femelles, bien que seulement 2 études sur 7
prennent en compte les femelles. En effet, le régime maternel HF diminue le niveau protéique de
différents marqueurs présynaptiques [synaptosomal associated protein 25 (SNAP25),
synaptophysine et transporteurs du glutamate) et post-synaptiques (microtubule associated
protein 2 (MAP2), des sous-unités des récepteurs a la sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT),
au N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et au a-amino-3-hydroxyl-5méthyl-4isoxazole-propionate
(AMPA)], ce qui se traduit par une perte synaptique (Hatanaka etal.,, 2016 ; Lin et al., 2021 ; Mizera
etal,, 2022 ; Page & Anday, 2020 ; Smaga et al., 2023). Cette perte est causée par une dérégulation
de la balance formation/élimination des épines dendritiques en faveur de I'élimination (Hatanaka
et al,, 2016). De plus, cette perte est également associée a une diminution de l'arborisation
dendritique, aussi bien dans la longueur des prolongements que dans leur complexité (nombre de
branchements) (Janthakhin et al.,, 2017 ; Tozuka et al.,, 2010). Sur le plan fonctionnel, cela se
traduit par une diminution de la potentialisation a long terme (LTP), un processus essentiel dans
tous les processus cognitifs, suggérant une altération de la plasticité synaptique (Lin et al., 2021).
Il est intéressant de noter que la seule étude appliquant le régime uniquement durant la lactation
montre des résultats similaires suggérant que cette période est particulierement vulnérable au
stress maternel nutritionnel et suffisante pour conduire a des effets déléteres (Hatanaka et al,

2016).

Le second mécanisme biologique le plus étudié dans ce contexte estla neurogenese, y compris
chez I'adulte. En effet, le GD de 'hippocampe contient une niche neurogénique dans la SGZ
(Kozareva et al., 2019) permettant, a partir de cellules souches neurales, la formation de neurones
matures apres des phases de différenciation et maturation (Figure 8). La plupart des études
indiquent que le régime maternel HF diminue le nombre de cellules souches neurales en réduisant
leur prolifération, de fagon trés précoce et ce jusqu’a I'dge adulte (Hu et al., 2022 ; Natale et al,,
2022 ; Ojeda et al., 2023 ; Tozuka et al., 2009). De plus, des défauts de différenciation associés a
un retard de maturation des neurones nouvellement formés ont été rapportés (Hu et al., 2022 ;
Natale et al,, 2022 ; Val-Laillet et al., 2017), bien que certains résultats soient contradictoires
(Lépinay et al., 2015). Ces altérations de la neurogenése hippocampique, y compris chez I'adulte,
sont corrélées a des modifications de 'expression de genes impliqués dans la régulation de la
prolifération et de la différenciation, ayant pour origine des changements épigénétiques (Mendes-

da-Silva et al,, 2015 ; Natale et al.,, 2022). Par ailleurs, il a également été montré en utilisant un
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autre paradigme durant la période périnatale, la restriction alimentaire (50% de la prise
alimentaire normale), une dérégulation du nombre de cellules souches neurales durant la
neurogenese hippocampique, avec une augmentation dans la CA1, CA3 etle GD, et une diminution
dans la CA2, suggérant que la neurogenése hippocampique est particuliérement sensible a la

nutrition maternelle (Coupé et al., 2009).
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Figure 8 : La neurogenése hippocampique adulte (NHA). La NHA a lieu au niveau de la zone sous-
granulaire du gyrus denté de I'hippocampe. Les cellules souches neurales (NSC) peuvent s’activer puis se
diviser afin de former des cellules progénitrices neurales (NPC). Les NPC se différencient pour former des
neuroblastes puis des neurones immatures et enfin des neurones granulaires matures. L’ensemble du
processus dure environ 3 semaines. Les marqueurs associés a chaque stade de différenciation sont indiqués
en dessous. Il est important de voir 'expression de ces marqueurs comme un continuum progressif non
binaire. Adaptée a partir de Kozareva et al, 2019. Figure créée avec BioRender.com (certificat
n°RU26CB7UMI).

Quelques équipes se sont également intéressées aux conséquences sur la spheére
neuroinflammatoire. Ces travaux ont permis de mettre en évidence que le régime maternel HF
augmente les protéines pro-inflammatoires et potentialise la réponse neuroinflammatoire au
niveau de I’hippocampe (phénomeéne appelé « priming » en anglais) (Bordeleau et al., 2020 ; Dias
et al,, 2020 ; Wijenayake et al., 2020). En effet, apres I'ajout de lipopolysaccharides (LPS), une
molécule induisant une réponse inflammatoire, les cellules de 'hippocampe produisent une
réponse inflammatoire exacerbée. De plus, bien que 'effet soit présent chez les descendants males
et femelles, le régime maternel HF impacte différemment la morphologie des cellules microgliales

et 'expression de leurs récepteurs selon le sexe (Bordeleau et al.,, 2020).
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Ainsi, I'ensemble de ces études indiquent que I'’hippocampe est une structure sensible aux
stress maternels nutritionnels et qu'une altération de celui-ci pourrait étre responsable des
troubles cognitifs chez la descendance. Ce dernier point fait I'objet de la section 3.4. Par ailleurs,
il est important de noter que plus de la moitié des études ont été réalisées uniquement chez des
animaux males, empéchant de mettre en évidence de potentielles différences sexuelles, ce qui a
pourtant déja été rapporté (Aiken & Ozanne, 2013 ; Bordeleau et al,, 2020 ; Fernandes et al,, 2021
; Glendining et al., 2020).

3.4. Conséquences sur les fonctions cognitives

Les travaux initiaux de David Barker ont associé un faible poids de naissance avec un QI plus
faible, suggérant que I'environnement périnatal peut modifier le développement cérébral et
cognitif chez la descendance (Barker, 1966). Cette premiere étude épidémiologique a été
confirmée par de nombreuses études de cohortes qui ont été rassemblées dans des méta-analyses
(Hasebe et al, 2021 ; Sanchez et al, 2018). En effet, des analyses épidémiologiques,
principalement rétrogrades, indiquent que I'obésité et la malnutrition maternelle, débutant avant
ou durant la grossesse, augmentent le risque de surpoids et d’obésité, mais aussi d'un retard du
développement cérébral et d'un retard cognitif et émotionnel chez les enfants. Ainsi, elles
augmentent le risque de troubles déficitaires de I'attention avec hyperactivité et de troubles du
spectre  autistique, suggérant que ces altérations pourraient étre d’origine
neurodéveloppementale. De plus, une étude portant sur 11276 enfants biélorusses a associé un
IMC supérieur a 30 (obésité) chez la mére durant la gestation avec un QI diminué chez la
descendance a 6 ans et demi et a de plus faibles scores cognitifs a 16 ans. Ce travail suggere que
les conséquences sont prolongées dans le temps et que la malnutrition maternelle pourrait
éventuellement avoir des effets a I’age adulte sur la sphere cognitive (Oken et al.,, 2021). Toutefois,
les études épidémiologiques rétrospectives et longitudinales sur le trés long terme rencontrent
de nombreuses problématiques : perte de données, perte de participants, cofit... Ainsi et afin
d’étudier les conséquences a I'age adulte sur la cognition, les chercheurs ont effectué des études
précliniques chez l'animal. De plus, ces études ont l'avantage de s’affranchir des facteurs
confondants (statut social, niveau éducatif, accessibilité aux soins...) grace a un environnement
contrdlé. De cette sorte, le seul parametre modifié entre les animaux est la nourriture maternelle.
Il est important de noter que, de la méme facon que pour I'étude des conséquences du régime
maternel sur '’hippocampe (section 3.3.), I'extréme majorité de ces études ne s’est pas focalisée
sur la lactation alors méme que cette période correspond au pic du développement cérébral chez

les rongeurs.

Une des fonctions cognitives la plus étudiée est 'anxiété. Celle-ci est définie chez ’humain

comme un état de trouble psychique causé par 'appréhension face a un danger. Chez I'animal, son
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étude consiste a utiliser des tests comportementaux dans lesquels celui-ci a le choix entre un
environnement anxiogene (dangereux) et non-anxiogéne : c’est le cas du test du labyrinthe en
croix surélevé (voir section 2.2. du matériels et méthodes pour les explications du test). Il est
important de noter que chez les animaux nous parlons de « comportement de type anxieux » car
il est impossible de mesurer I'anxiété de la méme fagon que chez 'Homme. Une récente méta-
analyse rassemblant 26 études indique une augmentation du comportement de type anxieux chez
les animaux provenant de meres ayant recu un régime HF, en particulier chez les juvéniles males
et femelles (Contu & Hawkes, 2017 ; Menting et al., 2019). Toutefois, des études montrent des
résultats inverses (Balsevich et al,, 2015 ; Sasaki et al., 2013), révélant une certaine hétérogénéité
des résultats et I'importance des méta-analyses. Ces troubles de 'anxiété pourraient avoir pour
origine une altération de la voie des glucocorticoides. En effet, il a été rapporté une diminution de
la signalisation des glucocorticoides au niveau de 'hippocampe chez les descendants provenant
de meres surnutries durant la période périnatale (Abuaish et al.,, 2018). L’hippocampe exer¢ant
un rétrocontréle inhibiteur sur l'axe corticotrope, responsable de la biosynthese des
glucocorticoides et communément appelé axe du stress, il est possible qu'un déséquilibre
d’expression des protéines hippocampiques impliquées dans la voie des glucocorticoides puisse

conduire a une augmentation de 'anxiété (Paul et al,, 2015).

En lien avec le comportement de type anxieux, le comportement de type dépressif a également
été étudié. Les travaux indiquent que le régime maternel HF augmente le comportement de type
dépressif chez la descendance (Gawlinska et al., 2019 ; Hasebe et al., 2021 ; Winther et al., 2018),
y compris lorsque le régime est appliqué uniquement durant la lactation (Giriko et al., 2013). Ces
troubles sont associés a une dérégulation des geénes associés a la neuroinflammation et a I'axe du

stress dans '’hippocampe, pouvant expliquer le phénotype.

Par ailleurs, étant donné I'importance de I'hippocampe dans les mécanismes liés a la mémoire
et que celui-ci est sensible au régime maternel, des travaux se sont intéressés aux conséquences
sur la sphére mnésique. De nombreux travaux indiquent qu'un régime maternel HF augmente les
troubles de la mémoire, que ce soit chez les males ou les femelles et chez les animaux jeunes ou
plus agés. De plus, le régime modifie a la fois la mémoire spatiale a court et long terme (Contu &
Hawkes, 2017 ; Hasebe et al., 2021 ; Lin et al,, 2021 ; Mizera et al., 2022), ainsi que la mémoire
olfactive (Janthakhin et al, 2017). En outre, I'application du régime uniquement durant la
lactation suffit a conduire a un déclin cognitif chez la descendance (Moreton et al, 2019).
Toutefois, il existe plusieurs travaux montrant des résultats inverses (Di Meco & Pratico, 2019 ;
Johnson et al,, 2017) ou aucun effet du régime maternel sur la mémoire (Contu & Hawkes, 2017).
Ces résultats contradictoires peuvent une nouvelle fois s’expliquer par des régimes différents, des

périodes d’application différentes, des especes différentes... Les conséquences sur la mémoire
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peuvent étre expliquées par des altérations synaptiques et de la neurogenése ainsi que par un

phénotype neuroinflammatoire dans I’hippocampe des descendants (section 3.3.2.).

Pour résumer, ce premier chapitre indique que la malnutrition maternelle durant la période
périnatale, y compris durant la lactation, peut modifier I'architecture et la structure du cerveau a
court et a long terme. En effet, cette période correspond a un moment d’intense maturation et de
grande vulnérabilité du SNC. Ces modifications se traduisent sur le plan phénotypique par des
altérations métaboliques, mais aussi par le développement de troubles cognitifs, qui
correspondent respectivement a un facteur de risque de la MA et a une caractéristique clé de celle-
ci. Par ailleurs, I'hippocampe, une structure particulierement altérée dans la MA et jouant un réle
clé dans les processus cognitifs, est sensible et vulnérable a la malnutrition maternelle. Ainsi, nous
pouvons émettre ’hypothése que la malnutrition maternelle durant la période périnatale pourrait
exacerber la progression de la MA et ainsi constituer un nouveau facteur de risque durant cette
fenétre critique pour le cerveau. Les travaux étayant cette hypothese seront présentés dans le

chapitre 2.

Chapitre 2: Effets de la malnutrition maternelle dans la maladie
d’Alzheimer

1. La maladie d’Alzheimer

1.1. Définition

Avec le vieillissement de la population et 'augmentation de la durée de vie de 'Homme, les
maladies liées a I'age représentent un véritable enjeu de santé publique pour la société (World
Health Organization, 2019). En effet, en 2030, prés d'un individu sur six sera agé de plus de 60
ans, soit prés d’1,4 milliards de personnes dans le monde selon les chiffres de 'OMS (World Health
Organization, 2022). Ainsi, le nombre de démences, dont le principal facteur de risque est 'age,
croit également, touchant en 2023 plus de 55 millions de personnes, avec prés de 10 millions de
nouveaux cas par an, dont une majorité de femmes (Nichols et al, 2022 ; World Health
Organization, 2023) (Figure 9). Les démences correspondent a un ensemble de maladies
dégénératives qui affectent la mémoire, la pensée et la capacité a réaliser des taches quotidiennes,
de facon plus importante que lors du vieillissement normal. Parmi ces maladies, la MA constitue
la démence avec la prévalence la plus élevée, représentant entre 60% et 70% des cas, et toucherait
22% des personnes agées de plus de 50 ans (Gustavsson et al,, 2023), faisant de cette maladie un

des plus gros enjeux des prochaines décennies.
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La MA se définit comme une maladie neurodégénérative caractérisée par une atteinte
progressive et irréversible du cerveau. Le symptome clinique le mieux caractérisé est la perte de
mémoire, mais la plupart des fonctions cognitives sont altérées et déclinent (troubles du langage,
troubles des fonctions exécutives, perte des reperes spatio-temporels...). Ces caractéristiques
cliniques représentent encore a 'heure actuelle les critéres diagnostics de la maladie (McKhann
etal,, 2011), bien que I'essor de I'imagerie fonctionnelle (imagerie par résonnance magnétique et
tomographie a émission de positons au fluorodésoxyglucose) donne de nouveaux moyens de
diagnostic (Oldan et al,, 2021). Toutefois, ils permettent seulement d’'indiquer une probabilité
d’étre atteint de la MA et non d’établir un diagnostic de certitude. En effet, celui-ci est possible
uniquement apres une observation histologique post mortem des tissus cérébraux du patient lors
d’'une autopsie, bien qu’il soit maintenant possible de les détecter par imagerie et dosage dans le
liquide céphalo-rachidien (Lee et al, 2019 ; Rowley et al, 2020). Durant celle-ci, le
neuropathologiste cherche a identifier les deux lésions caractéristiques de la MA : les dépots
amyloides extracellulaires constitués d’agrégats de peptides amyloides béta (Af3) (Reiss et al.,
2018) et la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) caractérisée par 'accumulation intraneuronale
de protéines Tau hyper- et anormalement phosphorylées (Scheltens et al, 2021 ; Wang &
Mandelkow, 2016). En lien étroit avec ces deux lésions, la neuroinflammation joue un réle crucial
dans le développement de la MA (Heneka et al., 2015). Ces lésions conduisent a I'altération et a la
dégénérescence progressive des synapses et des neurones, a I'atrophie cérébrale et in fine aux

troubles cognitifs (Schafer et al.,, 2021) (Figure 10).

1.2. Etiologie
Depuis la description des premiers cas de la MA en 1906 par le Dr. Alois Alzheimer, de

nombreuses équipes se sont intéressées a son étiologie (Bondi et al.,, 2017). La MA existe sous
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Figure 10 : Représentation simplifiée des lésions de la maladie d’Alzheimer. La dégénérescence
neurofibrillaire (agrégat intraneuronal de protéines Tau), les dépots amyloides (agrégats extracellulaires
de peptides amyloides béta) forment les deux lésions principales de la maladie d’Alzheimer, auxquelles il
est communément ajouté la neuroinflammation comme troisiéme 1ésion. Ces trois lésions interagissent
entre-elles, formant un cercle vicieux, menant a des altérations synaptiques, a la neurodégénérescence
(atrophie cérébrale) et aux troubles cognitifs. Figure créée avec BioRender.com (certificat n® YC26CB7TYS).

deux formes: une forme familiale et une forme sporadique. La forme familiale est liée a des
mutations autosomiques dominantes dans trois genes liés au métabolisme du peptide Af : le
précurseur du peptide amyloide (APP), la préséniline 1 (PSEN1) et la préséniline 2 (PSENZ2). La
plupart de ces mutations augmentent la toxicité du peptide AB. Ces formes génétiques, dont la
pénétrance est compléte a 65 ans, sont trés rares et représentent moins de 1% des cas (Bateman
et al, 2011). La forme sporadique concerne I'écrasante majorité des patients atteints de la MA.
Cette forme d’origine multifactorielle est le résultat d'une interaction entre des facteurs de risque
génétiques et environnementaux (Armstrong, 2019 ; Reitz et al,, 2011). Il est intéressant de noter
que ces deux formes présentent une symptomatologie et une pathophysiologie similaires. L’age
d’apparition des symptomes constitue la différence majeure, avec un début avant 60 ans pour les
formes familiales et aprés 60 ans pour les formes sporadiques, d’ou les noms respectifs de MA

avec début précoce et tardif (Bateman et al.,, 2011).

1.2.1. Facteurs de risque génétiques
L’étude de jumeaux a permis de montrer que le risque de développer la MA est attribuable et
dépendant a 60-80% de facteurs génétiques héréditaires (Scheltens et al., 2021). Le principal

facteur de risque génétique est le variant €4 de 'apolipoprotéine E (APOE-g4), un facteur impliqué
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dans le métabolisme des lipides, augmentant par 3 a 4 fois le risque de développer la MA, en
particulier chez les femmes (Neu et al., 2017). De nombreuses études d’association génétique a
grande échelle (GWAS) ont permis d’identifier prés de 72 loci a risque, dont une majorité sont
impliquées dans les processus inflammatoires et en lien avec les voies liées a la DNF et au peptide

AP (Bellenguez et al., 2022 ; Guerreiro et al., 2013 ; Karch & Goate, 2015) (Figure 11).

1.2.2. Facteurs de risque environnementaux
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Figure 11 : Principaux variants génétiques contribuant au risque de développer la maladie
d’Alzheimer. Les couleurs a 'intérieur des cercles correspondent aux fonctions clés de chaque gene (voir
légende). Les génes qui sont connus pour affecter le métabolisme de ’APP sont entourés en rouge et ceux
connus pour affecter le métabolisme de la protéine Tau sont entourés en jaune. Lorsqu’il y a deux couleurs,
le gene joue un réle dans les deux fonctions biologiques associées aux couleurs. Adaptée a partir de
Guerreiro et al., 2013 ; Scheltens et al., 2016 ; Karch & Goate, 2015. Figure créée avec BioRender.com
(certificat n°HZ26CB7U1R).

En plus de ces facteurs de prédisposition génétiques, de nombreux facteurs de risque
environnementaux contribuent a augmenter le risque de développer la MA, dont le principal est
I'age. En effet, la majorité des personnes atteintes de la forme sporadique de la MA sont agés de
plus de 65 ans. Aux Etats-Unis, la prévalence pour les personnes dgées de plus de 95 ans de
développer la MA atteint prés de 50% (Hou et al., 2019). En ce sens, les femmes ayant une
espérance de vie plus élevée, elles sont également plus a risque de développer la maladie (Fisher
etal, 2018). Aux Etats-Unis elles représentent pres de 70% des cas. De plus, des études indiquent

que la progression de la maladie est accélérée chez les femmes avec une altération de la mémoire
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plus importante que les hommes apres une méme période post-diagnostique (Gale et al., 2016 ;
Lin etal, 2015). Outre la longévité accrue, cette différence sexuelle aurait des origines biologiques
impliquant les hormones sexuelles, les structures cérébrales dimorphiques, des différences dans
la réponse et 'adaptation au stress et des facteurs génétiques (Fisher et al., 2018). Par ailleurs,
d’autres études ont rapporté que les troubles métaboliques et cardiovasculaires représentent des
facteurs de risque importants de la MA (Armstrong, 2019 ; Reitz et al., 2011). En effet, des études
épidémiologiques ont montré qu'une hypertension chez les personnes dgées d’'une quarantaine
d’années a un effet négatif sur les fonctions cognitives et augmente le risque de développer la MA
des années plus tard (Tini et al., 2020). A 'opposé, I'application d’'un traitement anti-hypertensif
réduit I'incidence de développer une démence chez les populations agées, suggérant une relation
forte entre les troubles cardiovasculaires et la MA (Tan et al., 2018). Au niveau métabolique, une
récente méta-analyse regroupant 18 études épidémiologiques indique que les personnes ayant
une altération du métabolisme du glucose ou atteintes d'un diabete de type 2 (DT2) ont un risque
accru de développer la MA (Athanasaki et al., 2022). La relation inverse est également vraie
puisque le risque de développer un DT2 et des altérations du métabolisme glucidique chez les
personnes atteintes de la MA augmente, révélant une relation mutuelle et des voies communes
(Buchtetal, 1983 ; Craftetal, 1992, 1998 ; Gratuze et al,, 2018 ; Marciniak et al., 2017 ; Matsuzaki
etal, 2010). Une autre méta-analyse s’intéressant aux relations entre 'obésité et la MA révele que
les personnes en surpoids (IMC supérieur a 25) ont 1,35 fois plus de risque de développer la MA
(Anstey et al.,, 2011). Ainsi, ces études épidémiologiques, appuyées par de nombreux travaux
expérimentaux, ont conduit les chercheurs a dénommer la MA comme un « diabéte de type 3 »,
qui fait référence a I'insulino-résistance observée dans le cerveau des patients atteints de la MA
(de la Monte, 2014 ; de la Monte et al., 2018 ; Nguyen et al., 2020 ; Talbot et al., 2012). Outre ces
nombreux facteurs environnementaux de prédisposition, il ne faut pas oublier qu’il existe
également des facteurs de protection et que c’est la balance entre les deux qui augmente ou limite
le risque de développer la MA. Parmi eux, figurent I'activité physique (Iso-Markku et al,, 2022 ; Jia
et al,, 2019), la consommation d’un régime méditerranéen (Agarwal et al., 2023) ou encore la
consommation modérée de caféine (Arendash et al., 2006, 2009 ; Eskelinen et al., 2009 ; Flaten et

al, 2014 ; Laurent et al., 2014 ; Polito et al., 2018).

Dans le premier chapitre de cette introduction, nous avons détaillé de nombreuses études
épidémiologiques et expérimentales indiquant qu'une perturbation environnementale durant la
période périnatale, en particulier une malnutrition maternelle, peut prédisposer a des maladies
métaboliques et a des troubles cognitifs a 1'age adulte, mettant en jeu une altération de
I’hippocampe (structure altérée dans la MA et jouant un réle essentiel dans les processus
cognitifs). Par ailleurs, comme indiqué ci-dessus, les troubles métaboliques constituent un facteur

de risque majeur de la MA et les troubles cognitifs un symptéme clinique clé de cette maladie.
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Mises ensemble, ces données semblent indiquer qu'une malnutrition maternelle durantla période
périnatale pourrait sensibiliser et augmenter le risque de développer la MA, et/ou exacerber son
évolution. Dans les prochaines sections, nous tacherons d’identifier si les 1ésions amyloides, Tau
et la neuroinflammation caractéristiques de la MA sont sensibles a une malnutrition maternelle

ou a d’autres stress environnementaux maternels.

2. La pathologie amyloide est-elle sensible a une perturbation de I’environnement maternel ?

2.1. Description du gene et de la protéine précurseur du peptide amyloide

Le peptide AP correspond a un petit fragment de 4 KDa produit a I'issue du clivage séquentiel
de I'APP (Kang et al., 1987). Le géne APP est localisé sur le chromosome 21q21.3 chez I'Homme
(Goldgaber et al., 1987 ; Tanzi et al., 1987) et est constitué de 18 exons soumis a un épissage
alternatif des exons 2, 7, 8 et 15, donnant lieu a de nombreuses isoformes dont les 3 principales
ont une taille comprise entre 695 et 770 acides aminés (APP695, APP751 et APP770) (Masi et al,,
2023; Sandbrink et al,, 1996) (Figure 12). L’isoforme la plus abondante est 'APP695 qui est
produite principalement par les neurones, a I'inverse des isoformes APP751 et APP770 qui sont
surtout exprimées dans les cellules périphériques et les plaquettes. La majorité des isoformes ont
une masse moléculaire d’environ 110 a 135 KDa (Selkoe et al., 1988) et sont constituées d'un

domaine transmembranaire, d’'un large domaine N-terminal extracellulaire glycosylé et d'un
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domaine C-terminal cytoplasmique plus court (Chen et al., 2017). Le peptide Af se situe entre la
partie N-terminale et le domaine transmembranaire (Figure 12). Il est a noter que les 3 isoformes
majoritaires contiennent le peptide Af et peuvent donc le libérer suite au clivage séquentiel

(Zheng & Koo, 2006).

2.2. Clivages du précurseur du peptide amyloide

La protéine APP est principalement connue pour son role de précurseur du peptide AB. Afin
de produire ce petit fragment de 39 a 43 acides aminés, 3 protéases, 'alpha- la béta- et la gamma-
sécrétase (a-, B-, y-sécrétase), sont mises en jeu dans les deux voies principales menant a sa
formation : la voie non-canonique amyloidogénique et la voie canonique non-amyloidogénique,
chacune représentant, respectivement, 10% et 90% des processus de protéolyse dans les

conditions physiologiques (Penke et al., 2017) (Figure 13).

La voie amyloidogénique débute par le clivage de I'’APP par la (-sécrétase BACE1 (pour
«enzyme 1 de clivage de 'APP sur le site béta ») au niveau de son domaine extracellulaire,
produisant une partie N-terminale soluble (sAPPf) tandis que le large fragment C-terminal de 99
acides aminés (CTF( ou C99) reste fixé a la membrane. Dans les formes précoces de la MA, deux

mutations peuvent étre retrouvées dans le gene codant BACE1, lesquelles augmentent 'activité
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Figure 13 : Métabolisme du précurseur du peptide amyloide (APP). Le clivage séquentiel de '’APP par
I'enzyme 1 de clivage de 'APP sur le site béta (BACE1, B-sécrétase) etla y-sécrétase permet, respectivement,
la production du fragment soluble sAPPf et du fragment c-terminal de 99 acides aminés (CTF3/C99), et du
domaine intracellulaire de I'’APP (AICD) et du peptide amyloide béta (Af), formant ainsi la voie
amyloidogénique. Le clivage séquentiel de I’APP par I'a-sécrétase et la y-sécrétase permet, respectivement,
la production du fragment soluble sAPPa et du fragment c-terminal de 83 acides aminés (CTFa/C83), et de
I'AICD et du fragment P3, formant ainsi la voie non-amyloidogénique. Figure créée avec BioRender.com
(certificat n°SB26CB7U77).
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protéolytique de I'enzyme (Di Fede et al., 2009 ; Mullan et al.,, 1992). De plus, une activité
enzymatique plus élevée a été décrite dans le cerveau des patients atteints de la forme tardive de
la MA (Hampel, Vassar, etal., 2021). Al'issue de ce premier clivage, le fragment CTF-f est clivé par
la y-sécrétase permettantla libération du peptide AB dans I'espace extracellulaire et la production
du domaine intracellulaire de 'APP (AICD) dans le cytoplasme. Il est important de mentionner
que le clivage peut avoir lieu sur différents sites, générant des formes longues d’Af
(principalement AB42) et des formes courtes (AB40) (Castro et al.,, 2019 ; Wolfe, 2019). La y-
sécrétase forme un hétérotétramere constitué de plusieurs sous-unités protéiques : le domaine
catalytique représenté par PSEN1 et PSENZ2, ainsi qu'un domaine permettant la stabilisation de la
protéine et un domaine régulateur formés, respectivement, par la nicastrine et ’APH1 (en anglais
« anterior pharynx-defective 1 »), et PEN-2 (en anglais « presenilin enhancer 2 »). Dans les formes
génétiques de la MA, de nombreuses mutations autosomiques dominantes ont été décrites dans
les génes codant pour PSEN1 et PSEN2 (Mullan et al., 1992 ; Schellenberg et al., 1992 ; St George-
Hyslop et al., 1992). Ces mutations conduisent généralement a une perte de fonctions, limitant

I'activité de 'enzyme, mais augmentant la toxicité des peptides Ap produits (Bateman etal.,, 2011).

La voie non-amyloidogénique, voie principale de la protéolyse de I'’APP, débute par le clivage
de I'APP dans la région extracellulaire N-terminale par I'a-sécrétase, produisant un fragment N-
terminal soluble (sAPPa) et un fragment C-terminal rattaché a la membrane de 83 acides aminés
(CTFa ou C83). Le site de clivage de I'a-sécrétase étant situé au niveau juxtamembranaire dans la
région du peptide AB, I'action de 'enzyme neutralise la génération du peptide. Des études in vitro
et in vivo ont permis de montrer que la protéine ADAM10 estla principale protéase avec une action
a-sécrétase responsable du clivage de I'’APP (Feng et al., 2017 ; Kuhn et al., 2010). De la méme
facon que dans la voie amyloidogénique, la y-sécrétase clive le fragment CTFq, libérant le fragment

P3 dans le milieu extracellulaire et I’AICD dans le cytoplasme (Hampel, Vassar, et al., 2021).

Pour finir, il semble important d’indiquer que cette description est une vue simplifiée et que
des études plus récentes ont mis en évidence I'implication d’autres protéases (n-sécrétase, 8-
sécrétase) capables de cliver 'APP et ses fragments produisant alors de nouveaux fragments

encore mal caractérisés (Andrew et al., 2016).

2.3. Effets d’une modification périnatale de I’environnement sur les fonctions physiologiques

du précurseur du peptide amyloide et de ses fragments
L’APP est une protéine transmembranaire de type 1 impliquée a tous les stades de la vie dans
de nombreux processus biologiques. En effet, il a été montré que I’APP est exprimée dés les stades
embryonnaires et que les souris doubles mutantes APP-/- et APPL2-/- (pour « APP-like 2 ») ou
triples mutantes APP-/-, APPL1-/- et APPL2-/-ne sont pas viables et décédent peu apres la naissance,

suggérant que '’APP est une protéine essentielle au développement (Heber et al., 2000 ; Salbaum
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& Ruddle, 1994). Il s’avere que les souris simples mutantes survivent, révélant un mécanisme de
compensation entre les 3 formes d’APP. L’APP a une capacité d’interaction avec de nombreux
acteurs protéiques, faisant d’elle une molécule d’adhésion cellulaire. En effet, son large domaine
extracellulaire est capable de s’associer avec les protéines de la matrice extracellulaire (MEC) et
avec d’autres protéines d’adhésion cellulaire en cis/trans, tandis que son domaine cytoplasmique
peut se lier avec des protéines du cytosquelette (Sosa et al,, 2017). Il est intéressant de noter que
I’APP se trouve enrichie au niveau des épines dendritiques et des cOnes de croissance, lui
permettant de réguler la guidance axonale, la croissance des neurites et la synaptogenese (Chau
etal, 2023 ; Mesa et al,, 2023). Son expression est d’autant plus augmentée et enrichie au niveau
des épines dendritiques durant la synaptogenese. De plus, celle-ci se localise a la fois sur la
membrane pré- et post-synaptique, permettant la formation d'un dimére et l'interaction avec
d’autres molécules d’adhésion synaptiques, ce qui est nécessaire ala formation des synapses (Sosa
et al, 2017). En plus du role de la forme entiére de 'APP, les fragments solubles sAPP sont
également impliqués dans la LTP et la plasticité synaptique, notamment en se liant aux récepteurs
gabaergiques (Hick et al,, 2015 ; Rice et al., 2019). Par ailleurs, il a aussi été montré que I’APP joue
un role important durant la neurogenése, y compris chez l'adulte (Caillé et al., 2004), en
participant a la génération de nouveaux neurones, a leur différenciation et a leur migration. Par
exemple, 'APP est capable de réguler finement la neurogenése en I'augmentant ou en l'inhibant.
Tandis que son fragment cytoplasmique AICD inhiberait la neurogeneése en régulant des genes
impliqués dans ce processus, le fragment extracellulaire soluble sAPPa favoriserait la
neurogenese en augmentant la prolifération des cellules souches neurales au niveau de la SGZ du

gyrus denté (Z. Zhou et al., 2011).

Le peptide AB lui-méme joue des roles dans les conditions physiologiques. En effet, les
monomeéres d’Af sont impliqués dans la neurotransmission en régulant la balance
excitation/inhibition et le trafic vésiculaire synaptique et ainsi la plasticité synaptique (Hampel,
Hardy, et al., 2021 ; Rice et al., 2019). Il participe également a la régulation de la neurogenese en
agissant sur la voie liée au facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) (Moreno-Jiménez et

al, 2019).

Ainsi, 'APP et ses fragments sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques
importantes pour la formation, 'architecture et le bon fonctionnement du cerveau, notamment
durant la période neurodéveloppementale. Ainsi, une modification de la quantité d’APP et/ou de
ses fragments par des facteurs environnementaux, notamment durant la période périnatale,
pourrait s’avérer délétere, et ce méme dans des modéles animaux non-transgéniques. En ce sens,
différentes études ont montré que des perturbations de I'environnement durant la période

périnatale peuvent modifier 'expression de I’APP, ce qui est associé a des troubles a long terme
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(pour revue voir Gauvrit et al., 2022). Par exemple, une équipe de chercheurs a exposé des jeunes
primates femelles de PO a P400 au plomb, lequel est retrouvé en grande quantité dans I'air dans
les pays développés (Wu et al, 2008). Elle a pu montrer que l'exposition précoce au plomb
augmente l'expression d’APP, la quantité de peptides AB et de plaques amyloides au niveau du
cortex frontal chez les animaux agés de 23 ans. De plus, une autre étude chez la souris indique que
I'exposition au plomb durant la période post-natale (4 a 12 semaines post-natales) augmente la
quantité de peptides AB40 au niveau cortical chez les descendants males, ce qui est associé a une
altération de la mémoire (Zhang et al., 2017). Chez la souris, 'exposition précoce a un autre agent
chimique retrouvé dans les plastiques, le bisphénol A (BPA) connu pour étre un perturbateur
endocrinien, augmente également le niveau d’APP cérébral, ce qui est associé a des altérations
synaptiques et des troubles cognitifs (Fang et al., 2016 ; Tian et al,, 2010 ; Xu et al., 2010). En
utilisant un autre paradigme chez le cochon, I'asphyxie périnatale responsable d’altérations
neurologiques (Gillam-Krakauer & Gowen Jr, 2023), il a été montré que celle-ci diminue la
quantité de peptides AB42 dans le liquide cérébrospinal (Benterud et al., 2015), pouvant étre le
reflet d’'une accumulation des peptides dans le cerveau, ce qui n’a pas été exploré. Par ailleurs,
I'application d’'un régime maternel HF durant la période périnatale chez la souris augmente le
niveau de peptides AB au niveau vasculaire chez les descendants males, ce qui est associé a des
modifications de I'environnement neurovasculaire dans le cerveau des souris adultes. Cet effet a

été confirmé chez les humains présentant une hypercholestérolémie (Hawkes et al.,, 2015).

Ainsi, ces quelques études suggérent qu'une perturbation durant la période périnatale,
notamment durant la lactation, peut modifier I'expression et le métabolisme de I'’APP, ce qui peut
avoir des répercussions a long terme, en accord avec les fonctions clés de '’APP durant le
neurodéveloppement et a I'’age adulte. Par ailleurs, si une altération périnatale peut augmenter le
niveau d’Af, il semble possible que cela puisse affecter non seulement ses fonctions
physiologiques mais aussi conduire a des fonctions pathologiques comme celles retrouvées dans

la MA.

2.4. Effets d’une altération environnementale maternelle sur les fonctions pathologiques du
peptide béta amyloide
Selon I'hypothese de la cascade amyloide, 'agrégation des peptides amyloides sous forme de
plaques séniles serait le premier événement conduisant a la neurotoxicité et a la MA, avant méme
le développement de la DNF (Ricciarelli & Fedele, 2017; Selkoe & Hardy, 2016), quoique cette
théorie soit débattue (Kepp et al.,, 2023; Morris et al., 2014). Cette agrégation serait d’origine
multiple, bien qu’actuellement aucun travail a clairement identifié 1'élément déclencheur.
Premiérement, le taux de peptides Af est finement régulé dans les conditions physiologiques par

différents mécanismes d’élimination et de production. En effet, différentes protéases [protéase
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pré-séquence (PREP), cathepsine B, néprilysine...] sont capables de cliver le peptide A afin de
produire de nouveaux fragments sans effet neurotoxique (Iwata et al,, 2001 ; King et al,, 2014 ;
Mueller-Steiner et al., 2006). Egalement, d’autres enzymes comme I'’enzyme de conversion de
I'angiotensine (ACE), 'enzyme de conversion de l'’endothéline (ECE) ou encore I'enzyme de
dégradation de l'insuline (IDE) sont impliquées dans la dégradation du peptide A (Baranello et
al., 2015). Par ailleurs, outre ces voies de protéolyse, I'élimination du peptide AB peut se faire
grace a son interaction avec des récepteurs permettant son passage dans la circulation systémique
via la barriére hémato-encéphalique (BHE) ou un adressage aux lysosomes (Sun et al., 2015).
Ainsi, I'altération de ces voies d’élimination dans la MA conduit a une augmentation de la quantité
de monomeéres d’Af susceptibles de s’agréger. En parallele, une augmentation de la quantité de
formes longues A42 conduisant a une augmentation du ratio AB42/AB40 est retrouvée dans le
cerveau des patients atteints de la MA. Cette forme insoluble a une capacité d’agrégation
augmentée. Ainsi, les modifications des formes et de la quantité de peptides A3 vont conduire a
un phénomene de nucléation : les monomeres d’Af s’assemblent pour former des dimeéres, des
trimeéres, des oligoméres solubles, puis des fibrilles et enfin des agrégats appelés plaques séniles.
A ce dernier stade, les processus de dégradation ne sont plus capables d’éliminer les peptides A3
(Hampel, Hardy, et al., 2021). Il est important de noter que le développement des plaques séniles
dans le cerveau des patients atteints de la MA suit une progression spatio-temporelle stéréotypée,
qui a été caractérisée par les stades de Thal (Thal et al., 2000). Celle-ci démarre dans le néocortex
avant d’atteindre les régions allocorticales, puis les noyaux diencéphaliques, le striatum et les
noyaux cholinergiques, et enfin le tronc cérébral, s’étendant ainsi dans 'ensemble du cerveau

(Thal et al., 2002).

De nombreuses fonctions toxiques ont été découvertes concernant les formes agrégées des
peptides A. Il est intéressant de constater que ce sont les formes oligomériques qui ont été
décrites comme les plus toxiques. Outre la perte des fonctions physiologiques des peptides Af, ces
derniers présentent également des gains de fonction. Des travaux rapportent qu’ils alterent la
synapse en conduisant a sa dégradation (perte synaptique) mais aussi en diminuant sa
fonctionnalité (LTP) (Tzioras et al, 2023). Il a également été indiqué que les plaques séniles
augmentent le stress oxydatif et la production d’especes réactives de I'oxygéne (ROS) au niveau
mitochondrial, ce qui est déléteére pour 'environnement et la survie cellulaire (Sun et al,, 2015).
Par ailleurs, les peptides AP sont capables de participer a la mise en place d'une

neuroinflammation chronique en activant les astrocytes et la microglie, qui adoptent un

phénotype pro-inflammatoire délétere pour la survie des neurones (Heneka et al., 2015).

Nous avons précédemment montré dans la section 2.3. que plusieurs travauxindiquent qu'une

perturbation environnementale durant la période périnatale augmente le niveau d’APP et de ses
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fragments chez la descendance dans des modéles non-transgéniques. En ce sens, il semble
possible qu’une telle altération puisse avoir des effets similaires dans un contexte pathologique
comme la MA, et ainsi augmenter la pathologie amyloide et sa neurotoxicité. Plusieurs équipes ont
tenté de répondre a cette question en utilisant le modéle transgénique murin APPswe/PSEN1dE9,
qui développe une pathologie amyloide progressive a partir de 6 mois associée a une
neuroinflammation, une altération synaptique et des troubles de la mémoire (Hulshof et al., 2022
; Jankowsky et al., 2001, 2004 ; Kamphuis et al., 2012 ; Ruan et al., 2009 ; Viana da Silva et al,,
2016). Ainsi, il a été montré qu’un stress de contention chronique durant la gestation induit des
effets dimorphiques chez la descendance avec une altération de la mémoire spatiale chez les
males, tandis que les femelles présentent une amélioration de celle-ci associée a une diminution
de plaques amyloides dans I'hippocampe (Sierksma et al., 2013). Par ailleurs, en utilisant le méme
modeéle murin, la séparation maternelle répétée durant la lactation, induisant un stress majeur
pour la mére et son petit, augmente les plaques séniles dans le cortex et I'hippocampe chez les
descendants a 9 mois, ce qui est associé a une diminution de la mémoire et une altération des
neurones cholinergiques (Hui et al., 2017). Egalement, un autre type de stress maternel durant la
lactation, consistant a limiter la nidification, modifie le protéome synaptique chez les descendants
APPswe/PSEN1dE9 agés de 10 mois (Kotah et al,, 2023). A l'inverse, la manipulation douce et
répétée des descendants durant la lactation, afin de réduire leur stress, suffit a diminuer la
quantité de plaques amyloides dans I'hippocampe et a limiter le déclin cognitif a 11 mois (Lesuis
et al,, 2018). Ces travaux semblent indiquer que la lactation serait une période particuliérement
sensible aux changements environnementaux, ce qui est en accord avec la chronologie de
développement du cerveau de souris. Par ailleurs, une équipe a analysé les conséquences d'un
régime maternel HF débutant avant la gestation et se terminant a I'issue de la lactation dans un
autre modele amyloide, les souris Tg2576 (Hsiao et al., 1996). Elle a observé une augmentation
de la quantité de peptides AB solubles et agrégés dans I'hippocampe chez les descendants a 11
mois (Nizari et al.,, 2016). Une autre équipe utilisant un autre modéle murin mimant les deux
lésions de la MA, les souris 3xTgAD (Oddo et al., 2003), confirme ces résultats en montrant qu'un
régime maternel HF durant cette période périnatale augmente la pathologie amyloide, les
altérations synaptiques et conduit a un déclin cognitif plus précoce chez les descendants adultes.
Il est intéressant de noter que cela est associé a des modifications épigénétiques retrouvées dans
les genes liés a la pathogenése de la MA (Natale et al., 2022). Toutefois, a I'inverse, 'application
d’'un régime maternel HF durant la gestation dans ce méme modéle murin diminue la charge
amyloide associée a une diminution du déclin cognitif chez les descendants a 12 mois (Di Meco et
al,, 2021). De la méme fagon que précédemment, ces deux travaux semblent identifier la lactation
comme la période la plus vulnérable aux effets déléteres du stress maternel (y compris la

malnutrition maternelle), et 'hippocampe comme une structure particulierement sensible aux
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perturbations précoces. Il est également intéressant de noter qu'une seule étude a véritablement
étudié I'impact du sexe, permettant de déceler un effet dimorphique et mettant en évidence

I'importance d’analyser les deux sexes simultanément.

3. La pathologie Tau est-elle sensible a une perturbation de I’environnement maternel ?

3.1. Description du gene et de la protéine Tau

La DNF est principalement constituée d’agrégats de la protéine Tau hyper- et anormalement
phosphorylée. La protéine Tau, majoritairement exprimée dans les neurones, est codée par le
géne MAPT (pour protéine Tau associée aux microtubules) localisé sur le chromosome 17q21.31
chez 'Homme (Neve et al., 1986). Le géne MAPT contient 16 exons soumis a un épissage alternatif
des exons 2, 3 et 10, donnant lieu a 6 isoformes chez I’adulte. Les exons 443, 6 et 8 n’ont jamais été
identifiés dans I’ARNm du cerveau humain, bien qu’ils soient exprimés en périphérie (Bodea etal,,
2016 ; Wang & Mandelkow, 2016). L'exon 2 est trouvé soit en 'absence de I'exon 3 (forme 1N,
« N » pour insert N-terminal), soit avec I'exon 3 (forme 2N), soit est épissé au méme titre que
I'exon 3 (forme ON). L'inclusion ou non de I'’exon 10, codant pour un des 4 domaines de liaison aux
microtubules (appelé « R »), donne respectivement les formes 4R et les formes 3R (Figure 14).
Ainsi, la taille de la protéine Tau humaine est comprise entre 352 et 441 acides aminés et son

poids moléculaire varie autour de 60 KDa (Goedert et al., 1992).

Chromosome 17 17q21.31 Figure 14 : Structure du géne, de
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17q21.31 et comporte 16 exons.
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Sur le plan structural, la protéine Tau est constituée de deux domaines fonctionnels : un
domaine de projection N-terminal acide contenant des sites de fixation a divers éléments du
cytosquelette, aux mitochondries, aux vésicules, a la membrane plasmique et a d’autres facteurs
protéiques ; et un domaine C-terminal basique contenant les 3 ou 4 sites de fixation aux
microtubules, faisant de la protéine Tau un membre de la famille des protéines de liaison aux
microtubules (MAP) (Wang & Mandelkow, 2016) (Figure 14). Bien que la structure de ces
isoformes soit similaire entre 'Homme et la souris, il existe des différences qu'il est important de
mentionner. Premierement, la partie N-terminale est plus longue de 11 acides aminés chez
I’'Homme, ce qui a des conséquences importantes pour les interactions protéiques. Par exemple, il
a été montré que la protéine Tau interagit avec certaines protéines impliquées dans la
transmission synaptique uniquement chez 'Homme par l'intermédiaire de ce motif (Stefanoska
etal,, 2018). Egalement, la cinétique d’expression des différentes isoformes est différente dans les
deux espéces. Chez 'Homme, les formes 3R sont exprimées durant le développement tandis qu'’il
y a une proportion similaire des formes 3R et 4R a I'dge adulte (Hernandez et al., 2020). Chez la
souris, c’est également les formes 3R qui sont exprimées durant le développement, mais
uniquement les formes 4R le sont a I'age adulte (Brion et al., 1993). Toutefois, il faut noter que
ceci est vrai a une exception pres : les cellules souches neurales au niveau du GD (Bullmann et al,,
2007) et de la zone sous-ventriculaire (SVZ) (Fuster-Matanzo et al., 2009) expriment les formes
3R chez la souris a I'dge adulte. Ainsi, ces données chez I'Homme et chez la souris suggérent que
la protéine Tau et ses différentes isoformes jouent un roéle important durant la

neurodéveloppement et a 'dge adulte.

3.2. Les modifications post-traductionnelles de la protéine Tau

La protéine Tau, étant nativement dépliée (Dyson, 2011 ; Uversky, 2015), est sujette a de
nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) : la phosphorylation (Wegmann et al,
2021), 'acétylation (Caballero et al., 2021), la méthylation (Huseby et al., 2019), la glycation (Yan
et al,, 1994), I'ubiquitination (Li et al., 2022), la glycosylation (Wang et al., 1996), la sumoylation
(Dorval & Fraser, 2006), la nitration (Horiguchi et al., 2003), la O-GlucNAcylation (Gong et al.,
2016) ou encore la troncation (Friedrich et al., 2021) (Figure 15). L’ensemble de ces MPT
permettent de réguler finement la protéine Tau et d'augmenter sa diversité fonctionnelle dans les

conditions physiologiques (Alquezar et al., 2021).

La MPT la plus abondante et la plus étudiée est la phosphorylation, consistant en I'ajout d’'un
groupement phosphate sur un résidu sérine (S), thréonine (T) ou tyrosine (Y). En effet, la forme
la plus longue de la protéine Tau (2N4R) contient 85 sites de phosphorylations potentiels, soit
pres de 20% des résidus. Parmi eux, une vingtaine sont phosphorylés dans le cerveau sain et 55

dans le cerveau pathologique atteint d’'une tauopathie (groupe de maladies contenant des DNF)
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une écriture rouge. Les quatre domaines de liaison aux microtubules sont séparés par des traits noirs
verticaux. Les points colorés représentent les modifications post-traductionnelles : phosphorylation (bleu
clair), acétylation (rose), méthylation (vert), glycation (jaune), ubiquitination (rouge), O-GlcNAcylation
(orange), sumoylation (bleu foncé) et nitration (violet). La N-glycosylation est omise car aucun site
spécifique n’a été identifié. Les motifs de liaison aux microtubules KXGS sont indiqués par des encadrés
rose. La motifs KFERQ canoniques (motif complet sans modification post-traductionnelle) et potentiels
(motif devant étre complétés par des modifications post-traductionnelles telle que la phosphorylation ou
I'acétylation) sont encadrés, respectivement, en bleu foncé et bleu clair. Ils sont impliqués dans la
dégradation de la protéine Tau par le systéme autophagie-lysosomes. Les motifs phosphodegron, lesquels
contiennent des résidus sérine/thréonine dont la phosphorylation favorise I’élimination en stimulant
I'ubiquitination et la dégradation par le protéasome, sont encadrés en jaune. Adaptée a partir de Alquezar
etal, 2021.

(Wesseling et al.,, 2020). 1l est intéressant de noter qu'une part importante des résidus se situe
entre les régions C- et N-terminales au niveau de la région riche en prolines. Le processus de

phosphorylation est finement régulé par l'action de nombreuses kinases et phosphatases

41



(Alquezar et al,, 2021). Il existe plus de 20 kinases qui sont capables de phosphoryler la protéine

Tau, lesquelles peuvent étre scindées en trois groupes :

1. Les kinases dirigées par les résidus prolines : ces kinases phosphorylent la protéine Tau,
principalement sur sa région centrale, sur des résidus S et T suivis d'une proline. On
retrouve parmi les plus connues la kinase dépendante de la cycline 5 (CDK5) (Baumann
etal, 1993 ; Kimura et al., 2014) et la glycogéne synthase kinase 3 béta (GSK3{) (Hanger
etal, 1992 ; Lauretti et al., 2020). Toutefois, cette derniére peut phosphoryler également
des résidus qui ne sont pas suivis d'une proline.

2. Les kinases qui ne sont pas dirigées par les résidus prolines : ces kinases phosphorylent la
protéine Tau sur les 3 résidus en fonction de leur activité enzymatique. On y retrouve une
large panoplie dont les plus connues sont la kinase DYRK1A (en anglais « dual-specificity
tyrosine-phosphorylated and -regulated kinase 1A ») (Woods et al.,, 2001), la protéine
kinase A (PKA) (Jicha et al., 1999) et la protéine kinase C (PKC) (Boyce & Shea, 1997).

3. Les kinases spécifiques de la tyrosine : on y retrouve certaines kinases de la famille des

Src, dont la plus connue est la kinase FYN (Lee et al.,, 1998, 2004).

Alinverse, la déphosphorylation de la protéine Tau est prise en charge a 70% par une seule
phosphatase, la phosphatase de type 2A (PP2A), qui est également capable d’inhiber l'activité de
kinases formant une boucle de rétrocontréle. Toutefois, les phosphatases de type 1, 2B, 2C et 5
(PP1, PP2B, PP2C et PP5) et la phosphatase PTEN (en anglais « phosphatase and tensin homolog
on chromosome 10 ») sont également capables de déphosphoryler la protéine Tau (Gong et al,,
1993 ; Wang & Mandelkow, 2016 ; Zhang et al., 2006). Il est intéressant d'indiquer que I'activité
de PP2A est sensible a la température et qu'une baisse de celle-ci lors d'une hibernation ou d’'une
anesthésie diminue son activité enzymatique, augmentant ainsi la phosphorylation de la protéine

Tau (Planel et al.,, 2007 ; Su et al., 2008).

Par ailleurs, de nombreux sites de phosphorylation sont également des sites pouvant recevoir
d’autres groupements, subissant ainsi d’autres MPT comme la O-GlcNAcylation (Arnold et al,,
1996 ; Bourré et al., 2018 ; Liu et al,, 2004) (Figure 15). En ce sens, un processus de compétition
s’installe. Ainsi, la protéine Tau subit une régulation hautement dynamique et complexe lui

permettant d’exercer un large panel de fonctions (Alquezar et al., 2021).

3.3. Effets d’une perturbation périnatale de I’environnement maternel sur les fonctions
physiologiques de la protéine Tau

La protéine Tau est une protéine pléiotrope exprimée dés le stade embryonnaire, durant

lequel elle semble jouer un réle important mais non essentiel. En effet, la délétion totale du gene

Mapt chez les souris (souris « knock out » ou KO Tau) est viable et n’induit pas de modification
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développementale majeure du SNC. Toutefois, des analyses par microscopie électronique
indiquent une diminution de la densité de microtubules et de leur espacement dans les axones,
bien que cela n'induise pas de probléme fonctionnel et phénotypique important. Cela serait dii a
un mécanisme de compensation puisque la délétion du gene Mapt induit une augmentation par
un facteur 2 de la protéine associée au microtubule de type 1A (MAP1A) a P7 et par un facteur de
1,3 a I'age adulte (Fujio et al., 2007 ; Fuster-Matanzo et al., 2009 ; Harada et al,, 1994 ; Ke et al,,
2012 ; Takei etal., 2000). Ces observations révelent les premiéres fonctions décrites de la protéine
Tau, celles de stabilisatrice et de régulatrice des microtubules (Drechsel et al.,, 1992 ; Weingarten
et al,, 1975). En effet, la protéine Tau possede 4 domaines de fixation aux microtubules dans la
partie C-terminale permettant de les stabiliser, mais régulant aussi leur assemblage et
désassemblage et ainsi leur plasticité et leur dynamique. Grace a cette fonction, la protéine Tau
joue un role important dans I'axogeneése, la croissance des neurites et la formation de réseaux
neuronaux au cours du développement. La régulation de ces processus a été montrée in vitro a
partir de cultures primaires de neurones de souris KO Tau agées de quelques jours, lesquelles
présentent des défaut de maturation axonale, de migration et de connexions synaptiques (Biswas
& Kalil, 2018 ; Dawson et al., 2001 ; Sapir et al., 2012 ; Sennvik et al., 2007). Ces résultats sont en
accord avec la présence des formes 3R de la protéine Tau durant le développement, comme
indiqué précédemment. Ces formes ont une affinité réduite pour les microtubules par rapport aux
formes 4R favorisant leur dynamique, un parametre essentiel a la croissance neuritique et axonale
lors de la différenciation neuronale (Hernandez et al., 2020). A la fin de la maturation, les neurones
expriment les formes 4R, la quantité de protéines Tau augmente et la proportion de formes 3R
diminue drastiquement (Bullmann et al., 2007 ; Fiock et al., 2020). Le role des formes 3R durant
le développement est en adéquation avec leur présence uniquement dans les cellules souches
neurales de I'hippocampe et de la SVZ chez les souris adultes (Bullmann et al., 2007 ; Fuster-
Matanzo et al,, 2009). En effet, les souris KO Tau présentent une altération de la neurogenése
adulte au niveau de I'hippocampe (Dioli et al., 2017) et de la SVZ (Dioli et al., 2021). Il est
intéressant de constater que la régulation de I'affinité de la protéine Tau pour les microtubules va
au-dela des isoformes puisque le niveau de phosphorylation peut également la réguler, 'ajout de
groupements phosphates perturbant les interactions électrostatiques entre les deux partenaires.
Le niveau de phosphorylation durant le développement est particulierement élevé permettant, de
la méme fagon que les formes 3R, d’augmenter la dynamique des microtubules et la croissance
neuronale (Brion et al.,, 1993 ; Hefti et al,, 2018, 2019). De plus, il est a noter qu'une baisse de
phosphorylation sur différents phosphoépitopes de la protéine Tau a été retrouvée dans le
cerveau de personnes atteintes de trisomie 21 des le stade feetal et jusqu’a 6 mois postnataux, ce

qui pourrait participer aux troubles neurodéveloppementaux (Milenkovic et al., 2018).
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Par ailleurs, la liaison de la protéine Tau aux microtubules permet également de réguler le
transport axonal, particulierement dans les neurones matures. En effet, sa liaison régule les
moteurs protéiques comme la kinésine et la dynéine qui permettent de transporter,
respectivement de facon antérograde et rétrograde, les vésicules, les mitochondries et d’autres
constituants cellulaires du soma a la terminaison synaptique (Wang & Mandelkow, 2016). En ce
sens, elle est impliquée dans la régulation de la plasticité synaptique (Biundo et al, 2018 ;
Marciniak et al., 2017). En accord avec cela, il a été montré dans des études portant sur
I'interactome de la protéine Tau que celle-ci interagit avec de nombreuses protéines synaptiques

(Liuetal, 2016 ; Tracy etal., 2022).

Bien que la protéine Tau soit majoritairement localisée dans les axones, elle est également
présente dans 70% des compartiments post-synaptiques (Tai et al., 2012), ce qui est en accord
avec les données sur l'interactome de Tau indiquant I'interaction avec de nombreuses protéines
post-synaptiques (Liu et al.,, 2016 ; Tracy et al., 2022). Il est intéressant de noter que '’ARNm de
Tau est aussi retrouvé dans les épines dendritiques, suggérant une traduction locale et un réle
important dans cette région subcellulaire (Malmgqvist et al., 2014). Etant donné la plus faible
présence de la protéine Tau dans ce compartiment, il existe peu de travaux sur son réle. Toutefois,
il semblerait que la protéine Tau puisse moduler l'interaction entre la protéine interagissant avec
la kinase C de type 1 (PICK1) et la sous-unité A2 du récepteur AMPAR (GLUAZ2), régulant ainsi la
dépression a long terme (LTD) (Regan et al., 2015 ; Yagishita et al.,, 2015). La protéine Tau, via son
interaction avec la kinase FYN, permet également de stabiliser le complexe entre PSD95 et le
récepteur NMDAR, régulant la LTD et la plasticité synaptique (Ittner et al., 2010 ; Kimura et al,,
2014).

Sur le plan métabolique, une étude réalisée au laboratoire indique que la délétion du gene
Mapt chez la souris induit une altération de la signalisation de l'insuline au niveau de
I'hippocampe a I'age adulte, ce qui est associé a une résistance centrale a I'insuline. Sur le plan
phénotypique, cela conduit a une diminution de l'effet anorexigénique de l'insuline dans
I'hypothalamus, a une augmentation de la masse pondérale et a des troubles métaboliques
(Marciniak et al., 2017). A l'inverse, la surexpression de la protéine Tau améliore la réponse a
I'insuline au niveau de '’hippocampe, ce qui a également des effets opposés sur les parameétres
plasmatiques et la masse corporelle (Leboucher et al.,, 2019). Ces effets seraient médiés par
'interaction entre la protéine Tau et la protéine PTEN, un inhibiteur de la signalisation de
I'insuline, 'interaction levant I'inhibition de PTEN sur la voie (Marciniak et al., 2017). Dans le
méme sens, une étude de l'interactome de Tau indique des interactions avec de nombreuses
protéines du métabolisme énergétique, bien que la protéine PTEN ne soit pas retrouvée dans cette

analyse omique (Liu et al,, 2016). Toutefois, de récentes études chez 'Homme ont associé un haut
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niveau de protéines Tau avec un hypométabolisme chez des sujets sains agés (Adams et al., 2019
; Crook et al,, 2023), suggérant un effet contradictoire a ceux observés chez la souris. Néanmoins,
cet effet a été observé dans le lobe médio-temporal et pas dans 'hippocampe, a des stades
différents et par des approches techniques différentes. Egalement, ce type de résultats met en
garde sur la transposition des données entre les especes. Outre son réle au niveau central, la
protéine Tau est également retrouvée au niveau périphérique ou elle est impliquée dans la
régulation du métabolisme glucidique. En effet, des études récentes, dont une au sein du
laboratoire, ont mis en évidence que la protéine Tau est également localisée dans les cellules béta
pancréatiques des flots de Langerhans ou elle exercerait une fonction dans la sécrétion médiée
par les microtubules des granules de sécrétion contenant l'insuline (Benderradji et al., 2022 ;

Mangiafico et al., 2023). Ces fonctions périphériques restent encore peu étudiées et comprises.

Ainsi, cette liste non-exhaustive des fonctions de la protéine Tau indique que celle-ci joue un
réle important dans divers processus biologiques a tous les stades de la vie, suggérant qu’elle
pourrait étre sensible a une altération de I'environnement, y compris durant la période périnatale,
et que cela pourrait avoir des effets a court et a long terme. Des études expérimentales chez les
rongeurs et primates indiquent que l'exposition précoce au plomb augmente la quantité de
protéines Tau et son niveau de phosphorylation dans le cortex chez les descendants jeunes et agés,
ce qui est associé a une augmentation de CDK5 et GSK3p, deux kinases impliquées dans sa
phosphorylation (Bihaqi et al., 2014 ; Bihaqi & Zawia, 2013 ; Gassowska et al.,, 2016 ; Li et al,,
2010). Ces effets sur la protéine Tau s’accompagne d’altérations structurelles des synapses et d'un
déclin cognitif (Gassowska et al,, 2016 ; Li et al,, 2010). L’exposition a d’autres polluants chez la
souris comme les particules fines durant la gestation augmente la phosphorylation de la protéine
Tau et altere les mitochondries dans le cortex chez les nouveau-nés males et conduit a une
résistance centrale a l'insuline au sevrage (Hou et al., 2022). En accord avec ces données,
I'exposition a un perturbateur endocrinien, le BPA, durant la gestation et la lactation augmente la
quantité de protéines Tau et de son état de phosphorylation dans le cortex et I'hippocampe des
descendants males adultes, ce qui est associé a une augmentation de I'activité des kinases de la
protéine Tau, a une diminution de la signalisation de I'insuline et a des altérations synaptiques
(Fang et al,, 2016 ; Xue et al,, 2020). En parallele, il a été montré qu'une simple dose a P10 suffit
pour induire des troubles cognitifs (Viberg et al.,, 2011). Toujours dans le méme sens, 'exposition
au di-(2-thyhexyl)-phtalate (DEHP) chez le rat, un perturbateur endocrinien, durant la période
périnatale augmente également la phosphorylation de la protéine Tau dans I'hippocampe des
descendants agés, ce qui est associé a une résistance a l'insuline périphérique et centrale et a des
troubles cognitifs (W. Sun et al., 2014). Par ailleurs, il a été rapporté que I'exposition au tabac chez
la souris, qui peut induire des troubles neurodéveloppementaux chez 'Homme (El Marroun et al.,

2016 ; Ramsay et al., 2016), durant la période périnatale augmente la quantité de formes 3R et la
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phosphorylation de la protéine Tau dans le cerveau, conduisant a une dérégulation du ratio 3R/4R
durant le développement des descendants (La Maestra et al,, 2011), un ratio particulierement
important au cours de cette période. En utilisant un autre stress maternel, il a été montré que
I'exposition a des radiations ionisantes a P10 augmente la quantité de protéines Tau dans le cortex
des descendants males a P11 et a 6 mois, suggérant un effet dimorphique et durable, ce qui est
associé a des troubles de la mémoire chez l'adulte (Buratovic et al, 2014, 2018). Enfin,
I'application d'un régime faible en protéines (7% versus 14% dans le régime standard) chez le rat
durant la gestation augmente la quantité de protéines Tau et son niveau de phosphorylation dans
I’hippocampe chez les descendants males adultes, ce qui est associé a une hypertrophie de
I’hippocampe et a des troubles cognitifs (Grigoletti-Lima et al., 2022). A l'inverse des études
précédemment citées, il a été rapporté que l'application d'un régime maternel HF durant la
gestation diminuerait la quantité de protéines Tau, et améliorerait la mémoire et l'intégrité

synaptique chez les descendants agés (Di Meco & Pratico, 2019).

Ainsi, ces données mettent en évidence que la protéine Tau est sensible aux perturbations de
I'environnement périnatal et qu'une modification de son expression et de son état de
phosphorylation, notamment dans '’hippocampe, ont des conséquences a court et a long termes
au niveau métabolique, synaptique et comportementale. A 'exception d'une étude, il semblerait
que ces perturbations aient des conséquences déléteres. En ce sens, il parait intéressant de
regarder si de telles altérations périnatales pourraient étre des facteurs de risque de tauopathies
dontla MA, en favorisant leur développement (effet sur I’étiologie de la maladie) et/ou exacerbant
leur évolution (effet sur la progression de la maladie). Il est important de noter que la plupart de
ces travaux ne se sont pas cantonnés a la période de lactation alors méme qu’elle correspond au
pic de maturation du cerveau. De plus, aucune étude a étudié une éventuelle différence sexuelle,
ce qui a pourtant été rapporté dans le concept de la DOHaD (Aiken & Ozanne, 2013 ; Bordeleau et

al,, 2020 ; Fernandes et al,, 2021 ; Glendining et al., 2020).

3.4. Processus d’agrégation de la protéine Tau

En 1906, le Dr. Alois Alzheimer a découvert la présence de deux lésions encore jamais vues
dans le cerveau de patients atteints de la MA, les plaques séniles et les DNF. Prés de 80 ans plus
tard, I'essor de la microscopie électronique a permis de montrer que la DNF est constituée de
nombreux composants dont la protéine Tau qui, en s’agrégeant, forme des filaments hélicoidaux
appariés (PHF) (Anderton et al., 1987 ; Brion et al,, 1985 ; Goedert et al., 1988 ; Grundke-Igbal et
al,, 1986 ; Kidd, 1963 ; Limorenko & Lashuel, 2022). D’autre part, la présence de filaments de
protéines Tau est la caractéristique d'un groupe de maladies neurodégénératives : les tauopathies
qui sont présentées dans la Figure 16 (Ganguly & Jog, 2020). Il a été montré par cryo-microscopie

électronique (cryo-EM) que les PHF au sein de ces maladies se distinguent sur le plan
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Figure 16 : Classification des tauopathies. Les tauopathies sont scindées en deux catégories : les
tauopathies primaires (présence uniquement de la l1ésion Tau) et secondaires (présence de la l1ésion Tau et
d’une seconde lésion). Chacune de ses catégories se subdivise en fonction de la présence des formes 3R, 4R
ou 3R/4R de la protéine Tau (R : domaine de liaison aux microtubules). Adaptée a partir de Ganguly & Jog,
2020. Figure créée avec BioRender.com (certificat n°TW26CB7U9R).

conformationnel (Shi et al., 2021). En plus de ces caractéristiques biophysiques différentes, ces
maladies présentent une symptomatologie, une localisation et une propagation de la DNF
différentes. De nombreuses études, principalement in vitro, ont tenté d’identifier les mécanismes
sous-jacents menant a l'agrégation de la protéine Tau. En effet, la structure intrinsequement
désordonnée (sans structures secondaire et tertiaire stables) de la protéine Tau n’est pas propice
a un processus d’agrégation. Actuellement, le mécanisme le plus documenté est le suivant : (1) le
monomere soluble de la protéine Tau forme une structure en « paperclip» (en frangais,
trombone) avec les extrémités N- et C-terminales qui interagissent empéchant son agrégation en
condition physiologique; (2) en condition pathologique, des éléments divers modifient la
conformation de la protéine favorisant la formation de feuillets béta et le processus de fibrillation
mettant en jeu des motifs au niveau des domaines de fixation aux microtubules R2 et R3 ; (3) cette
nouvelle conformation favorise la nucléation et l'agrégation permettant la formation
d’oligomeres, et in fine de PHF que I'on retrouve dans la DNF (Limorenko & Lashuel, 2022). La
protéine Tau étant observée hyperphosphorylée au sein de la DNF, les chercheurs ont longtemps
considéré que cette MPT était a I'origine du processus d’agrégation. Toutefois, cette idée est
maintenant remise en cause et le mécanisme d’agréation serait d’origines multiples : mutations,
MPT, liaison avec d’autres acteurs moléculaires, parametres environnementaux et présence de
cofacteurs... Par exemple, les mutations G272V et P301S, retrouvées chez les patients atteints
d’'une démence frontotemporale liée au chromosome 17 (FTDP17) et utilisées dans de nombreux
modeéles animaux de tauopathies, déstabilisent la conformation « paperclip » et augmentent la
probabilité que la protéine Tau prenne une conformation sensible a 'agrégation (Alonso et al.,

2004 ; Jeganathan et al,, 2006).
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Dans la MA, la propagation de la DNF est corrélée au déclin cognitif, a la différence des dépots
amyloides, ce qui a permis de définir les stades de Braak (Braak & Braak, 1991). Elle débute au
niveau de la région transentorhinale (stade I), progressant vers la région entorhinale,
I'hippocampe (stade II) et au néocortex (stade III), puis au niveau des aires associatives du
néocortex (stade IV) pour enfin recouvrir I'ensemble du cortex et du cerveau (stades V et VI)
(Braak et al,, 2006). Ainsi, la DNF semble transmise entre les régions cérébrales anatomiquement
connectées (Zhang et al., 2021). Cette propagation serait médiée par un processus semblable a
celui retrouvé pour la protéine prion. Ce mécanisme stipule qu’une cellule « donneuse » contenant
des protéines Tau présentant une malformation pathologique est capable de la transférer a une
cellule «receveuse» contenant des protéines Tau normales, lesquelles vont devenir
pathologiques sous I'action de la protéine Tau pathologique. Le transfert de la protéine Tau entre
les cellules s’effectuent principalement par libération dans le milieu extracellulaire puis capture
par la cellule receveuse, mais aussi par I'intermédiaire de nanotubes, de vésicules extracellulaires

et d’autres types cellulaires comme les astrocytes (Mothes et al., 2023 ; Mudher et al., 2017).

3.5. Effets d’une perturbation périnatale de ’environnement maternel sur les fonctions
pathologiques de la protéine Tau

La présence d’agrégats et de formes solubles de protéines Tau dans les tauopathies, dont la
MA, altere l'architecture et le fonctionnement des cellules du cerveau, conduisant in fine a la
neurodégénérescence et aux altérations cognitives. Une des principales résultantes du
changement de conformation et I'agrégation de la protéine Tau est une perte de ses nombreuses
fonctions physiologiques présentées précédemment. En effet, I'hyper- et anormale
phosphorylation de la protéine Tau, comme retrouvée chez les patients atteints de la MA et
d’autres tauopathies, conduit a un détachement des microtubules et a des défauts du transport
axonal (Combs et al., 2019), mais aussi de la plasticité synaptique (Chatterjee et al., 2018 ; Wu et
al, 2021), du métabolisme énergétique (Benderradji et al., 2022) et de la NHA. Par exemple,
I'augmentation de protéines Tau solubles altere la morphologie des neurones nouvellement
formés au niveau de '’hippocampe en modifiant leurs connexions synaptiques et leur niveau de
maturation chez la souris adulte, ce qui est associé a des troubles comportementaux (Bolés et al.,
2017). Toutefois, d’autres protéines MAP sont capables de compenser la perte de fonction de la
protéine Tau chez les souris KO Tau jeunes mais pas dgées, suggérant que la protéine Tau
fonctionnelle est essentielle a un vieillissement normal (Lei et al., 2014). Par ailleurs, des études
révelent une relocalisation de la protéine Tau du compartiment axonal vers le compartiment
somato-dendritique (Teravskis et al., 2020). Ainsi, 'augmentation de formes solubles de la
protéine Tau au niveau des épines dendritiques altere la plasticité synaptique. Comme indiqué
précédemment, la protéine Tau participe a la régulation de la LTD au travers de son interaction

avec FYN. La présence excessive de protéines Tau hyperphosphorylées augmente la quantité de
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FYN, induisant une augmentation de la phosphorylation de la sous-unité 2 du récepteur NMDA
(NR2B) laquelle stabilise le complexe récepteur NMDA/PSD95, une augmentation du niveau de
calcium cytoplasmique et ainsi un déséquilibre au niveau post-synaptique, pouvant conduire a un
contexte de synaptotoxicité, a une perte synaptique et in fine a la mort neuronale. Egalement,
I'augmentation chronique de I'activité du récepteur au glutamate est favorable a une traduction
locale de la protéine Tau et a son hyperphosphorylation (Kobayashi et al.,, 2017). De plus, la

présence d’oligomeres de peptides A, comme dans la MA, amplifie cette voie et favorise
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Figure 17 : Role toxique de la protéine Tau et du peptide amyloide béta au niveau des épines
dendritiques. (A) Dans les conditions physiologiques, la protéine Tau peut se détacher des microtubules
(1) et se lier a la kinase FYN au niveau des épines dendritiques (2). Cette interaction permet a FYN de se
lier a PSD95, formant un complexe Tau/FYN/PSD95/NMDAR. La proximité de FYN avec la sous-unité
NR2B du récepteur NMDAR conduit a la phosphorylation sur le résidu Y1472 de ce dernier, limitant son
internalisation (3). Ainsi, le glutamate peut se fixer sur le récepteur et permettre au calcium d'entrer dans
la cellule, engendrant l'activité synaptique (4). (B) Dans la maladie d'Alzheimer, 'hyperphosphorylation
de la protéine Tau engendrant son détachement des microtubules et I'augmentation de la traduction de
I'ARNm de MAPT conduit a un niveau de protéines Tau hyperphosphorylées au niveau des épines
dendritiques (a). Cette augmentation favorise sa fixation avec FYN au niveau de la densité post-synaptique
(b) et la formation du complexe Tau/FYN/PSD95/NMDAR, et ainsi la phosphorylation de NR2B (c). De
plus, les dépdts amyloides favorisent l'activation des récepteur NMDAR (d) entrainant une entrée massive
de calcium et une hyperactivation synaptique délétére pour la synapse et la cellule (e). En paralléle, les
dépots amyloides peuvent activer des kinases de la protéine Tau (GSK3p et CDK5) favorisant son
hyperphosphorylation et sa fixation a FYN (f). PSD95 : densité post-synaptique 95 ; NMDAR : récepteur au
N-méthyl-D-aspartique ; NR2B : sous-unité 2 du récepteur au N-méthyl-D-aspartate ; MAPT : gene codant
pour la protéine Tau associée au microtubule ; GSK3 : kinase 3 béta de la glycogéne synthase ; CDK5 :
kinase 5 dépendant de la cycline. Adaptée a partir de Guerrero-Mufioz et al., 2015 ; Zhang et al., 2021.
Figure créée avec BioRender.com (certificat n°0OH26CB7UID).
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I'agrégation de la protéine Tau sous forme d’oligomeres, mettant en place un cercle vicieux (Briner

etal,, 2020 ; Guerrero-Mufioz et al., 2015 ; Ittner et al,, 2010 ; Zhang et al,, 2021) (Figure 17).

Outre la perte des fonctions physiologiques de la protéine Tau, les chercheurs ont longtemps
considéré que la DNF représentait I'élément toxique dans les tauopathies (Wang & Mandelkow,
2016). Toutefois, de nombreux travaux ont remis en cause cette idée en mettant en avant le
caractere toxique des oligomeres de protéines Tau. En effet, tandis que des neurones contenant
des DNF présentent une fonctionnalité intacte et survivent pendant plus de 20 ans, des neurones
n’en contenant pas meurent dans le cerveau de patients atteints de la MA (Gémez-Isla et al., 1997
; Morsch et al., 1999) et dans des modéles murins de tauopathies (Kuchibhotla et al., 2014). De
plus, la délétion de protéines Tau solubles chez des souris présentant des DNF améliore la
cognition et limite les altérations structurelles et fonctionnelles (Santacruz et al., 2005 ; Sydow et
al, 2011; Vander Jeugd etal., 2012). 11 a également été montré que la simple injection ou présence
d’oligomeres de protéines Tau dans le cerveau de souris suffit a induire une perte synaptique, une
altération des mitochondries, une dérégulation du niveau de calcium intracellulaire et des
troubles cognitifs (Lasagna-Reeves et al., 2011 ; Nieznanska et al., 2021 ; Shafiei et al,, 2017). En
ce sens, de nombreux modéles animaux de la MA présentent I'ensemble des altérations
caractéristiques de la MA avant que la DNF soit présente (Guerrero-Mufioz et al., 2015). Enfin, il a
été montré une corrélation positive entre le développement des oligomeéres de protéines Tau,
lesquels sont augmentés précocement dans le cerveau de patients atteints de la MA ou de
paralysie supranucléaire progressive (PSP) (Lasagna-Reeves et al, 2012), et les altérations
fonctionnelles et cognitives (Mufson et al., 2014). L’ensemble de ces études suggérent que la forme
oligomérique de protéines Tau correspond a la forme toxique. Toutefois, les mécanismes toxiques
des oligomeres sont peu caractérisés et la perte de fonction de la protéine Tau reste I'élément le
plus documenté. Par ailleurs, et bien que cela soit largement discuté, certains chercheurs émettent
I’hypothese que la DNF serait méme plut6t bénéfique et exercerait un effet protecteur. En effet,
les DNF limitent la présence d’oligoméres de protéines Tau et ainsi leur toxicité (d’Orange et al.,
2018). Toutefois, a terme la présence de DNF serait délétere car elle séquestre également d’autres

protéines importantes pour la fonctionnalité des neurones (Alonso et al., 2006).

L’ensemble de ce processus pathologique médié par la DNF et les oligomeéres de protéines Tau
conduit a la dégénérescence des neurones. Il est intéressant de noter que la dégénérescence et la
mort des neurones participent aussi a la progression de la MA. En effet, la mort des neurones
permet la libération dans le milieu extracellulaire de formes pathologiques de la protéine Tau,
conduisant a sa dissémination a d’autres cellules et dans d’autres régions cérébrales (Zhang et al.,
2021). Ces formes extracellulaires sont capables également de se fixer sur les récepteurs

synaptiques et ainsi d’'induire des altérations de la plasticité synaptique (Gomez-Ramos et al,
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2006 ; Sebastian-Serrano et al, 2018). De plus, les formes solubles de protéines Tau
extracellulaires peuvent étre internalisées par les astrocytes, ce qui est particulierement délétere
pour leur fonctionnement (Nolan et al., 2019). En effet, il a été montré dans le modéle murin de
tauopathie THY-Tau22 que les formes solubles, mais pas agrégées, de la protéine Tau provenant
des neurones sontretrouvées au sein des astrocytes dans I’hippocampe, ce qui diminue leur survie

(Maté de Gérando et al., 2021).

Nous avons précédemment montré dans la section 3.3. que plusieurs études indiquent qu’une
perturbation environnementale durant la période périnatale module la quantité de protéines Tau
et son état de phosphorylation chez la descendance dans des modéles non-transgéniques,
notamment dans ’hippocampe, une structure développant une pathologie Tau précoce dans la
MA. En ce sens, il semble possible qu'une telle altération maternelle puisse avoir des effets
similaires dans un contexte pathologique de tauopathies, comme la MA, et ainsi augmenter la
pathologie Tau et sa neurotoxicité. A I'inverse de la pathologie amyloide qui a été I'objet de
plusieurs études, la pathologie Tau a tres peu été étudiée dans ce contexte. A ma connaissance,
seulement 4 publications scientifiques se sont intéressées aux conséquences d'un stress
environnemental durant la période périnatale dans un contexte de tauopathie. Une étude utilisant
un modele de tauopathie pure (présence uniquement de la 1ésion tau) développé au laboratoire,
la souris THY-Tau22 (Schindowski et al., 2006), montre que la consommation de caféine, connue
pour son réle protecteur dans la MA a I'age adulte (Arendash et al,, 2006, 2009 ; Eskelinen et al,,
2009 ; Flaten et al,, 2014 ; Laurent et al., 2014 ; Polito et al., 2018), débutant avant la gestation
jusqu’a P15 ne modifie pas la pathologie Tau dans I'’hippocampe chez les descendants males
adultes, mais conduit a une altération de la mémoire plus précoce associée a une dérégulation de
la balance excitation/inhibition au niveau synaptique (Zappettini et al., 2019). Ces données
révelent un effet délétére de la consommation de caféine durant la période périnatale. Il est
intéressant de noter qu'une récente étude in vitro indique que la caféine modifie la migration
neuronale et la stabilisation des synapses gabaergiques durant la synaptogenese pouvant
participer au développement des troubles a long terme (Gomez-Castro et al., 2021). Par ailleurs,
il a été montré que I'application de dexaméthasone, un corticoide synthétique utilisé pour mimer
le stress hormonal retrouvé chez les patients atteints de la MA (Aisen et al., 2000 ; Canet et al.,
2018), durant la gestation réduit la quantité de protéines Tau insolubles (sans modification de la
pathologie amyloide) dans le cortex des descendants 3xTgAD dgés de 12 mois, ce qui est associé
a une amélioration de la cognition et une augmentation de facteurs impliqués dans la plasticité
synaptique (Di Meco et al., 2016). Ce résultat a priori surprenant et contradictoire avec les
données épidémiologiques chez 'Homme a été répliqué par la méme équipe en appliquant un
régime maternel HF durant la gestation. Ce paradigme diminue la quantité de protéines Tau et

leurs phosphorylations (ainsi que la pathologie amyloide) dans le cortex des descendants agés de

51



12 mois, ce qui est également associé a une amélioration de la plasticité synaptique et de la
cognition, mais aussi a une diminution de I'expression de kinases ciblant la protéine Tau (Di Meco
et al,, 2021). A l'inverse, I'équipe de Martin et ses collaborateurs indique que I'application d'un
régime maternel HF durant la gestation et la lactation augmente la proportion de neurones
développant une pathologie Tau dans I'hippocampe (sans modification de la pathologie amyloide)
chez les descendants femelles agés de 12 mois, ce qui est associé a une altération de la mémoire
(Martin et al., 2014). Ces résultats contradictoires pourraient s’expliquer par l'utilisation de
régimes différents (contenant respectivement 42% et 60% de graisses) et/ou par les périodes
d’application de celui-ci. En effet, tandis que le régime semble étre bénéfique durant la gestation,
il pourrait étre délétére lorsqu’il est également appliqué durant la lactation, suggérant que la
période de lactation serait particulierement sensible aux effets néfastes du régime maternel HF.
Aussi, d’apreés le travail de Martin et de ses collaborateurs, la pathologie Tau serait plus sensible
que la pathologie amyloide durant la lactation. Toutefois, ces hypotheses demandent a étre
confirmées en appliquant le régime uniquement durant cette période critique de maturation
cérébrale et dans un modele de tauopathie pure. De plus, comme pour la plupart des études,
aucune analyse d'une éventuelle différence sexuelle a été effectuée. Enfin, I'ensemble de ces
études se sont focalisées sur les conséquences d'une altération maternelle sur la pathologie Tau
et sur les fonctions neuronales, sans étudier les effets éventuels sur les cellules gliales qui sont
pourtant altérées dans les tauopathies, participant a la pathogénicité, a la neurodégénérescence

et aux troubles cognitifs (Habib et al., 2020).

4. Les cellules gliales sont-elles sensibles a une perturbation périnatale de I’environnement

maternel ?

La MA a longtemps été définie par la présence des deux lésions avec une vision centrée sur le
neurone. Depuis quelques années, la facon de penser a changé pour une vision cellulaire plus large
etprend en compte I'importance des cellules gliales dans la pathogénicité, notamment la réactivité
astrocytaire et la réactivité microgliale (De Strooper & Karran, 2016). De la méme facon que les
sections 2. et 3., nous commencerons par les fonctions physiologiques de ces deux types de
cellules gliales, et de I'impact éventuel de perturbations de 'environnement maternel périnatal
sur leur fonctionnement. Puis, nous regarderons les roles et conséquences dans un contexte
pathologique et présenterons les rares études s’intéressant aux effets d'une altération de

I'environnement maternel sur la réactivité gliale dans la MA.
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4.1. Les astrocytes sont-ils sensibles a une perturbation périnatale de I’environnement

maternel ?

4.1.1. Effets d’altérations de I'environnement maternel sur les fonctions physiologiques des
astrocytes

Les astrocytes constituent un type cellulaire capable de détecter et d'intégrer de nombreux
signaux endogenes et exogénes, puis d’y répondre en modulant les fonctions des autres cellules
environnantes, dont les neurones, jouant ainsi un roéle crucial dans le bon fonctionnement du
cerveau a tous les stades de la vie. Durant le neurodéveloppement, la gliogenese a lieu
principalement au début de la lactation (Semple et al., 2013). Une fois mature, I'astrocyte participe
a la neurogenese [y compris chez 'adulte (Cassé et al., 2018)], a la synaptogenese (Allen, 2013 ;
Allen & Eroglu, 2017) et a la myélinisation (Camargo et al., 2017). Ces fonctions sont notamment
dues a leur capacité a fournir aux neurones nouvellement formés les lipides (Lee et al,, 2021), le
cholestérol (Valenza et al,, 2015) et le glucose nécessaires a leur développement et maintien. En
effet, les astrocytes ont une localisation préférentielle au niveau de la BHE grace a leurs pieds
astrocytaires, et sont ainsi capables de capter le glucose présent dans la circulation sanguine et de
le transférer aux neurones, permettant non seulement leur maturation, mais aussi leur bon

fonctionnement tout au long de la vie (Beard et al., 2022).

Les astrocytes jouent également un réle important une fois les neurones matures. Outre
I'apport en molécules énergétiques, ils sont présents au niveau de la fente synaptique ou ils
forment avec la partie pré- et post-synaptique la « synapse tripartite », une structure essentielle
aux processus cognitifs (Rudy et al., 2015) (Figure 18). Au niveau synaptique, les astrocytes
permettent de réguler le niveau de gliotransmetteurs a la fois en fournissant des précurseurs du
glutamate (Scofield & Kalivas, 2014), mais aussi en capturant le glutamate en excés grace aux
transporteurs a l'aspartate et au glutamate (GLAST) et au glutamate 1 (GLT1) (Pajarillo et al,,
2019). Ainsi, ils permettent de réguler l'activité synaptique et neuronale. En effet, un seul
astrocyte dans la CA1 de '’hippocampe est en contact avec pres de 140000 synapses, permettant
une régulation fine et synchronisée de I'’ensemble des synapses, et ce de fagon adaptée a
I'environnement grace a sa capacité de senseur (Bushong et al., 2002 ; Gittis & Brasier, 2015). Par
ailleurs, grace a sa localisation au niveau des synapses, son role de senseur et sa capacité de
phagocytose, I'astrocyte est impliqué dans I'élimination des synapses, soit directement grace a ses
récepteurs impliqués dans la phagocytose, soit indirectement en recrutant la microglie (une

cellule phagocytaire, voir section 4.2.).

Ce role phagocytaire lui confere une fonction importante durant I'inflammation. En effet, via
ces récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR), I'astrocyte est capable de reconnaitre des

anomalies endogenes ou exogénes (lésions, ROS, pathogénes...) et ainsi d'y répondre en activant
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Figure 18 : La synapse tripartite et le cycle du glutamate. Les astrocytes convertissent le glutamate en
glutamine puis le transfert au compartiment présynaptique. Dans le compartiment présynaptique, la
glutamine est convertie en glutamate par la glutaminase puis entre dans les vésicules par le transporteur
vésiculaire du glutamate (VGLUT). Les vésicules libérent le glutamate dans la fente synaptique apres
exocytose. Le glutamate se fixe sur les récepteurs glutamatergiques au N-méthyl-D-aspartique (NMDAR) et
a l'acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxalepropionique (AMPAR), permettant leur ouverture et
I'entrée, respectivement, de calcium (Ca2+) et de sodium (Na+) dans le compartiment post-synaptique.
L’augmentation de la concentration de calcium intracellulaire va activer de nombreuses voies biologiques,
supportant l'activité synaptique. En parallele, du glutamate est sécrété par les astrocytes griace au
transporteur antiport cystéine/glutamate. L'excés de glutamate dans la fente synaptique est capturé par les
astrocytes grace aux transporteurs glutamate/aspartate (GLAST) et au glutamate de type 1 (GLT1), puis
converti en glutamine par la glutamine synthase. Adaptée a partir de Rudy et al., 2015. Figure créée avec
BioRender.com (certificat n°VI26CB7UF3).

certaines voies cellulaires, dont la mieux caractérisée est la voie du facteur nucléaire kB (NFkB),
permettant la sécrétion de molécules pro-inflammatoires et initiant différents mécanismes
permettant I'élimination ou la réparation de 'anomalie, notamment par phagocytose (Sofroniew,
2020). Dans ce contexte, I'astrocyte devient réactif (Escartin et al., 2021), puis, une fois le
dommage éliminé ou réparsé, il revient a un état homéostatique. Ce processus neuroinflammatoire
met en jeu évidemment d’autres acteurs cellulaires dont la cellule microgliale, la principale cellule

immunocompétente du cerveau, l'astrocyte agissant en synergie avec celle-ci (Heneka et al,

2015).
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Etant donné le réle des astrocytes durant tous les stades de la vie une éventuelle perturbation
affectant le développement et la fonction des astrocytes durant le neurodéveloppement pourrait
étre critique et avoir des conséquences sur I'architecture et la fonctionnalité du cerveau a court et
long terme. De nombreuses études se sont intéressées aux conséquences d’'une altération précoce
sur'expression de la protéine d’acides fibrillaires gliales (GFAP) et/ou le nombre de cellules GFAP
positives, bien que ce parametre soit maintenant considéré comme insuffisant pour I'étude de la
fonction puisqu’'une modification de I'expression n‘induit pas nécessairement un changement
fonctionnel (Escartin et al., 2021). Toutefois, il a été montré qu’un stress maternel (séparation
maternelle, exposition a une lumiere intense, diminution de la nidification) diminue I'expression
de la GFAP et réduit la complexité (c’est-a-dire le nombre de branchements et de ramifications)
des astrocytes dans I’hippocampe, le cortex et le cervelet chez les descendants 24 h apres le stress,
suggérant un défaut structural et potentiellement de fonctionnalité des astrocytes (Bennett et al.,
2017 ; Musholt et al,, 2009 ; Roque et al,, 2016 ; Saavedra et al., 2017). Toutefois, cet effet est
inversé un mois apres le stress et n’est pas présent chez les descendants adultes, mettant évidence
un mécanisme dynamique qui semblerait correspondre a un processus adaptatif et compensatoire
(Gondré-Lewis et al., 2016 ; Réus et al.,, 2019). Ce changement morphologique de I'astrocyte a des
répercussions sur ses fonctions qui seraient modifiées par 'augmentation des glucocorticoides
induite par le stress maternel. En effet, dans un tel contexte, il a été montré une élimination
excessive de synapses au cours du développement par les astrocytes, laquelle dépendrait d'une
voie passant par les récepteurs aux glucocorticoides. Cette perte synaptique est associée a une
altération de I'activité neuronale et a des altérations cognitives a I'dge adulte (Byun et al., 2023 ;
Choi et al,, 2022). En raison du role de I'astrocyte dans le métabolisme cérébral, I'impact de la
malnutrition maternelle a également été étudié. Abbink et ses collaborateurs, dans une revue
répertoriant 'ensemble des études sur le sujet, indiquent que la surnutrition et la sous-
alimentation maternelle ont des conséquences similaires en augmentant I’expression de la GFAP
(pouvant s’apparenter a une réactivité astrocytaire) et des transporteurs du glucose, de
I'astrogliogenése et de la complexité des astrocytes chezles descendants durantle développement
et a I'dge adulte (Abbink et al.,, 2019). Dans le cas d'une sous-alimentation, cette augmentation
pourrait permettre de contrebalancer la faible disponibilité des molécules énergétiques.
Curieusement, les raisons seraient similaires dans le cas d’'une surnutrition, puisque celle-ci
conduit a un déséquilibre alimentaire et donc a une diminution de certaines molécules
énergétiques essentielles. Cette adaptation serait donc bénéfique pour maintenir I’'homéostasie
métabolique. Il est toutefois important de ne pas omettre plusieurs études qui montrent des effets
plus délétéres de la surnutrition maternelle avec une dérégulation du transcriptome, en
particulier de genes associés aux astrocytes et une diminution de la réactivité astrocytaire chez

les descendants a P21, ce qui est associé a une altération des fonctions neurologiques (Li et al,,
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2022). Toutes ces études indiquent que les astrocytes, étant donné leurs réles de senseur de
I'environnement, sont sensibles aux perturbations environnementales durant la lactation, ce qui
a des conséquences a court et long terme. Bien que les effets soient plus étudiés a court terme, il
est probable que de telles modifications de la structure et de la fonctionnalité des astrocytes
puissent avoir des répercussions dans un environnement pathologique a long terme et s’avérer

déléteres.

4.1.2. Effets d’altérations de I'environnement maternel sur la réactivité astrocytaire dans la
MA

Comme précédemment indiqué, les astrocytes sont capables de détecter des dommages et d’y
répondre en modifiant leur morphologie, leur métabolisme, ou encore leur transcriptome,
conduisant in fine a un gain et/ou a une perte de certaines fonctions : on les caractérise alors
d’astrocytes réactifs (Das et al., 2020 ; Escartin et al., 2021). Cette réactivité serait un événement
trés précoce, débutant avant I'accumulation des deux Iésions, ce qui a été observé chez 'Homme
et dans des modéles murins de la MA (Carter et al,, 2012 ; Rodriguez-Vieitez et al., 2016 ; Scholl et
al,, 2015), suggérant que I'élément déclencheur n’est pas la présence des lésions. Toutefois, il a été
montré que les peptides Af et les formes agrégées de protéines Tau sont capables d’induire un
phénotype réactif des astrocytes, ce qui est en accord avec I'interaction des deux partenaires et la
présence des lésions dans les astrocytes dans le cerveau des patients atteints de la MA et dans des
modeles murins de la MA et de tauopathies (Maté de Gérando et al., 2021 ; Serrano-Pozo et al,,
2013 ; Simpson et al,, 2010). Initialement, la migration des astrocytes au niveau des deux lésions
va permettre la phagocytose et I'élimination des dépdts, suggérant un mécanisme bénéfique pour
le bon fonctionnement du cerveau. Ce mécanisme d’élimination met en jeu 'aquaporine 4 (AQP4),
laquelle est diminuée et dont la fonction est altérée dans des stades plus tardifs de la MA, réduisant
I’élimination des lésions et augmentant donc le niveau de ces Iésions dans le cerveau (Benarroch,
2007 ; lliff et al., 2012, 2014). Par ailleurs, I'internalisation des DNF par les astrocytes participe a
leur dissémination et a leur propagation dans le cerveau (Reid et al., 2020). La diminution du
phénotype phagocytaire va s’accompagner de I'acquisition d'un phénotype plus inflammatoire
avec la sécrétion de nombreux facteurs pro-inflammatoires (interférons, interleukines, facteurs
de croissance...) qui participent au développement des deux lésions, bien que cela soit remis en
question (Guillemaud et al., 2020). Par exemple, plusieurs cytokines pro-inflammatoires peuvent
agir de facon délétere sur I'expression et le métabolisme de 'APP, notamment en régulant BACE1
(Bruggetal, 1995 ; Rossner et al., 2006), révélant un cercle vicieux entre la réactivité astrocytaire
etlalésion amyloide. L'interféron gamma (IFNy) sécrété par I'astrocyte, lequel est augmenté dans
le cerveau des patients atteints de la MA, est capable d’activer la microglie et ainsi de promouvoir

la neuroinflammation (Huberman et al., 1994).
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Au niveau synaptique, les astrocytes réactifs présentent une diminution de 'expression des
transporteurs GLT1 et GLAST (Jacob et al., 2007) et sécretent davantage de glutamate, générant
une concentration excessive du neurotransmetteur dans la fente synaptique et menant a une
excitotoxicité synaptique (Nanclares et al., 2021 ; Talantova et al., 2013). Toutefois, il est a noter
que les astrocytes limitent I'excitotoxicité, au moins au début, en sécrétant de l'acide y-
aminobutyrique (GABA), lequel a un effet inhibiteur au niveau des synapses (Garaschuk &
Verkhratsky, 2019). Toutefois, méme si certaines études montrent également une diminution du
GABA (Govindpani et al,, 2017), d’autres indiquent que la sécrétion excessive de GABA au niveau
du GD dans des modéles murins de la MA conduit a des altérations de 'activité neuronale et des
troubles cognitifs (Jo et al., 2014). Par ailleurs, il a été montré in vitro une diminution de la
libération de facteurs de croissance et de gliotransmetteurs, ce qui conduit a des dysfonctions
synaptiques accrues dans un contexte de tauopathie (Harada et al,, 2016 ; Piacentini et al., 2017).
D’autre part, les modifications morphologiques liées a la diminution des prolongements
entrainent une diminution de la proximité des astrocytes avec les synapses et la circulation
sanguine, conduisant a une diminution de I'apport de glucose et a une synapse tripartite altérée,

et ainsi a des dysfonctionnements neuronaux.

Ainsi, ces effets non-exhaustifs des conséquences de la réactivité astrocytaire chronique dans
la MA et les tauopathies entrainent une dérégulation de '’homéostasie cérébrale, une perte
synaptique et finalement la neurodégénérescence et les troubles cognitifs caractéristiques des

maladies neurodégénératives dont la MA.

L’ensemble des études présentées précédemment montrant les effets souvent délétéres d’'une
perturbation maternelle périnatale sur les astrocytes indiquent que ces altérations pourraient
avoir des conséquences délétéres a long terme dans un contexte pathologique. Toutefois, a ma
connaissance, bien qu’il semble pertinent d’étudier les astrocytes dans le contexte des
tauopathies, aucune étude a rapporté d'information sur 'effet d’'une perturbation périnatale sur

les astrocytes dans ce contexte.

4.2. Les microglies sont-elles sensibles a une perturbation périnatale de I’environnement
maternel ?

4.2.1. Effets d’altérations de I'environnement maternel sur les fonctions physiologiques des
microglies

Les cellules microgliales qui représentent entre 5 et 12% des cellules du cerveau murin adulte

infiltrent le cerveau durant I'embryogenése au méme moment ou débute la neurogenese (Semple

et al.,, 2013). Durant cette période, mais aussi chez I'adulte, les microglies vont participer a la

neurogenese, l'oligodendrogenése et I'angiogenése en libérant différents facteurs de croissance

nécessaires a la différenciation et a la survie neuronale, comme le facteur de croissance analogue
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a l'insuline 1 (IGF1) (Olude et al., 2022 ; Pérez-Rodriguez et al., 2021 ; Shigemoto-Mogami et al,
2014 ; Ueno et al, 2013 ; Wlodarczyk et al., 2017). Les microglies peuvent également réguler
négativement la neurogenese en induisant des mécanismes d’apoptose et en phagocytant les
neurones immatures et matures excédentaires (Sierra et al.,, 2010). En effet, une des fonctions
primaires des microglies est leur capacité a phagocyter 'ensemble des éléments déléteres au
fonctionnement du cerveau (débris cellulaires, lésions, pathogenes...). Une fois les neurones
matures et les connexions établies, les microglies jouent un role essentiel dans le raffinement des
connexions en diminuant le nombre de synapses, permettant ainsi I'obtention d’'un réseau
neuronal fonctionnel et optimisé, un processus appelé « élagage synaptique » (en anglais
« synaptic pruning ») (Geloso & D’Ambrosi, 2021). Durant ce processus, les neurones expriment a
la surface des compartiments synaptiques des protéines de la voie du complément (C3, un facteur
en aval de C1q) qui fonctionnent comme des signaux pour les microglies qui ont des récepteurs
reconnaissant ces protéines (récepteur a la protéine C3, C3R). L'expression de C3 au niveau des
synapses est favorisée par la libération de facteurs, encore non identifiés, par les astrocytes
(Stevens et al,, 2007). D’autres couples protéiques existent, tels que DAP12 et le récepteur de
déclenchement 2 exprimé sur les cellules myéloides (TREM2), ou encore la fractalkine et le
récepteur 3 aux chimiokines contenant le motif CX3C (CX3CR1) (Geloso & D’Ambrosi, 2021).
L’interaction de ces protéines va conduire a la phagocytose du compartiment présynaptique,
appelée précisément trogocytose, et a un remodelage du compartiment post-synaptique
(Weinhard et al,, 2018). Il est a noter qu'un défaut de ce processus dans le cas de mutation de
TREM2 chez 'Homme (maladie de Nasu-Hakola) ou lors de la délétion dans des modéles murins
conduit a des défauts de connectivité et a des troubles neurologiques (Filipello et al., 2018 ;
Mordelt & de Witte, 2023 ; Paolicelli et al., 2011). Ces fonctions développementales sont
retrouvées également chez l'adulte ou la microglie participe a la myélinisation et au
renouvellement des épines dendritiques, ce qui est essentiel pour la cognition (Parkhurst et al.,

2013 ; Tremblay, 2011).

Outre I'implication de la phagocytose dans le développement neuronal, cette fonction est
également cruciale dans les mécanismes de défense. En effet, la cellule microgliale est un
macrophage résident du SNC et constitue une cellule immunocompétente. A sa surface, elle
exprime de nombreux récepteurs PRR capables de reconnaitre des motifs moléculaires associés
aux dommages (DAMP) et aux pathogenes (PAMP). Cette reconnaissance initie différentes voies
de signalisation au sein des microglies, comme la voie NFkB, conduisant a la production et la
sécrétion de molécules pro-inflammatoires [facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa),
interleukines 6, 12 et 18 (IL6, IL12 et IL18)] et a la mise en place du processus de phagocytose.
Ces changements moléculaires et phénotypiques vont entrainer I’élimination du pathogene,

permettant de maintenir 'homéostasie cérébrale. Ainsi, on dit que la microglie devient réactive,

58



puis une fois le probléme résolu, elle sécrete des molécules anti-inflammatoires afin de revenir a
une homéostasie tissulaire (facteur de croissance tumorale béta (TGFf), IL4, IL10 et IL13)

(Piccioni etal., 2021).

Ainsi, de la méme facon que pour les astrocytes, les cellules microgliales jouent un réle
essentiel durant le neurodéveloppement et a I'dge adulte, suggérant qu’'une perturbation
maternelle périnatale pourrait modifier les fonctions microgliales et ainsi engendrer une
modification de I'architecture et de la fonctionnalité du cerveau a court et long terme. Au niveau
développemental, il a été montré que l'exposition a la pollution en plus d’'une diminution des
moyens de nidification durant la gestation diminue 1’élagage synaptique médié par la microglie
dans le cortex et le thalamus des descendants murins males durant la lactation, ce qui est associé
a des troubles du comportement social chez 'adulte (Block et al., 2022). Ces modifications chez la
descendance seraient en lien avec une activation de I'immunité maternelle, ce qui conduirait au
transfert de molécules inflammatoires de la mére vers le feetus en passant la barriere placentaire.
Il est intéressant de noter que 'effet n’est pas présent chez les femelles, révélant une différence
sexuelle, ce qui est en accord avec le nombre plus élevé de microglies phagocytaires chez les souris
femelles nouveau-nées a I'état basal (Lynch, 2022 ; Nelson et al,, 2017). A I'inverse, I'application
d’'un régime avec une faible teneur en omégas 3, comme retrouvé dans le régime occidental,
durant la gestation et la lactation augmente la phagocytose des synapses par la microglie dans
I’hippocampe chez les descendants murins au sevrage (Madore et al., 2020). Toutefois, cela
conduit également a des troubles comportementaux, suggérant qu'une augmentation ou une
diminution de I'élagage synaptique a des effets similaires au niveau fonctionnel. D’autres études
se sont focalisées sur les fonctions neuroinflammatoires de la microglie. Premiérement,
I'application d’un régime maternel HF ou I'exposition au plomb durant la période périnatale
modifie la morphologie des microglies, induit un phénotype plus inflammatoire (expression de
facteurs pro-inflammatoires augmentée) et conduit a une réaction exacerbée en cas d’'un second
stress dans I'amygdale et I'hippocampe des descendants jeunes (P6 et P30) et adultes (6
semaines) (Bordeleau et al., 2020 ; De Simone et al,, 2023 ; Kang et al., 2014). Ces modifications
s’accompagnent de troubles cognitifs a long terme (Bordeleau et al.,, 2022 ; Kang et al., 2014). En
revanche, 'activation de 'immunité maternelle par I'acide polyinosinique-polycytidylique durant
la gestation diminue la réactivité et induit un remaniement du transcriptome microglial chez les
descendants, ce qui est associé a une dérégulation de I'activité neuronale chez les descendants
durant le développement et chez I'adulte. L’ajout de microglies natives apres le stress maternel

permet de restaurer le phénotype (Hayes et al., 2022).

Ainsi, les microglies sont sensibles aux perturbations environnementales durant la période

périnatale, ce qui modifie la structure et les fonctions de celles-ci, conduisant a des altérations a

59



court et long terme. De plus, 2 études suggerent que les microglies des descendants males sont
plus sensibles que celles des femelles. Enfin, aucune étude a ciblé la lactation, alors méme qu’elle
correspond au pic du développement cérébral et notamment de la synaptogenése et de 1'élagage

synaptique, des processus impliquant la microglie.

4.2.2. Effets de perturbations de 'environnement maternel sur la réactivité astrocytaire dans
la MA

L’'implication et 'importance de la microglie dans la pathogenese de la MA ont été montrées
grace aux nombreuses données de GWAS étudiant les facteurs de risque de la maladie. En effet, de
nombreux facteurs de risque associés a la microglie et a l'inflammation ont été découverts tels que
le récepteur au complément 1 (CR1), la clusterine, le cluster de différenciation 33 (CD33) ou
encore TREM2 (Bellenguez et al., 2022). Par exemple, des mutations rares sur TREM2 augmentent
par 3 a 5 fois le risque de développer la MA a début tardif (Guerreiro, Wojtas, et al., 2013). En
parallele, il a été montré que I'évolution de la DNF est corrélée positivement avec celle de
I'inflammation (réactivité microgliale) et de la perte neuronale chez les patients atteints de la MA
et dans des modeéles murins (Ohm et al,, 2021 ; Schindowski et al., 2006 ; Vautheny et al,, 2021),
et que l'utilisation d’anti-inflammatoires est un facteur protecteur de la maladie (Heneka et al.,

2015).

Comme indiqué précédemment la microglie est sensible a I'environnement cellulaire et
fonctionne comme une sentinelle. Dans la MA, la microglie migre vers les 1ésions amyloides et Tau,
lesquelles vont pouvoir se fixer sur des récepteurs membranaires et activer la microglie (Vogels
et al,, 2019). Par exemple, les peptides Af3 vont se fixer sur les récepteurs de type Toll 4 (TLR4),
déclenchant I'activation de nombreuses voies de signalisation, dont la principale est la voie
NFkB/ERK/MAPK (ERK pour kinase régulée par un signal extracellulaire, MAPK pour kinase
activée par les mitogénes) (Wangetal., 2023). Lalésion Tau peut activer la microglie par des voies
qui ne sont pas encore clairement établies (Maphis et al.,, 2015 ; Morales et al., 2013 ; Wes et al,,
2014). L’activation de ces voies a deux principales conséquences : (1) I'initiation de la phagocytose
permettant I'élimination des peptides A et des oligomeéres de protéines Tau (Hopp et al,, 2018 ;
Majerova et al., 2014), (2) la production et sécrétion de molécules pro-inflammatoires participant
également a I’élimination des lésions (Wang et al., 2023). Ainsi, 'activation de ces mécanismes
peut s’avérer bénéfique, bien que l'internalisation des lésions dans la microglie conduise
également a les disséminer dans I'ensemble du cerveau (Hopp et al., 2018). A l'inverse d’un
contexte physiologique ou la présence du dommage/pathogéne est transitoire, les 1ésions de la
MA sont présentes de fagon chronique. En ce sens, la microglie est continuellement activée,
libérant en masse des molécules pro-inflammatoires, ce qui est toxique pour I'environnement

cellulaire (Deczkowska et al., 2018). Par exemple, les facteurs pro-inflammatoires vont conduire
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a une altération des synapses, entrainant une perte synaptique, et in fine la mort neuronale et les
troubles cognitifs (Cai et al., 2022). Il est intéressant de constater que I'élimination des microglies
dans un modéle murin d’amyloidogenese, les souris 5xFAD, ne modifie pas la quantité de 1ésions
amyloides mais diminue la perte synaptique, la mort neuronale et améliore la cognition
(Spangenberg et al., 2016). En plus de l'augmentation des facteurs pro-inflammatoires, la
réactivité chronique des microglies conduit a une diminution de la phagocytose, empéchant
I'élimination des débris cellulaires et des lésions. Néanmoins, d’autres études indiquent une
augmentation de I'activité phagocytaire, conduisant notamment a une perte synaptique (Hong et
al,, 2016). Ces résultats ambivalents sont retrouvés pour de nombreuses fonctions gliales et sont
probablement dus au stade durant lequel est observé le phénomeéne. En effet, les cellules gliales
ont de nombreux phénotypes et il est préférable de voir leur évolution fonctionnelle et
morphologique comme un continuum. Par ailleurs, il a été rapporté que la libération d’'IL1f par la
microglie réactive active la voie P38/MAPK au niveau des neurones, activant des kinases ciblant
la protéine Tau (Li et al.,, 2003). Ainsi, tandis que la 1ésion Tau agit sur la microglie, la microglie
agit également sur la lésion Tau, mettant en évidence une relation réciproque et un cercle vicieux.
Cette interaction microglie/neurone est également vraie pour l'interaction microglie/astrocyte :
tandis que l'astrocyte est capable d’activer la microglie via la libération de la protéine C3, la
microglie peut activer 'astrocyte par la libération d’IL1a, de TNFa et de Clqa. Bien que les
interactions ne soient pas clairement indiquées dans I'’ensemble de la section 4., par souci de
simplicité, il estimportant de voir la réactivité gliale comme une relation multidirectionnelle entre

les différents acteurs cellulaires et les 1ésions (Vogels et al., 2019).

Nous avons indiqué dans la section 4.2.1. que la microglie était sensible aux perturbations de
I'environnement maternel et que cela pouvait avoir des effets a court et long terme, suggérant que
de telles altérations peuvent modifier durablement la microglie et participer au développement
de maladies chez I’adulte, dont la MA. A ma connaissance, uniquement 2 études se sontintéressées
a ce sujet. La premiére a utilisé un modéle murin transgénique dans lequel le géne de 'App
endogene a été remplacé par le géne APP humain muté (souris « knock in » KI APPn-f/APPni-f). Ce
travail indique que des stress maternels multiples durant la gestation augmentent
progressivement la libération d’IL6 et de TNFa par la microglie avec I'dge chez les descendants KI
APPn-f/APPnlf males 4gés entre 12 et 18 mois. Cet effet est associé a une augmentation de la
pathologie amyloide et a des troubles comportementaux (Trojan et al., 2023). La seconde étude a
montré qu’'un stress maternel, en diminuant la nidification, durant la lactation augmente
I'expression de CD68, révélant généralement une capacité phagocytaire augmentée, a 4 mois, mais
diminue la réponse de la microglie aux peptides A a 10 mois dans le cortex entorhinal des
descendants APPswe/APPdE9 males, ce qui est associé a une augmentation de plaques amyloides.

Ainsi, a court terme la microglie aurait un profil plutot bénéfique et a long terme, une fois la
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pathologie amyloide installée, plutot délétere (Hoeijmakers et al.,, 2017). Par conséquent, ces deux
études suggeérent qu'une modification de la microglie peut augmenter la pathologie amyloide,
méme si aucun lien direct a été démontré. De plus, ces travaux montrent que I'application du
stress maternel uniquement durant la lactation suffit a induire des effets durables. Il reste

cependant a étudier 'effet sur la pathologie Tau, et I'existence d’'une éventuelle différence liée au

sexe.

62



OBJECTIF

63



De nombreuses études s’accordent pour dire qu’'une perturbation durant la période périnatale
peut avoir des conséquences dramatiques a long terme en modifiant 'architecture cérébrale, y
compris de I'’hippocampe, favorisant le risque de développer des troubles métaboliques, mais
aussi cognitifs. Ainsi, étant donné que les troubles métaboliques et cognitifs constituent,
respectivement, un facteur de risque majeur et une composante clinique clé de la MA, mais aussi
que 'hippocampe est altéré précocement dans cette maladie, il semble possible que les altérations
maternelles, incluant la malnutrition, puissent favoriser et/ou exacerber le développement de
troubles neurologiques et de maladies neurodégénératives comme la MA. Afin d’étudier cette
hypothese, plusieurs équipes ont appliqué diverses perturbations durant la période périnatale,
débutant généralement avant la gestation jusqu’a la fin de la lactation. Elles ont regardé les
conséquences a court, moyen- et long terme sur les deux protéines majeures impliquées dans la
pathogénicité de la MA mais aussi dans le développement cérébral, la protéine Tau et le peptide
AB, et sur les troubles cognitifs et 1a neuroinflammation qui sont retrouvés dans cette maladie. La
plupart des travaux tendent a dire qu’'une altération maternelle durant cette période augmente la
quantité de formes phosphorylées de la protéine Tau, de peptides AP et de la neuroinflammation,
en lien dans la majorité des cas avec des troubles cognitifs chez les descendants sauvages. Il est
important de noter que les quelques études ayant appliqué la perturbation maternelle
uniquement durant la lactation (pic du développement cérébral) ont observé des effets similaires.
A la suite de ces travaux, de rares équipes ont appliqué ce type de paradigme dans des modeles
murins de la MA, plus particuliéerement d’amyloidogenése, montrant effectivement qu’une
perturbation durant cette période critique exacerbe la progression des lésions de la MA et des
troubles associés chez la descendance. Toutefois, les conséquences sur la pathologie Tau ont été
tres peu explorées et sont contradictoires. De plus, trés peu de ces travaux se sont intéressés aux
conséquences a la fois chez les males et les femelles alors méme qu’il est admis que la MA touche
préférentiellement les femmes (Fisher et al.,, 2018), que les perturbations maternelles ont des
conséquences différentes selon le sexe (Aiken & Ozanne, 2013 ; Bordeleau et al., 2020 ; Fernandes
etal,, 2021 ; Glendining et al., 2020) et que le SNC présente certains caracteres distincts entre les

males et les femelles (Bundy et al., 2017 ; Elkind et al., 2023).
Ainsi, les objectifs de cette thése sont doubles :

- Le premier objectif vise a déterminer les conséquences, chez la souris, d’'un régime
maternel HF durant la lactation chez les descendants sauvages adultes males et femelles.
Pour cela, nous étudierons les parametres physiologiques et métaboliques, et cognitifs, a
un age ou les processus liés au vieillissement ne sont pas encore apparus. De plus, afin
d’identifier les modifications cellulaires et moléculaires hippocampiques sensibles au

régime maternel HF chez la descendance, nous réaliserons une approche multi-omiques
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(transcriptomique, protéomique et régulomique). Cette stratégie non-supervisée permet
de découvrir potentiellement de nouvelles voies biologiques sensibles au régime maternel
HF. Par exemple, ce type d’approche, utilisée avec succes, a permis d’identifier de
nouveaux processus biologiques altérés aux cours du vieillissement et associés au déclin
cognitif (Li et al., 2020 ; Lu et al,, 2022). A ma connaissance, aucune stratégie similaire a
été utilisée pour mettre en évidence les conséquences du régime maternel HF dans
I’hippocampe des descendants adultes males et femelles.

Le second objectif vise a déterminer les conséquences d’'un régime maternel HF durant
la lactation chez les descendants adultes males et femelles dans un modéle murin de
tauopathie (souris THY-Tau22), mimant le versant Tau de la MA. Pour cela, nous
étudierons les parametres métaboliques et cognitifs, mais aussi les effets du régime
maternel HF sur la pathologie Tau, la neuroinflammation, la synapse et la neurogeneése.
Enfin, afin d’identifier de potentielles voies biologiques sensibles au régime maternel,
nous effectuerons une analyse du transcriptome et du protéome hippocampique. Nous
réaliserons I'ensemble de ces analyses dans les deux sexes afin de mettre en évidence un

éventuel effet dimorphique.
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1. Protocole expérimental

Afin de mimer le versant Tau de la MA, le modéle murin THY-Tau22 (sous fond génétique de
souris C57Bl16/]) généré au sein du laboratoire a été utilisé (Schindowski et al., 2006). Ce modele
de tauopathie surexprime I’ADNc de I'isoforme htau46 humaine mutée en G272V et P301S codant
la forme 1N4R de la protéine Tau humaine mutée, sous le contréle du promoteur neuronal Thy1.2.
Ce promoteur permet d’induire I'expression du transgéne autour de P6, n’'impactant pas le
développement du feetus (Hirrlinger et al., 2005). Les souris THY-Tau22 étant hétérozygotes, il
est possible de les comparer a leurs controles de portée. Les deux mutations, retrouvées chez les
patients atteints d'une FTDP17, favorisent 'agrégation de la protéine Tau et in fine la formation
de DNF comme retrouvé dans la MA et d’autres tauopathies. En accord avec la MA, la pathologie
Tau se développe principalement dans I'hippocampe a partir de 3 mois et son évolution est
corrélée a la neuroinflammation, mais aussi au déclin cognitif qui débute a 'dge de 6/7 mois
(Laurent et al., 2017 ; Schindowski et al., 2006 ; Van der Jeugd, Blum, et al,, 2013 ; Van der Jeugd
etal, 2012 ; Van der Jeugd, Vermaercke, et al., 2013). Par ailleurs, a partir de I'dge de 9/10 mois,
des altérations de la plasticité synaptique, notamment de la dépression a long terme, sont
retrouvées (Ahmed et al., 2015 ; Burnouf et al.,, 2013 ; Van der Jeugd et al.,, 2011). Enfin, une
neurodégénérescence et une atrophie cérébrale sont observées chez les animaux agés
(Schindowski et al., 2006, 2008). Bien que la plupart des études aient été effectuées chez les males,
une étude récente indique une différence sexuelle avec une atteinte de la mémoire spatiale a court
terme et une neuroinflammation plus importantes chez les males, tandis que la plasticité

synaptique semble plus impactée chez les femelles (Kaciiova et al., 2021).

56 souris femelles C57Bl6/] (W) primipares dgées de 8 semaines (Charles Rivers) ont été
croisées avec des males THY-Tau22 (T) (2 femelles par male). Durant la lactation (de PO a P21),
les femelles ont été réparties de maniere aléatoire entre un régime controle d’élevage (13,5% de
graisse, Safe A03 ; C; n = 28 méres) ou riche en graisse avec du sucrose (58% de graisse, Research
Diets D12331 ; H; n = 28 méres), générant 4 groupes : les souris WC, WH, TC et TH. La composition
exacte des régimes est indiquée dans le Tableau 1. A P1, la taille des portées a été ajustée a 6
petits par mére afin de limiter les biais de taille de portée (Dearden & Ozanne, 2023). Au sevrage
(a P21), les descendants ont recu un régime standard d’entretien (8,4% de graisse, Safe A04) et
été répartis selon le sexe et le régime maternel (3 animaux par cage) jusqu’au sacrifice soit a I'age
de 4 mois (début de la pathologie Tau), soit a 'dge de 7 mois (début des troubles cognitifs). Le
nombre d’individus par groupe est indiqué dans la Figure 19. Un suivi de la masse pondérale, de
la consommation de nourriture et d’eau de boisson a été effectué de facon hebdomadaire (Figure

19).

68



Régime controle
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Tableau 1 : Composition en macronutriments et micronutriments des régimes alimentaires.
Pourcentages de protéines, de lipides et de glucides pour chaque régime, et quantité de calories associées
en kilocalories par kilogramme de masse corporelle (Kcal/Kg). Les sources de chaque macronutriments et
micronutriments sont indiquées.
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Figure 19 : Protocole expérimental. Les meres C57Bl6/] (W) ont regu un régime contrdle (13,5% de
graisse, C; n = 28 meres) ou riche en graisse (58% de graisse, H; n = 28 meres) durant la lactation, générant
quatre groupes : les descendants TC et TH et leurs contrdles de portée WC et WH. Au sevrage, les
descendants ont regu un régime standard (8,4% de graisse) jusqu’au sacrifice a 'dge de 4 ou 7 mois (le
nombre d’individus par groupe est indiqué dans le tableau X). Un test de tolérance au glucose par injection
intrapéritonéale de glucose (IPGTT) a été effectué chez les animaux agés de 3 mois. Des injections de 5-
éthynyl-2’-déoxyuridine (EDU) et des tests comportementaux ont été effectués, respectivement, a 6 et 6-
7 mois. Le nombre d’individus par groupe, la méthode de sacrifice et le matériel biologique récupéré sont
indiqués sous le protocole expérimental. Figure créée avec BioRender.com (certificat n°PZ26CB7UQ1).

Durant l'ensemble du protocole expérimental, les souris ont été maintenues dans un
environnement contr6lé au sein d’'une animalerie exempte d’organisme pathogene spécifique
(EOPS) de Tl'université de Lille. Le cycle jour/nuit est de 12h/12h. La température de
I’hébergement est maintenue a 22°C et les souris ont un acces ad libitum a la nourriture et a la

boisson. Tous les protocoles utilisés ont été approuvés par un comité d’éthique (protocole #8677-

2017011213553351v3).

2. Analyse comportementale

Les expériences comportementales ont été effectuées chez les animaux agés entre 6 et 7 mois
en aveugle ('expérimentateur n’a pas connaissance du génotype et du phénotype de I'individu).
L’ensemble de ces expériences a été réalisé sur la plateforme lilloise d’exploration fonctionnelle

et d'imagerie in vivo (plateformes lilloises en Biologie & Santé (PLBS), UAR 2014, US 41).

2.1. Champs libre ou open field

Avant d’effectuer des tests de mémoire, il est indispensable de s’assurer que les souris n’ont
pas de déficit moteur ou une anxiété qui serait susceptible d’étre un facteur confondant dans les
conclusions des tests de mémoire. Afin d’étudier l'activité motrice spontanée, le test le plus
couramment utilisé est le test en champs libre (en anglais « open field »). Les souris sont placées
individuellement dans une cage d’actimétrie infrarouge (45 cm x 45 cm x 35 cm ; LE8816,
BIOSEB) située dans une piéece éclairée a 40 lux (Figure 20). Chaque cage posséde deux faisceaux
infrarouges présents le long des 4 parois, un premier a 1 cm et un second a 7 cm du fond,
permettant la mesure des mouvements, respectivement, horizontaux et verticaux. Lors du test,
chaque souris est placée au centre de la cage et a libre accés d’explorer ce nouvel environnement
pendant 10 min. Plusieurs parametres sont enregistrés telles que la vitesse et la distance
parcourue. Les données sont recueillies et traitées informatiquement par le logiciel Actitrack

(BIOSEB).
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Figure 20 : Tests comportementaux. L’actimétrie, le labyrinthe en croix surélevé, le labyrinthe en Y et le
labyrinthe de Barnes ont été réalisés afin d’étudier 'activité spontanée, le comportement de type anxieux,
et la mémoire spatiale a court et long terme. Figure créée avec BioRender.com (certificat n°RB26CB7T02).

2.2. Labyrinthe en croix surélevé

Le second parametre a étudier avant d’effectuer des tests de mémoire estle comportement de
type anxieux. Celui-ci peut s’analyser grace au test du labyrinthe en croix surélevé (en anglais
« elevated plus maze », EPM) (Figure 20). Ce test est basé sur la préférence des souris pour les
endroits clos et sombres, comparativement aux endroits ouverts et éclairés (Pellow et al., 1985).
Les souris sont placées individuellement sur une croix surélevée de 80 cm, constituée de 2 bras
cloisonnés (dits fermés) et 2 bras non-cloisonnés (dits ouverts), ayant respectivement une
luminosité de 50-60 lux et de 170-180 lux (Viewpoint). La souris est placée au centre de la croix
et a libre acces d’explorer le labyrinthe pendant 5 min. Plusieurs parameétres sont mesurés tels
que la vitesse, la distance parcourue et le temps passé dans les bras fermés et ouverts par le
logiciel EthoVision XT14 (Noldus). L’analyse consiste a effectuer le rapport entre le temps
parcouru dans les bras fermés par rapport au temps total. Une souris avec un comportement de

type anxieux passera plus de temps dans les bras fermés.

2.3. Le labyrintheenY

Le test du labyrinthe en Y permet d’évaluer la mémoire spatiale a court terme, laquelle met en
jeu 'hippocampe. Le labyrinthe est constitué de trois bras formant un « Y » (Figure 20). Chaque
bras mesure 22 cm de long, 6,4 cm de large et 15 cm de haut. Les murs sont blancs et opaques. Des
indices spatiaux sont placés autour du labyrinthe afin de permettre a la souris de se repérer dans
I'espace. Le labyrinthe est rempli a moitié de litiére afin que la souris soit dans un environnement
plus serein et puisse voir les repéres spatiaux, tout en évitant qu’elle sorte du labyrinthe. Le test
se déroule en deux phases : une premiére étape d’apprentissage puis une seconde étape de test.
Durant 'apprentissage, la souris est placée a 'extrémité du bras de départ et un des deux autres
bras est fermée (bras dit « nouveau »). La souris a libre accés au bras de départ et au bras dit
« familier » durant 5 min, puis elle retourne dans sa cage durant 2 min. La position des bras

nouveaux et familiers est fixée aléatoirement en fonction des souris et la litiére est mélangée aprés
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chaque passage pour éviter les biais liés a 'odeur et a une éventuelle préférence de position.
Ensuite, durant la phase de test, la souris est placée dans le labyrinthe au niveau de I'extrémité du
bras de départ et elle a libre accés aux 3 bras pendant 1 min. Si la souris a appris la localisation du
bras nouveau grace aux repéres spatiaux, elle passera plus de temps dans ce bras lors de la phase
de test. En effet, la souris, qui a un comportement exploratoire, a un attrait pour la nouveauté. Le
temps passé dans chaque bras durant les deux phases a été enregistré par le logiciel Ethovision
XT14 (Noldus). Pour la phase d’apprentissage, le pourcentage de temps passé dans le bras familier
par rapport au temps passé dans les bras familier et de départ a été calculé. Pour la phase de test,
le pourcentage de temps passé dans le bras nouveau par rapport au temps passé dans les bras

familier et nouveau a été calculé.

2.4. Le labyrinthe de Barnes

Le labyrinthe de Barnes permet de mesurer la mémoire spatiale de référence a long terme et
constitue une tache dépendante de I'hippocampe (Barnes, 1979 ; Pitts, 2018) (Figure 20). Ce
labyrinthe est constitué d’'une plateforme circulaire surélevée en polychlorure de vinyle (PVC)
blanc (80 cm de hauteur, 120 cm de diamétre), comportant 40 trous (5 cm de diamétre) espacés
de maniere égale et situés a 5 cm du bord. Une boite d’échappement noire est placée sous un de
ces 40 trous. La plateforme est entourée de repéres spatiaux qui permettent a I'animal de se
souvenir de la position de la boite d’échappement. De plus, pour encourager la souris a trouver et
a entrer dans la boite, une lumiére vive est placée au-dessus du labyrinthe (900 lux). Le test
commence par une phase d’habituation durantlaquelle la souris est placée au centre du labyrinthe
et a libre acces d’explorer celui-ci pendant 3 min. Le lendemain débute la phase d’apprentissage
qui dure 4 jours avec 3 essais par jour. Pour chaque essai, la souris est placée dans un tube en PVC
au centre du labyrinthe pendant 3 sec, puis celui-ci est retiré et la souris a libre acces d’explorer
le labyrinthe pour trouver la boite d’échappement grace aux repeéres spatiaux pendant 3 min. Si
une souris n’entre pas dans la boite d’échappement, elle est gentiment guidée vers celle-ci et y
passe 60 sec avant de retourner dans sa cage. L'intervalle entre les essais est de 15 min. Apres
chaque essai le labyrinthe est nettoyé a I’éthanol 70%, et est tourné d’un quart de tour dans le
sens des aiguilles d’'une montre entre chaque jour. Pour chaque essai, la distance parcourue, la
vitesse et le temps pour trouver le trou cible sont mesurés par le systéme Ethovision XT14
(Noldus). Une souris ayant appris la position de la boite d’échappement au fur et a mesure des
essais grace aux repéres spatiaux mettra moins de temps et parcourra moins de distance pour
aller dans celle-ci. L’étape de rétention a lieu 24 h et 72 h apres le dernier essai. Chaque souris est
placée dans le labyrinthe sans la boite d’échappement pendant 2 min. Le temps passé dans chaque
quadrant est mesuré. Une souris ayant mémorisé la position de la boite d’échappement grace aux
repéres spatiaux passera plus de temps dans le quadrant contenant initialement la boite

d’échappement durant la phase d’apprentissage. Le nombre de souris ayant exploré la zone
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« élargie », correspondant au trou cible et aux deux trous voisins, a été calculé. De plus, pour
I'analyse de la phase de rétention, les souris explorant le labyrinthe pendant moins de 30 sec ont
été exclues (1 souris WC male, 1 souris WH males, 4 souris TC males, 2 souris TH males, 2 souris

TC femelles et 1 souris TH femelle).

3. Sacrifice et prélévement des tissus cérébraux

Les souris ont été sacrifiées aI’age de 4 ou de 7 mois, aprés 6 h de jeune. Les animaux dgés de
4 mois et une partie des animaux agés de 7 mois ont été sacrifiés par dislocation cervicale. Les
cerveaux ont été retirés et les hippocampes disséqués, avant d’étre congelés dans de la glace
carbonique et stockés a -80°C pour les analyses de biologie moléculaire et de biochimie. L'autre
partie des animaux agés de 7 mois a été anesthésiée par injection de sodium pentobarbital, puis
perfusée par voie intracardiaque avec une solution saline 0,9% et du paraformaldéhyde (PFA) 4%
afin d’exsanguiner et de fixer les tissus. Les cerveaux ont été retirés et post-fixés dans du PFA 4%
durant 24 h, puis incubés dans une solution de sucrose 30% diluée dans un tampon phosphate
salin (PBS) durant 2 jours, avant d’étre congelés dans du 2-méthyl-butane a -40°C durant 1 min et
stockés a -80°C. Ces cerveaux ont été utilisés pour les analyses d'immunohistochimie et
d'immunofluorescence. De plus, parmi ces souris dgées de 7 mois, un sous-groupe a été au
préalable injecté avec du 5-éthynyl-2’-déoxyuridine (EDU ; 900584, Sigma-Aldrich) (voir section
7.) pour I'étude de la NHA. Les cerveaux de ce groupe n’ont pas été congelés et stockés dans une
solution de PBS contenant 0,2% d’azide. La Figure 19 indique le nombre de souris pour chaque

utilisation et méthode de sacrifice.

4. Mesure de la glycémie

La glycémie (taux de glucose dans le sang) a été mesurée chez les souris dgées de 7 mois (au
moment du sacrifice) apres 6 h de jeune (condition post-absorptive). Une goutte de sang, obtenue
apres incision de la veine caudale, est déposée sur une bandelette OneTouche reliée a un

glucometre OneTouch Verio Flew.

5. Test de tolérance au glucose

La tolérance au glucose a été analysée chez les animaux 4gés de 3 mois en injectant du glucose
par voie intrapéritonéale (IPGTT) apres 6 h de jeune. Ce test consiste a injecter une charge en D
(+) glucose (1 g/Kg; G8270, Sigma-Aldrich) et a suivre la réponse de I'organisme en mesurant la

glycémie (voir section 4. pour le protocole) a 0, 15, 30, 60, 90 et 120 min suivant I'injection.
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6. Mesure des parameétres biochimiques plasmatiques

Le sang a été collecté par la veine caudale aprés 6 h de jeune juste avant que les animaux soient
sacrifiés (7 mois). Le sang a été centrifugé a 1500 g pendant 5 min a 4°C afin de récupérer le
plasma (surnageant) dans de nouveaux tubes, stockés a -80°C jusqu’a I'analyse. La concentration
plasmatique d’'insuline a été mesurée en utilisant le kit ELISA (technique d'immunoadsorption par
enzyme liée) de dosage de I'insuline murine (pas de réaction croisée avec la pro-insuline ; 10-
1247-01, Mercodia AB) et en suivant les instructions du fournisseur. Des kits commerciaux ont
été utilisés pour mesurer les concentrations plasmatiques de cholestérol total (CT) (MG981813,
Thermo Fisher Scientific), de triglycérides (TG) (157109910026, Diasys) et d’acides gras libres
(AGL) (157819910935, Diasys). Ces dosages sont colorimétriques et 'absorbance a été lue avec
un analyseur biochimique (Konelab20, Thermo Fisher Scientific). L’ensemble de ces dosages a été
fait en collaboration au sein du laboratoire « Récepteurs Nucléaires, Maladies Cardiovasculaires
et Diabéte » (U1011), et plus particulierement par Emmanuelle Vallez et le Pr. Anne Muhr-

Tailleux.

7. Analyse de la neurogenése hippocampique adulte

7.1. Injection du 5-éthynyl-2°-déoxyuridine (EDU)

Afin d’étudier la NHA, un sous-groupe de souris agées de 6 mois a été injecté avec de I'EDU
(900584, Sigma-Aldrich), un analogue de la thymidine modifié qui s’incorpore a I’ADN lors de sa
réplication apres une division cellulaire (Endaya, 2016) (Figure 21 B). 50 mg d’EDU par
kilogramme de masse corporelle ont été injectés 2 fois par jour (9h et 15h) pendant 3 jours, 21

jours avant le sacrifice (Figure 21 A).

7.2. Révélation de PEDU

Les cerveaux des souris agées de 7 mois injectées avec 'EDU ont été coupés afin d’obtenir des
coupes flottantes coronales de 35 um d’épaisseur en utilisant un cryostat. L’EDU est marqué avec
un fluorochrome en utilisant le kit Click-iT EDU 647 nm et en suivant les instructions du
fournisseur (BCK-EDU647, Sigma-Aldrich). Briévement, la modification de I'EDU permet la
fixation spécifique d’'un fluorochrome via une réaction de type «click », permettant ainsi la
visualisation de 'EDU (Figure 21 B). Le marquage EDU a été réalisé sur une série de coupes de
35 pm séparées chacune par 350 pm. Les images ont été prises a 'aide d'un scanner de lames
(Axioscan Z1, Zeiss) avec un objectif 20X. Le nombre de cellules ayant intégré I'EDU dans leur
génome (cellules positives a 'EDU) au niveau de la SGZ du GD de I'hippocampe a été compté

manuellement sur les coupes coronales en série représentant la totalité de I’hippocampe.
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Figure 21 : Etude de la neurogenese par injection de 5-éthynyl-2’-déoxyuridine (EDU). (A) L’EDU a
été injecté par voie intrapéritonéale 3 semaines avant le sacrifice a I'age de 7 mois, a raison de 2 injections
par jour (9 h et 15 h) pendant 3 jours. (B) L’EDU s’incorpore lors de la phase de réplication de I’ADN. Il est
révélé sur des coupes histologiques par ajout d’'un fluorochrome lors d’une réaction de type « Click ».
Adaptée a partir de Endaya, 2016. Figure créée avec BioRender.com (certificat n°’RR26CB7TTA).
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8. Analyse de biologie moléculaire

8.1. Extraction des ARN

Les ARN totaux ont été extraits a

d’extraction des ARN pour tissu lipidique (RNeasy Lipid Tissue Mini kit, 1023539, QIAGEN). Ce kit

partir des hippocampes congelés en utilisant un kit

est basé sur la méthode de séparation phénol-chloroforme-isothiocyanate de guanidine. Les
hippocampes ont été homogénéisés dans 900 uL de tampon de lyse (QIAzol) en utilisant un
polytron (PT2500E, Kinematica), puis 200 pL de chloroforme ont été ajoutés a I’homogénat pour
lyser les cellules. Apres centrifugation (12000 g, 15 min, 4°C), deux phases sont obtenues : une
phase organique (solvants) et une phase aqueuse contenant les ARN totaux, les protéines et ’ADN
génomique se trouvant a l'interphase. La phase aqueuse a été prélevée et les ARN ont été
précipités par ajout de 700 pL d’éthanol 70%. Ils ont alors été fixés sur colonne par liaisons
hydrogenes, lavés et enfin élués par ajout de 40 pL d’eau dépourvue de RNase. La quantité et la

qualité des ARN extraits ont été mesurées en utilisant un fluorometre (Qubit, Thermo Fisher
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Scientific) et un appareil d’électrophorese capillaire (Bioanalyzer, Agilent). Tous les échantillons
ont un nombre d’intégrité de 'ARN (en anglais « RNA integrity number », RIN) supérieur a 7, un
ratio 285/18S supérieur a 1,6 et une quantité d’ARN suffisante pour effectuer les qPCR et le

séquencage des ARN (voir section 8.3.).

8.2. Reéaction en chaine par polymérase quantitative (QPCR)
La réaction en chaine par polymérase quantitative (qPCR) est effectuée a partir des extraits

d’ARN d’hippocampe stockés a -80°C.

8.2.1. Transcription inverse (RT)
Pour chaque échantillon, 500 ng d’ARN total ont été rétro-transcrits a l'aide du kit de
transcription inverse en ADNc a haute capacité (4368814, Applied Biosystems) et d'un
thermocycleur (Veriti, Applied Biosystems). Le programme est le suivant : 10 s a 52°C, 2 h a 37°C,

5 min a 85°C. Les ADNc ont été stockés a -80°C jusqu’a utilisation.

8.2.2.qPCR par la méthode SYBR green

Les échantillons contenant les ADNc ont été dilués au 1/10ime, Dans chaque puits sont déposés
2 pL de produit de RT dilués avec 8 pL d’une solution contenant 5 pL. de mix SYBR green (4367659,
Applied Biosystems), 2,8 pL d’eau dépourvue de RNase, 0,1 pL. d’amorce sens et 0,1 uL. d’amorce
anti-sens. La liste des amorces est indiquée dans le Tableau 2. Le SYBR green est un agent
intercalant de 'ADN qui émet une fluorescence quand il est intercalé dans de '’ADN double brin,
permettant de quantifier 'ADNc d’intérét amplifié. La qPCR a été réalisée a l'aide d'un
thermocycleur (StepOnePlus, Applied Biosystems) en utilisant le programme suivant: 2 min a
50°C, 10 min a 95°C, (15 s a 95°C, 25 s a 60°C) fois 40 cycles, 15 s a 95°C. La courbe de fusion est
obtenue en augmentant de 1°C la température toutes les minutes a partir de 60°C jusqu’a 95°C. La

peptidylprolyl isomérase A (Ppia) a été utilisée comme gene de référence.

8.2.3.qPCR par la méthode Tagman

Les échantillons contenant les ADNc ont été dilués au 1/10ime, Dans chaque puits sont déposés
4 yL de produit de RT dilués avec 12 pL d’une solution contenant 7,5 pL de mix Taqman (4369016,
Applied Biosystems), 3,75 pL d’eau dépourvue de RNase, 0,75 pL. d’amorces sens, anti-sens et de
la sonde Tagman. La liste des amorces est indiquée dans le Tableau 3. La sonde Tagman est un
fluorophore qui s’hybride a ’ADNc d’intérét. Lors de la synthése du brin complémentaire par la
Taq polymérase, son activité exonucléase 5’-3’ permet la libération du désactivateur lié a la sonde
Tagman et ainsi ’émission de fluorescence par le fluorophore, permettant de quantifier ’'ADNc
d’'intérét amplifié. La qPCR a été réalisée a l'aide d’'un thermocycleur (StepOnePlus, Applied
Biosystems) en utilisant le programme suivant : 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, (15s2a95°C, 25s a

60°C) fois 40 cycles, 15 s a 95°C. Ppia a été utilisée comme gene de référence.
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Longueur de

Amorces Numeéro d’accession Amorce sens Amorce anti-sens Famplicon
Arc NM_018790.3 CACTCTCCCGTGAAGCCATT GGTGCCCACCACATACTGAA 152
Ccl3 NM_011337.2 TGCCCTTGCTGTTCTTICTCT GTGGAATCTTCCGGCTGTAG 112

Cd68 NM_009853.1 GACCTACATCAGAGCCCGAGT CGCCATGAATGTCCACTG 95
Clcl4 NM_013652.2 GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT GAGGGTCAGAGCCCATTG 72
Clec7a NM_020008.2 ATGGTTCTGGGAGGATGGAT GCTTTCCTGGGGAGCTGTAT 72
Cxcl5 NM_009141.3 CCTGGTCCGGGATCTTGT CATGAATGGCGAGATGGAA 81
Fos NM_010234.2 CGGGTTTCAACGCCGACTA TTGGCACTAGAGACGGACAGA 166
Gfap NM_0102773 CGCGAACAGGAAGAGCGCCA GTGGCGGGCCATCTCCTCCT 104
o NM_010554.4 TTGGTTAAATGACCTGCAACA GAGCGCTCACGAACAGTTG 122
Itgax NM_021334.2 ATGGAGCCTCAAGACAGGAC GGATCTGGGATGCTGAAATC 62
Jun NM 010591.2 CTTTAAAGAGGAACCGCAGACC CGCTTTCGCTCCACTTTGAT 111
hhj:;':; NM_016835.4 GTACGGGTTGGGGGACAGGA CCCGGTTCCTCAGATCCGTC 129
Mapt murin ~ NM_001038609.2 AGCAGGCATCGGAGACAC CATTTCCTGTCCTGTCTTTGC 91
Ppia Nm_008907.1 AGCATACAGGTCCTGGCATC TTCACCTTCCCAAAGACCAC 126
Tnfa NM_013693.2 TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC GAGGCCATTTGGGAACTTCT 116
Zif268 NM_007913.5 CCGAGCGAACAACCCTATGA AGGCTGAAAAGGGGTTCAGG 197

Tableau 2 : Amorces utilisées pour les qPCR effectuées en SYBR green.

Longueur de

Amorces Numeéro d’accession Identifiant

Famplicon
Clga NM_007572.2 Mm00432142_m1 80
Clgb NM_009777.2 Mm01179619_m1 75
Clqgc NM_007574.2 MmQ00776126_m1 153
Trem?2 NM_001272078.1 Mm04209424_g1 90
Ppia NM_008907.1 Mm02342430_g1 148

Tableau 3 : Amorces utilisées pour les qPCR effectuées en Tagman.

8.2.4. Quantification
Afin de quantifier 'expression du gene d’intérét, le cycle seuil (Ct), correspondant au nombre

de cycles permettant une détection au-dessus du bruit de fond, a été déterminé pour le gene
d’intérét et le gene de référence. Le Ct du gene de référence a été soustrait a celui du gene d’intérét
afin d’obtenir le delta-Ct. Ensuite, la moyenne des delta-Ct du groupe controle a été soustraite au
delta-Ct afin d’obtenir le delta-delta-Ct et de pouvoir comparer les groupes entre eux. Pour
faciliter la comparaison, les delta-delta-Ct ont été linéarisés puis exprimés en pourcentage du

groupe controle.
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8.3. Analyse du transcriptome hippocampique par séquencage des ARN (RNA-seq)

8.3.1.Analyse par RNA-seq
Le RNA-seq a été effectué en collaboration avec la plateforme GenomeEast de Strasbourg,

membre du consortium « France Génomique ». Les librairies du RNA-seq ont été générées a partir
de 300 ng d’ARN totaux (n = 4 par groupe pour les males et n = 5 par groupe pour les femelles) en
utilisant les kits de préparation des librairies d’ARN messagers (ARNm) (TruSeq Stranded mRNA
Library Prep kit, 20020595, lllumina) et IDT for [llumina-TruSeq RNA UD Indexes (96 indexes, 96
échantillons ; 20040871, Illumina), selon les instructions du fournisseur. Briévement, apres
purification a I'aide de séquences poly-T attachées a des billes magnétiques, les ARNm ont été
clivés et copiés en un premier brin d’ADN complémentaire (ADNc) a l'aide, respectivement, de
cations divalents, et d'une transcriptase inverse et d’amorces aléatoires. La spécificité du brin a
été obtenue en remplacant la désoxythymidine triphosphate (dTTP) par une déoxyuridine
triphosphate (dUTP) pendant la synthése du deuxiéme brin d’ADNc a I'aide d’'une polymérase I et
de RNase H. Apreés ajout d’'une seule base adénine (A) et la ligature ultérieure d’'un adaptateur sur
les fragments d’ADNc double brins, les produits ont été purifiés et enrichis par réaction en chaine
par polymérase (PCR) [30 s a 98°C; (10 s a 98°C, 30 s a 60°C, 30 s a 72°C) x 12 cycles; 5 min a
72°C] afin de créer la bibliotheque d’ADNc. Les amorces PCR excédentaires ont été éliminées par
purification a l'aide de billes sélectives SPRI (wsr-410564, Beckman-Coulter). La qualité de la
bibliotheque d’ADNc finale a été vérifiée et quantifiée par électrophorése capillaire [taille
moyenne des fragments comprise entre 200 et 600 paires de bases (pb) et présence limitée de
dimeres d’adaptateurs (bande de 120-130 pb)]. Le séquencage a été effectué sur les appareils
[llumina Genome Hisq 4000 et NextSeq 2000 sous forme de lectures simples des 50 premiéres
bases des extrémités terminales des fragments, conformément aux instructions du fournisseur.
Une lecture correspond a une séquence nucléotidique dont les bases ont été lues par le

séquenceur.

8.3.2. Traitement des données pour les descendants sauvages
Le traitement des données a été effectué en collaboration avec la plateforme GenomeEast de

Strasbourg jusqu’a 'analyse d’enrichissement dans les voies biologiques.

Le logiciel Cutadapt version 1.10 (--anywhere “A{100}” --quality-cutoff 20,20 --adapter
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC --minimum-length 40) a été utilisé pour retirer
les adaptateurs, les bases de faible qualité (score de qualité Phred inférieur a 20), puis pour
éliminer les lectures plus courtes que 40 pb. Les lectures correspondant a des séquences d’ARN
ribosomaux (ARNr) ont également été retirées. Ensuite, les lectures ont été replacées sur
I'assemblage mm10 du génome de Mus musculus a 'aide du logiciel STAR version 2.5.3a (--
twopassMode Basic) (Dobin etal., 2013). L’expression des génes a été quantifiée a ’'aide du logiciel

htseq-count version 0.6.1p1 (--mode union --minaqual 10) (Anders et al., 2015) et 'annotation
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des génes a été effectuée a 'aide du logiciel Ensembl version 102. L’analyse de 'expression
différentielle a été réalisée a 'aide du logiciel R en utilisant le module DESeq2 version 1.16.1
(Bioconductor) (Benjamini & Hochberg, 1995). Les valeurs p ont été ajustées pour les

comparaisons multiples en utilisant la méthode de Benjamini et Hochberg.

A partir de la matrice d’expression, une analyse d’enrichissement des ensembles de génes (en
anglais « gene set enrichment analysis », GSEA) a été réalisée a I'aide du logiciel GSEA version

4.3.2. disponible sur www.gsea-msigdb.org. Nous avons comparé nos données d’expression a une

bibliotheque de 10673 ensembles de genes regroupés selon leur ontologie dans la base de
données Gene Ontology (GO) (7842 selon le processus biologique, 1028 selon le composant
cellulaire et 1803 selon la fonction moléculaire ; m5.all.v2022.1.Mm.symbols.gmt). La valeur
statistique (valeur p nominale) du score d’enrichissement (ES) a été estimée en effectuant 1000
permutations d’ensembles de génes. Le score d’enrichissement a été normalisé (NES) pour tenir
compte de la taille de I'ensemble de génes. Pour prendre en compte les tests multiples effectués
sur les 10673 ensembles de génes, nous avons calculé le taux de fausse découverte (FDR) et fixé
un seuil de FDR a 25%, ce qui correspond au seuil recommandé dans le guide des utilisateurs
fourni par GSEA. La totalité des ensembles de genes passant le seuil a été représentée sous la
forme d’'un réseau a I'aide du logiciel Cytoscape version 3.9.1. Les groupes d’ensembles de genes
(en anglais « cluster ») ont été automatiquement annotés a I'aide de I'algorithme SCPS (en anglais
« spectral clustering of protein sequences »; colonne de I'annotation: nom, algorithme de
I'annotation : mots adjacents, 3 mots par annotation). Les clusters comportant moins de 5
ensembles de génes ont été supprimés afin de permettre une meilleure visualisation. Par ailleurs,
a l'issue de I'analyse GSEA, nous avons effectué une analyse LEA (en anglais «leading edge
analysis ») des ensembles de genes communs liés a la mitochondrie entre les males et les femelles,
afin d’identifier si les genes les plus impliqués dans 'enrichissement de ces ensembles de génes
sont similaires entre les deux sexes. Les genes participant a I'enrichissement d’au moins 50% des
ensembles de genes utilisés dans I'analyse LEA pour chaque sexe ont été conservés et considérés

comme les génes les plus pertinents.

Les données de RNA-seq de cette étude ont été déposées dans la base de données Gene
Expression Omnibus (GEO) du National Center for Biotechnology Information (NCBI) et sont

consultables avec le numéro GSE167123.

8.3.3. Traitements des données pour les descendants THY-Tau22
Le traitement des données a été effectué en collaboration avec la plateforme Bilille (PLBS, UAR

2014, US 41), plus particulierement la Pr Guillemette Marot et Marie Fourcot.
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L’analyse primaire des données brutes de séquencage a été réalisée al'aide du programme nf-
core/rnaseq version 3.12 (Patel et al., 2024). Les fichiers FastQ bruts ont été qualitativement
nettoyés et les adaptateurs retirés avec le logiciel Trim Galore version 0.6.7
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim galore/). Les lectures ont été alors
alignées avec le logiciel STAR version 2.7.9a (Dobin et al., 2013) sur le génome GRCm39 de la base
de données Ensembl 110 et I'expression des génes annotés a été quantifiée a I'aide du logiciel
Salmon version 1.10.1 en mode cartographie (Patro et al., 2017). Ensuite, 'analyse de I'expression
différentielle a été réalisée avec le programme DESeq2 version 1.34.0 sur le logiciel R (Love et al.,
2014), et les histogrammes des valeurs p ont été tracés pour vérifier 'hypothese d'uniformité des
valeurs p brutes. Les valeurs p ont ensuite été ajustées avec la méthode de Benjamini et Hochberg
pour controler le taux de fausse découverte (Benjamini & Hochberg, 1995) et les génes ont été
déclarés différentiellement exprimés si les valeurs p ajustées étaient inférieures a 0,05 et les

valeurs absolues du Log2(facteur de variation) supérieures ou égales a 0,26.

Ensuite, a partir des génes significativement dérégulés dans une des trois conditions (TC 4M
vs TC7M, TC 4M vs TH 7M et TH 4M vs TH 7M), une analyse k-moyenne a été réalisée. Le nombre
de groupes de génes a été choisi selon le critére du coude sur le graphique de la somme des carrés
en fonction du nombre de groupes de génes. Chaque groupe de génes a été représenté par des
boites a moustache, apres que les données d’expression de chaque gene aient été centrées et
réduites. Les groupes de génes présentant un profil intéressant (modification induite par le
régime maternel HF) ont été sélectionnés, puis une analyse d’enrichissement par sur-
représentation a été effectuée sur les génes de chaque cluster avec le package R clusterProfileR et

la base de données KEGG.

9. Analyse biochimique

9.1. Extraction protéique

Les protéines hippocampiques ont été extraites a partir des tissus congelés et stockés a -80°C.
Les hippocampes ont été soniqués sur glace dans 200 pL de tampon Tris contenant 10% de
sucrose (pH 7,4) et homogénéisés sur roue durant 1 h a 4°C. Les homogénats ont été stockés a -
80°C jusqu’a utilisation. La concentration en protéines a été mesurée en effectuant un dosage
colorimétrique basé sur l'acide bicinchoninique (BCA; 1023539, Thermo Fisher Scientific).
Briévement, 25 pL d’échantillon dilués au 1/10ime dans de I’eau milli-Q, et une gamme de sérum
albumine bovine (SAB) allant de 0 a 2000 pg de protéines par millilitre ont été déposés sur une
plaque 96 puits. Ensuite, 200 uL de réactifs par puits (196 pL de réactif A + 4 pL de réactif B) ont
été ajoutés. Apres 30 min a 37°C, I'absorbance a été mesurée a 570 nm en utilisant un photometre

(Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific).
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9.2. Immuno-empreinte

Les protéines ont été diluées volume a volume dans une solution de dépot : dodécylsulfate de
lithium (LDS, NP00OQ9, Invitrogen) 4X (pH 8,4) pour dénaturer les protéines et du dithiothréitol
(DTT, NP0007, Invitrogen) 10X, un agent réducteur qui permet de charger négativement les
protéines (pour 1 mL: 500 pL de LDS, 200 pL de DTT et 300 uL d’eau osmosée). Les protéines
diluées ont été chauffées 10 min a 100°C. Ensuite, 10 pg de protéines de chaque échantillon ont
été séparées en fonction de la masse moléculaire par électrophorése sur gel polyacrylamide
(Criterion Bis-Tris 4-12%, Biorad). La migration s’est effectuée a 200 volt pendant 1 h dans un
tampon de migration MOPS 20X (NP0001-02, Biorad), puis les protéines séparées ont été
transférées a 100 volt pendant 40 min sur une membrane de nitrocellulose de 0,45 pm d’épaisseur
(10600002, Amersham). Une coloration au rouge ponceau (ponceau 2R 0,2%, acide
trichloracétique 3%) a été réalisée pour s’assurer de I'efficacité du transfert. Les membranes ont
été rincées au TNT (Tris-HCI 15 mM, NaCl 140 mM, Tween 20 0,1%, pH 8), puis saturées 30 min
avec du lait de vache ou de I'albumine de sérum bovin dilué a 5% dans du TNT pour éviter les
fixations aspécifiques, avant d’étre incubées en présence de I'anticorps primaire dilué dans la

solution de saturation pendant une nuit sous agitation a 4°C (Tableau 4).

Le jour suivant, les membranes ont été rincées au TNT et incubées en présence d’un anticorps
secondaire couplé a une peroxydase HRP (en anglais « horseradish peroxidase ») en fonction de
I'espéce chez laquelle a été produit I'anticorps primaire (45 min a température ambiante sous
agitation) (Tableau 4). Apres ringage, les membranes ont été mises en contact avec de I'ECL (en
anglais « enhanced chemioluminescence », RPN2106, Amersham) pendant 1 min. L’ECL étant le
substrat de I'enzyme HRP, couplée a I'anticorps secondaire, cela induit une réaction enzymatique
al'origine de I'’émission de photons détectables par la caméra de I'imageur (Imager 600 et Imager
800, Amersham). L’analyse densitométrique des signaux obtenus a été réalisée a I'aide du logiciel
Image] version 1.54. Les résultats ont été normalisés par rapport a I'immunoréactivité de la béta
actine, utilisée comme contrdle de charge. De plus, la phosphorylation a été normalisée par
rapport a 'immunoréactivité de la protéine Tau totale humaine (moyenne de la détection par les

anticorps ciblant la région N-terminale et la région C-terminale de la protéine Tau).

9.3. Electrophorése bidimensionnelle

Cette technique permet d’observer le profil isoélectrique d’une protéine qui dépend,
notamment, des modifications post-traductionnelles qu’elle a subies. Pour cela, 20 pg de protéines
provenant d’'un mélange équivalent a 6 échantillons d’hippocampe de souris de chaque groupe est
repris dans un volume de tampon Tris-dodécylsulfate de sodium (Tris 20 mM, SDS 2%).
L’échantillon est ensuite passé aux ultrasons (30 coups a 60 hertz) et chauffé 5 min a 100°C, puis

précipité par ajout de 10 volumes d’acétone froide pendant 20 min a -20°C. Apres centrifugation
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Anticorps Origine Référence Dilution

Anticorps primaires

Anti-Tau N-terminal Lapin Fait maison 1/10000
Anti-Tau C-terminal Lapin Fait maison 1/10000
. . MM-0194-200
Anti-T Y18 S . ! 1/5000
nti-Tau p ouris Medimabs /
Anti-Tau pS$212/T214 (AT100) souris MN1060' 1/1000
Invitrogen
Anti-Tau pT181 Souris MN1050’ 1/1000
Invitrogen
Anti-Tau pT214 Lapin - RZa L 1/1000
Technology
Anti-Tau pS396 Lapin 44.7526’ 1/10000
Invitrogen
Anti-Tau pS$396/5404 Souris AD2, fait maison 1/2
Anti-Tau pS404 Lapin A4%7586’ 1/10000
Invitrogen
Anti-Tau p5422 Souris 2H9, fait maison 1/1000
Anti-Tau1l Souris MgB;dZO, 1/1000
Millipore
Anti-NR2B Lapin 06-600, 1/1000
Millipore
Anti-SNAP25 Souris 376713, 5anta 1/1000
Cruz
Anti-PSD95 Lapin Ab2723, Abcam 1/2000
. . . A5451, Sigma
Anti-béta actine Souris Aldrich 1/10000
Anticorps secondaires
Anti-lapin Chévre P1-1000, Vector 1/5000
Anti-souris Cheval P1-2000, Vector 1/50000

Tableau 4 : Anticorps utilisés pour les électrophoréses mono- et bidimensionnelles.

a 14000 g pendant 10 min a 4°C, le surnageant a été éliminé et le culot protéique laissé sécher. Le
culot a été repris dans du tampon TCU (urée 8 M, thio-urée 2M, CHAPS 4%, amberlites) puis
soumis aux ultrasons (30 coups a 60 hertz). Un mélange d’ampholytes (IPG buffer 3-11), de bleu
de bromophénol et de destreak a été ajouté. Des bandelettes de gel d'isoélectrofocalisation (IEF,
premiére dimension) ont été réhydratées avec les échantillons préparés. Ces bandelettes

mesurent 10 cm et contiennent des immobilines qui créent un gradient de pH entre 3 et 11 (17-
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6003-74n GE Healthcare). Aprés réhydratation passive pendant une nuit a température ambiante
afin que les protéines impregnent le gel, 'lEF a été réalisée a I'aide de 'appareil Ettan IPGphor 3
(GE Healthcare) en utilisant le programme suivant : 10 min a 50 volts en palier, 1 h a 1000 volts
en gradient linéaire, 2 h a 6000 volts en gradient linéaire. Une fois I'lEF terminée, les bandelettes
ont été incubées dans un tampon d’équilibration (Tris-HCl 25 mM a pH 6,8, DTT 20 mM, glycérol
10%, SDS 5% et bleu de bromophénol 0,05%), puis déposées sur un gel d’électrophorese
polyacrylamide (Critérion 4-12%, Biorad) afin d’effectuer la deuxieme dimension. Les protéines
ont été séparées pendant 1 h a 200 volts puis transférées sur une membrane de nitrocellulose
pendant 40 min a 100 volts. L'immunomarquage a ensuite été effectué comme indiqué dans la

section 9.2.

9.4. Dosage par immunoadsorption par enzyme liée (ELISA)

Les quantités de protéines Tau totales et d’'une de ses formes tronquées débutant a la
méthionine 11 et contenant une N-a-acétylation [AcMetl1-Tau ; brevet: EP17305355.4
(Hamdane et al.,, 2017)] ont été mesurées par dosage ELISA en sandwich a partir d’extraits
protéiques d’hippocampe. Premiérement, 100 pL d’anticorps anti-7C12 (fait maison, cible les
acides aminés 11 a 20 de la protéine Tau humaine) ou anti-2H2D11 (fait maison, cible la forme
AcMet11-Tau) de capture ont été dilués au 1/1000#me dans du tampon carbonate (hydrogéne de
sodium carbonate 0,1 M et carbonate de sodium anhydre 0,1 M dilués dans de I'eau osmosée, pH
9,6) ont été ajoutés dans chaque puits d'une plaque 96 puits pendant une nuit a 4°C. Le lendemain,
les anticorps de capture ont été retirés et les puits ont été lavés 5 fois avec 0,05% de tween20
dilués dans du PBS, avant d’étre saturés par ajout de 2% de caséine diluée dans du PBS pendant 1
h a37°C. Apres 5 nouveaux lavages, 50 pL d’extraits protéiques préparés [dilution dans du tampon
RIPA 2X (100 mM de tris base pH 8, 300 mM de NaCl, 0,2% de SDS, 1% de déoxycholate de sodium
et 2% d’inhibiteur de protéases NP-40) pour une concentration finale de 1 mg/mL, puis une
seconde dilution dans du tampon PBS-caséine-tween20 (0,2% de caséine et 0,05% de tween20
dilués dans du PBS) au 1/32i¢me pour 'ELISA Tau totale et au 1/8i¢me pour 'ELISA AcMet11-Tau]
ont été ajoutés, ainsi que la gamme étalon. Ensuite, 50 pL d’anticorps de détection anti-TauE1M2B
(fait maison, cible les acides aminés 23 a 30 de la protéine Tau) et anti-7B1 (fait maison, cible les
acides aminés 427 a 441 de la protéine Tau) dilués au 1/625i¢me dans du tampon PBS-caséine-
tween20 ont été ajoutés puis laissés a incuber une nuit a température ambiante. Le lendemain, les
échantillons ont été retirés, les puits rincés et les anticorps de révélation anti-IgG2b (1090-05,
Southern Biotech) dilués au 1/32000i¢me dans du tampon PBS-caséine-tween20 ont été ajoutés et
incubés pendant 1 h a température ambiante. Apres 5 lavages, la révélation a été effectuée par
ajout de 3,3’-5,5’-tétraméthylbenzidine [TMB, 1 pastille pour 10 mL de tampon phosphate-citrate
(0,105% d’acide citrique et 0,149% de phosphate de sodium dilués dans de I'eau osmosée, pH 5)

avec 0,006% d’'H;0:] pendant 30 min a température ambiante et a I'obscurité. La réaction a été
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bloquée par ajout d’'H,S04 dilué au 1/10ime dans de I'eau osmosée. L’absorbance a été mesurée a

450 nm a 'aide d'un spectrophotometre (multiskan FC, Thermo Fisher Scientific).

9.5. Extraction des synaptosomes

Les synaptosomes sont des structures constituées du compartiment présynaptique et de la
densité post-synaptique. Leur extraction permet d’obtenir une fraction enrichie en synaptosomes.
Pour cela, les hippocampes congelés a -80°C (tissu frais) ont été broyés a 'aide d’un potter dans
200 pL de tampon tris contenant 10 % de sucrose (pH 7,4), puis un dosage BCA a été réalisé afin
de prélever 400 ug de protéines. Les protéines ont été diluées dans un tampon d’extraction des
synaptosomes (87793, Thermo Fisher Scientific), et a nouveau broyées a 'aide d'un potter. Le
broyat a été centrifugé a 1200 g pendant 10 min a 4°C, le surnageant a été récupéré dans un
nouveau tube et une seconde centrifugation a été réalisée a 15000 g durant 20 min a 4°C. Le
surnageant a été jeté et le culot correspondant a la fraction synaptosomale a été repris dans 100
puL de tampon d’extraction des synaptosomes, dosé puis stocké a -80°C jusqu’a utilisation

(immuno-empreinte, voir section 9.2. pour le protocole).

9.6. Immunohistochimie

Les immunomarquages ont été effectués sur des coupes flottantes coronales de cerveau d’'une
épaisseur de 35 um obtenues a I'aide d’'un cryostat. Chaque marquage a été effectué sur une série
de coupes représentant la totalité du cerveau, chaque coupe étant séparée de 350 um. Les coupes
ont été incubées 3 fois 10 min dans 0,2% de triton dilué dans du PBS (PBS-triton 0,2%) afin de
perméabiliser les membranes, puis incubées dans une solution de peroxyde d’hydrogéne (H20- ;
16911, Sigma Aldrich) 0,3% diluée au 1/100ime dans du PBS pendant 30 min a température
ambiante afin d’inhiber les peroxydases endogénes. Apres 3 lavage dans du PBS-triton 0,2%, les
coupes ont été saturées dans du sérum de chevre (S1000, Sigma Aldrich) ou de souris (MKB2213,
Vector), dilués respectivement a 5% et au 1/100i¢me dans du PBS, pendant 1 h a température
ambiante. Les coupes ont ensuite été mises en présence de 'anticorps primaire dilué dans du PBS-
triton 0,2% pendant 1 nuit a 4°C (Tableau 5 pour les dilutions et références utilisées). Le
lendemain, les coupes ont été rincées 1 fois dans du PBS-triton 0,2% et 2 fois dans du PBS. Ensuite,
elles ont été mises en présence de I'anticorps secondaire biotinylé ciblant I'espece dans laquelle a
été produit I'anticorps primaire dilué dans du PBS au 1/400#me pendant 1 h a température
ambiante (Tableau 5 pour les références utilisées). Apres 3 rincages au PBS, les coupes ont été
incubées dans le kit avidine-biotine-peroxidase de raifort (HRP) (PK6100, Vector) dilué au
1/400i¢me dans du PBS pendant 2 h a température ambiante. Les coupes ont été a nouveau rincées
3 fois et incubées avec le substrat de I'enzyme, le tétrachlorhydrate de 3,3’-diaminobenzidine
(DAB, D9015, Sigma Aldrich ; volume a volume de DABa 1 mg/mL etde tris 0,2 M, et 0,15% d’H»0-

30%) pendant le temps nécessaire a la réaction enzymatique. Les coupes ont été rincées 3 fois
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dans I'eau puis 1 fois dans du NaCl 0,9% avant d’étre montées sur lame puis déshydratées avec
des bains successifs d’éthanol et de toluéne (5 min éthanol 30%, 5 min éthanol 70%, 5 min éthanol
95%, 5 min éthanol 100% et 3 fois 5 min toluéne), et recouvertes d’'un milieu de montage et d’'une

lamelle.

Les images ont été prises a 'aide d’'un scanner de lames (Axioscan Z1, Zeiss) avec un objectif

20X. La quantification de I'aire marquée a été effectuée avec le logiciel Fiji version 1.54.

Anticorps Origine Référence Dilution

Anticorps primaires

. . 019-197441
Anti-IBA1 Lapin ' 1/1000
P Wako /
Anti-GFAP Lapin 70334, Dako 1/1000
Anti-Tau pT212/5214 (AT100) Souris MN1060’ 1/1000
Invitrogen
Anti-Tau pS422 Souris 2H9, fais maison 1/1000
Anti-conformation anormale de Tau . MC1, Peter
Souris . 1/1000
(MC1) Davis /
Anticorps secondaires
Anti-lapin Chévre BA-1000, Vector 1/400
Anti-souris Cheval BA-2000, Vector 1/400

Tableau 5 : Anticorps utilisés pour les immunohistochimies.
9.7. Immunofluorescence
9.7.1. Protéines synaptiques

Afin d’étudier la densité synaptique chez les descendants agés de 7 mois, nous avons effectué
des immunofluorescences sur des coupes flottantes coronales de 35 pm d’épaisseur coupées a
I'aide d'un cryostat. Les coupes ont été incubées 3 fois 10 min dans du PBS-Triton 0,2% pour
perméabiliser les membranes. Ensuite, les coupes ont été incubées dans une solution de
saturation constituée de Mouse-on-Mouse (MKB-2213, Vector Laboratories) dilué au 1/100ieme
dans du PBS-Triton 0,2% durant 1 h a température ambiante. Aprés 3 rincages de 10 min dans du
PBS-Triton 0,2%, les coupes ont été incubées avec I'anticorps primaire anti-PSD95 (pour densité
post-synaptique 95; 51-6900, Thermo Fisher Scientific) dilué au 1/200#me dans une solution
contenant 1% du saturant dilué dans du PBS-Triton 0,2% durant une nuit a 4°C. Le lendemain, les
coupes ont été rincées 1 fois 10 min dans du PBS-Triton 0,2% puis 2 fois 10 min dans du PBS.
Ensuite, les coupes ont été incubées avec I'anticorps secondaire anti-lapin Alexa 568 nm (A11011,
Invitrogen) dilué au 1/500i¢me dans du PBS durant 1 h a température ambiante. Apreés 3 rincages
de 10 min dans du PBS, les coupes ont été incubées avec du 4’,6-diamidino-2-phénylidole (DAPI)

pendant 5 min a température ambiante. Apreés, les coupes ont été rincées 2 fois 10 min dans du
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PBS et 1 fois 10 min dans une solution saline 0,9% puis montées sur lame et séchées. Enfin, un
protocole permettant d’éliminer I'autofluorescence de la lipofuscine a été effectué (5 min dans de
I’éthanol 70%, 5 min dans du noir Soudan, 5 min dans de I"’éthanol 70%, rincage solution saline
0,9% ; 2160, Merck Millipore) puis le milieu de montage (S3023, DAKO) a été ajouté entre la lame

et la lamelle.

Les images ont été prises a I'aide d’'un microscope confocal LSM980 (Zeiss) avec l'option
Airyscan. Pour chaque coupe (2 par souris), 2 images au niveau de la couche moléculaire du gyrus
denté et 2 au niveau du stratum radiatum de la CA1 ont été prises. La quantification du marquage
a été effectuée a I'aide du logiciel Imaris version 10.1. et de la fonction « Spot » (diamétre estimé
= 0,300 pum). Cette fonction permet de quantifier le nombre de points, chacun correspondant a un

compartiment post-synaptique (marquage PSD95).

9.7.2.Co-marquages EDU/DCX et EDU/NeuN

Les co-marquages de EDU/DCX et EDU/NeuN ont été effectués sur des coupes flottantes
coronales de cerveau d'une épaisseur de 35 pm obtenues a I'aide d’'un cryostat. Chaque marquage
a été effectué sur deux coupes par souris, une contenant 'hippocampe antérieur (bregma -1,82)
et une Tl'hippocampe postérieur (bregma -2,54). Pour le co-marquage EDU/DCX,
I'immunofluorescence avec 'anticorps anti-DCX fait chez le lapin (dilution au 1/500i¢me, 18723,
Abcam) suit le méme protocole que celui présenté dans le section 9.7.1. Toutefois, apres
I'incubation dans le DAPI, 'EDU a été révélé en suivant le protocole indiqué en section 7.2. Le
comarquage EDU/NeuN est similaire a une exception pres : I'anticorps primaire anti-NeuN fait
chez la souris étant biotinylé (dilution 1/500ime, MAB337B, Millipore), I'anticorps secondaire
anti-souris est lié a une strepatavidine couplée a un fluorophore émettant a 568 nm (S11226,

Invitrogen).

Les images ont été prises a 'aide d’'un microscope confocal (LSM980, Zeiss) avec un objectif
40X. La quantification du nombre de cellules marquées EDU+, EDU+/NeuN+ et EDU+/DCX+ a été
effectuée manuellement aux oculaires en se limitant a la zone sous-granulaire du gyrus denté de

I’hippocampe.

9.8. Analyse du protéome hippocampique par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)
9.8.1. Préparation des protéines pour la MS/MS
Une approche protéomique de type « shotgun bottom-up » a été réalisée en collaboration avec
le laboratoire Protéomique, Réponse Inflammatoire et Spectrométrie de Masse (PRISM, U1192),
et plus particulierement par Soulaimane Aboulouard et le Pr. Michel Salzet. Cette approche
consiste a analyser les peptides protéolytiques issus d'un mélange complexe par MS. Tous les

échantillons (n = 4 par groupe) ont été remis en suspension dans 100 uL de tampon bicarbonate
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d’ammonium (NH4HCO3, 50 mM) et 50 uL de tampon de dénaturation (urée 6 M) ont été ajoutés.
Le mélange a été incubé et soniqué pendant 5 min. Aprés dénaturation, 50 pL de tampon de
réduction (dithiothréitol (DTT) 40 mM) ont été ajoutés a I’échantillon et incubés a 56°C pendant
40 min. Ensuite, 50 pL de tampon d’alkylation (iodoacétamine (IAA) 100 mM) ont été ajoutés a
I’échantillon et le mélange a été incubé dans l'obscurité pendant 40 min pour permettre
I'alkylation des protéines. Pour neutraliser 'l AA libre, 50 puL de tampon thio-urée 600 mM ont été
ajoutés aux échantillons, puis 200 uL de tampon bicarbonate d’ammonium ont été ajoutés pour
réduire la concentration d'urée a moins de 1 M. Pour la digestion enzymatique, 3% de trypsine
ont été ajoutés aux échantillons (3 pug de trypsine pour 100 pg de protéines) et le mélange a été
incubé pendant une nuit a 37°C. Pour arréter le processus de digestion, 10 uL d’acide
trifluoroacétique (TFA) a 5% ont été ajoutés a I'échantillon digéré. Enfin, les échantillons ont été
séchés et dessalés, respectivement, a I'aide d'un SpeedVac et d'un ZipTip C-18 (ZTC18S096,
Millipore).

9.8.2. Analyse par nanoLC-MS/MS
Les protéines hippocampiques digérées ont été analysées a I'aide d’un systeme Nano Acquity

de chromatographie en phase liquide ultra performant (UPLC) (Waters) connecté a un
spectrometre de masse Q-Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) par I'intermédiaire d’'une
source Nanospray Flex. Les échantillons ont été séparés au moyen d'une phase inversée en ligne
en utilisant une colonne de pré-concentration (5 pm, 180 pm x 20 mm ; nanoAcquity Symmetry
C18, Waters) et une colonne analytique (1,7 pm, 75 pm x 250 mm ; nanoAcquity BEH C18,
Waters). Les peptides ont été séparés en appliquant un gradient linéaire d’acétonitrile dans 0,1%
d’acide formique (5-30%) durant 2 h a un débit de 300 nL/min. Le spectromeétre de masse Q-
Exactive Orbitrap a été utilisé en mode acquisition dépendant des données (DDA) défini pour
analyser les dix ions les plus intenses de I'analyse MS (Top 10). L’analyse par MS a été réalisée
avec une gamme de masse m/z comprise entre 300 et 1600, une résolution de 70000 FWHM (en
anglais « full width at half maximum »), un contréle automatique du gain (AGC) de 3e6 ions et un
temps d’'injection maximal de 120 ms. L’analyse MS/MS a été réalisée avec une gamme de masse
m/z (masse/valence) comprise entre 200 et 2000, une résolution de 17500 FWHM, un AGC de
5e4 et un temps d’'injection maximal de 60 ms. La dissociation par collision a haute énergie (HCD)
a été fixée a 30%. Les ions précurseurs avec des états de charge > +1 et < +8 ont été conservés

pour la fragmentation, avec un temps d’exclusion dynamique de 20 sec.

9.8.3. Traitement des données pour les descendants sauvages
Le traitement des données de MS/MS a été effectué en collaboration avec le laboratoire PRISM

jusqu’a I'analyse de I'enrichissement dans les voies biologiques. Les protéines ont été identifiées

en comparant toutes les données de MS/MS avec la base de données du protéome Mus musculus
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(Uniprot, version décembre 2021, 86492 entrées) a 'aide du logiciel MaxQuant version 2.0.3.0.
(Cox & Mann, 2008). L’'oxydation de la méthionine et I'acétylation de la protéine en partie N-
terminale ont été définies comme des modifications variables. La carbamidométhylation de la
cystéine a été choisie comme modification fixe. La quantification sans étiquette (en anglais « label-
free quantification », LFQ) a été réalisée en conservant les parametres par défaut de I'algorithme
MaxLFQ (Cox etal., 2014). Les paramétres de digestion ont été définis en utilisant la trypsine avec
2 clivages manqués maximum. Les parametres d’identification des protéines et des peptides ont
été effectués avec un FDR de 1% et un minimum de 2 peptides par protéine dont 1 unique. Ensuite,
I'analyse a été effectuée sur le logiciel Perseus version 1.6.10.43. disponible sur

https://maxquant.net/perseus/ (Tyanova et al.,, 2016). L'intensité LFQ de chaque échantillon a

été téléchargée dans Perseus et la matrice de données a été filtrée en supprimant les contaminants
potentiels, inversés et uniquement identifiés par site. Les données ont ensuite été transformées

en utilisant le log2(x).

A partir des matrices d’expression obtenues, une analyse GSEA a été effectuée de la méme

facon que pour les analyse RNA-seq (section 8.3.).

Les données de MS/MS ont été déposées sur le ProteomeXchange Consortium via le référentiel

partenaire PRIDE (Perez-Riverol et al,, 2022) et sont consultables avec I'identifiant PXD045639.

9.8.4. Traitement des données pour les descendants THY-Tau22
Le traitement des données a été effectué en collaboration avec la plateforme Bilille (PLBS, UAR

2014, US 41), plus particulierement la Pr Guillemette Marot et Marie Fourcot.

Brievement, les résultats de l'analyse différentielle ont été obtenus par une approche
bayésienne empirique implémentée dans le package Bioconductor limma du logiciel R. Cette
approche permet de prendre en compte le faible nombre d’individus. De plus, le choix de ce
package correspond a la distribution normale des données. Les protéines ont été déclarées
significativement dérégulées lorsque la p-value ajustée par la méthode de Benjamini et Hochberg

(Benjamini & Hochberg, 1995) était inférieure a 0,05.

Ensuite, a partir des protéines significativement dérégulées dans une des trois conditions (TC
4M vs TC 7M, TC 4M vs TH 7M et TH 4M vs TH 7M), une analyse k-moyenne a été réalisée. Le
nombre de groupes de protéines a été choisi selon le critére du coude sur le graphique de la
somme des carrés en fonction du nombre de groupes de protéines. Chaque groupe de protéines a
été représenté par des boites a moustache, apres que les données d’expression de chaque protéine
aient été centrées et réduites. Les groupes de protéines présentant un profil intéressant

(modification induite par le régime maternel HF) ont été sélectionnés, puis une analyse

88


https://maxquant.net/perseus/

d’enrichissement par sur-représentation a été effectuée sur les protéines de chaque cluster avec

le package R clusterProfileR et la base de données KEGG.

9.9. Analyse des régulons
L’analyse du régulome a été effectuée en collaboration avec le Dr Alexandre Pelletier du
département de pharmacologie et de biophysique de I'université de Boston. Cette analyse a été

effectuée en utilisant uniquement les descendants sauvages.

Pour analyser l'activité des facteurs de transcription (FT) chez les souris WC et WH, nous
avons effectué une analyse des réseaux de co-expression et une analyse des motifs des FT en
utilisant a la fois les données de transcriptomique (RNA-seq) et de protéomique (MS/MS) de
I’hippocampe. De la méme facon que le package R SCENIC congu pour I'analyse des modules de FT
dans les données de cellules uniques (Aibar et al., 2017), nous avons utilisé le package R GENIE3
qui utilise la méthode d’apprentissage automatique de type « random forest » pour déduire les
liens de régulations (Huynh-Thu et al.,, 2010) et la base de données CisTarget pour effectuer
I'enrichissement des motifs de FT (Aibar et al., 2017) et conserver les liens FT-genes avec preuves

d’interaction directe.

Brievement, les données de transcriptomique ont été filtrées pour garder uniquement les
genes avec plus d’'un comptage par million de lectures dans au moins 10% des échantillons. Les
données de protéomique ont également été filtrées pour conserver uniquement les protéines sans
valeur manquante, puis transformées en log2(x). Les FT retrouvés chez la souris ont été annotés
grace a la base de données Transcriptional Regulatory Relationships Unraveled by Sentence-
based Text mining (TRRUST) version 2 (Han et al., 2018). 20 échantillons de souris ont été
partagés entre les données de transcriptomique et de protéomique, puis utilisés pour I'analyse en
aval. La fonction GENIE3 a été utilisée pour calculer le score de lien de régulation entre le FT et le
gene, sur la base de 'abondance du FT et de la corrélation de I'expression du gene. Un sens
(régulation positive ou négative) a été attribué a chaque lien de régulation en utilisant le signe du
coefficient de corrélation de Spearman. Seuls les liens FT-gene avec un score de régulation
supérieur a 0,02 ont été conservés et 5 modules candidats basés sur différents seuils de filtrage
ont été créés par FT: (i) en gardant toutes les paires FT-géne avec un score de régulation
supérieur a 0,02 ; (ii) en gardant toutes les paires FT-géne avec un score de régulation supérieur
a 0,05 ; (iii) en gardant les 50 premiers génes par FT ; et (iv) en gardant les 5 premiers FT par

cibles génétiques ou (v) en gardant les 10 premiers FT par cibles génétiques.

L’enrichissement en motifs de chaque FT a ensuite été réalisé sur ces modules de FT candidats
en utilisant le module fgsea (Korotkevich et al., 2021) et le classement des motifs de Mus musculus

de la base de données CisTarget version 10 disponible sur
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ther. Nous avons utilisé le classement des motifs couvrant une fenétre de 10 kb autour du site
d’initiation de la transcription (en anglais « transcription start site », TSS). Seuls les modules de
FT candidats avec un enrichissement du motif de chaque FT correspondant a une valeur p ajustée
< 0,05 ont été conservés. IlIs ont été ensuite filtrés pour conserver uniquement les génes des bords
d’attaque (en anglais « leading edge genes ») pour chaque motif de FT. Tous les modules enrichis
et filtrés ont été fusionnés par FT pour obtenir le régulon final du FT. Afin de confirmer la
pertinence de cette approche pour déduire 'interaction directe FT-géne, nous avons utilisé les
données de séquencage d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-seq) de I'’hippocampe de
Mus musculus en accés libre pour le régulon Mecp2 (GSE71126-RAW). Nous avons constaté que la
valeur du signal ChIP-seq de Mecp2 (intensité de la liaison) était significativement plus élevée
(valeur p ajustée < 0,001, test de Wilcoxon avec somme des rangs) dans les génes du régulon
Mecp2 que dans les autres genes (données disponibles sur

https://github.com/AlexandrePelletier /HippoProgRegulome).

Enfin, le logiciel fgsea (GSEA rapide ou en anglais « fast GSEA ») a été utilisé pour évaluer
I'enrichissement des régulons des FT dans les genes différentiellement exprimés entre les souris
WC et WH. Seuls les régulons des FT avec |NES| > 2 et une valeur p ajustée < 0,05 ont été
considérés comme enrichis positivement ou négativement chez les souris WH par rapport aux
souris WC. L’enrichissement des genes associés a ces régulons a été analysé a I'aide des bases de
données de l'ontologie des génes (GO processus biologique, GO fonction moléculaire et GO
composant cellulaire) et des génomes et génes de I'encyclopédie de Kyoto (en anglais « Kyoto

encyclopedia of genes and genomes », KEGG).

Le script R pour effectuer l'analyse du régulome est disponible sur

https://github.com/AlexandrePelletier /HippoProgRegulome.

10. Analyse statistique

L’acquisition et la quantification des images, la quantification des immuno-empreintes, ainsi
que les évaluations métaboliques et comportementales, ont été effectuées a I'aveugle. Les valeurs
sont exprimées comme la moyenne + SEM. La normalité de la distribution et 'homoscédasticité
ont été vérifiées a I'aide, respectivement, du test de Shapiro-Wilk et des tests de F ou de Barlett.
Les différences entre les valeurs moyennes ont été déterminées a I'aide d’un test t de Student
bilatéral non apparié, d'un test t a un échantillon, ou l'aide d’un test 1W-ANOVA ou 2ZW-ANOVA

suivi d'un test post hoc de Tukey ou de Sidak pour les comparaisons multiples. Ces tests ont été
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réalisés sur le logiciel Prism version 9.0.0. Une valeur p inférieure a 0,05 a été considérée comme

indiquant une différence significative.
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Partie 1: Conséquences chez les descendants murins de type sauvage
d’un régime maternel riche en graisse durant la lactation

1. Le régime maternel riche en graisse augmente le gain de masse corporelle durant la lactation
des descendants sauvages

Nous avons évalué les conséquences d’un régime maternel HF durant la lactation chez les
descendants sauvages males et femelles sur les parameétres physiologiques et métaboliques a ’age

de 7 mois, avant le début des processus liés au vieillissement.

Durant la lactation, le régime maternel HF diminue la masse corporelle des meres, ce qui est
associé a une augmentation de la prise alimentaire (Figure 22). De plus, les descendants males et
femelles de ces méres ont une masse corporelle plus élevée au sevrage a P21 (males: p = 0,010,
femelles : p = 0,001, test t non apparié, Tableau 6). Cette augmentation reste transitoire puisqu’a
’dge de 7 mois la masse corporelle des femelles n’est pas différente entre les régimes maternels
et est méme diminuée chez les descendants males (p = 0,006, test t non apparié). En accord avec
ces données, il n’y a pas de modification des parameétres métaboliques plasmatiques (AGL, TG et
CT), ni de la glycémie et de la température rectale chez les descendants adultes. Néanmoins,
I'insulinémie (taux d’insuline dans le sang) aprés 6 h de jeune est significativement diminuée par
le régime maternel HF chez les descendants males dgés de 7 mois (p = 0,030, test t non apparié),
mais n’est pas modifiée chez les femelles, suggérant une différence sexuelle pour ce parametre

(Tableau 6).
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Figure 22 : Masse corporelle et prise alimentaire des méres durant la gestation. (A) Masse corporelle
des meres nourries avec un régime contrdéle (C) ou riche en graisse (H) durant la lactation a différents jours
postnatals (P1, P8, P15 et P21). (B) Consommation alimentaire des meres nourries avec un régime C ou H
durant la lactation a différents jours postnatals (P8, P15 et P21). Les valeurs sont exprimées comme la
moyenne + SEM. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs souris C en utilisant un test ANOVA a deux voies suivi d'un test
post hoc de Tukey. n = 14 méres C et n = 14 meres H.
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Parameétres Significativité Significativité

Masse corporelle a 8,6+ 9,7 82+ 10,0+

P21 (g) 0,3 03  P=0010;* 0,2 02  P=0001;%
Masse;c:)ri;:c(:;t)alle a7 3:,'37i S?i,i P = 0,006 ; ** ZE,JZYt 23[.],:;1 P=0765
remdmn(en) 167 192 g B8 g
bl 6 075055 puopme O30 20 pous
g gl 015 1N s 20 0 peosos
Triglyc?ﬂé;g%? mois 5;;55‘5 66;,’(;‘5 P=0.431 45;,it 42,’9;1 P-0578

Température (°C) 370”61t 370”5_)1)5 P=0,540 3E’it 32’,3;! P=0,693

Tableau 6: Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur les parametres
physiologiques et métaboliques des descendants males et femelles. Les valeurs sont exprimées comme
la moyenne + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs souris WC et le sexe respectif en utilisant un test t
de Student non apparié. Les différences significatives sont indiquées en gras.n = 19 WC femelles, n = 19 WH
femelles, n = 17 WC mailes, n = 17 WH males.

2. Le régime maternel riche en graisse conduit a une intolérance au glucose chez les descendants
sauvages de fagon sexe specifique

Afin d’évaluer I'impact du régime maternel HF sur le métabolisme glucidique, nous avons
soumis les souris agées de 3 mois a une surcharge en glucose lors d’'un IPGTT, puis suivi la
glycémie a différents temps post-injection. Les résultats indiquent que le régime maternel HF
induit une augmentation plus importante de la glycémie chez les descendants males a 15 min et
30 min post-injection, laquelle retourne a un niveau basal aprés 120 min, suggérant une
intolérance au glucose (Figure 23 A, p < 0,001 a 15 min et p = 0,028 a 30 min post-injection de
glucose, 2W-ANOVA suivi par un test post hoc de Sidak). De plus, cet effet est dépendant du sexe

puisqu’il n’est pas observé chez les descendants femelles (Figure 23 B).

3. Le régime maternel riche en graisse altere la mémoire spatiale de référence a long terme des
descendants sauvages

Bien qu’'un des objectifs de notre étude soit de se placer a un stade assez précoce avant
I'apparition des processus liés au vieillissement, dont les troubles cognitifs, nous avons testé la

mémoire spatiale de référence along terme chezles descendants 4gés de 6 mois. En effet, quelques
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Figure 23 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation lors d’un test de tolérance
au glucose par injection intrapéritonéale de glucose (IPGTT) chez les descendants males et femelles
ageés de 3 mois. L’évolution de la glycémie au cours du temps, respectivement chez les descendants males
(A) et femelles (B). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne * SEM. *p < 0,05, ***p < 0,001 vs souris
WC en utilisant un test ANOVA a deux voies suivi d'un test post hoc de Sidak. Les différences significatives
sont indiquées en gras. n = 19 WC femelles, n = 19 WH femelles, n = 17 WC maéles, n = 17 WH males.

études ont rapporté des troubles cognitifs a des stades précoces (Lin etal.,, 2021 ; Robb etal,, 2017
; Tozuka et al,, 2010). Avant d’étudier la mémoire des souris, nous avons vérifié que le régime
maternel HF n’altére pas la locomotion et n’induit pas d’anxiété chez les descendants,
respectivement via les tests en champs libre (actimétrie) et du labyrinthe en croix surélevé. Les
résultats de I'actimétrie indiquent que le régime maternel HF ne modifie pas la distance parcourue
(Figure 24 A/D, males : p = 0,448, femelles : p = 0,281, test non apparié) ni la vitesse (Figure 24
B/E, males : p = 0,453, femelles : p = 0,282, test t non apparié) des descendants males et femelles.
Egalement, le régime maternel HF ne modifie pas le temps passé dans les bras fermés dans le test
de 'EPM, suggérant que les souris ne sont pas plus ou moins anxieuses (Figure 24 C/F, males : p
= 0,955, femelles: p = 0,066, test t non apparié). Ainsi, ces deux parameétres ne seront pas
confondants vis-a-vis des résultats des tests de mémoire. Ensuite, nous avons évalué la mémoire
spatiale de référence a long terme en utilisant le test du labyrinthe de Barnes, une tache
dépendante de I'hippocampe (Barnes, 1979 ; Pitts, 2018). Durant la phase d’apprentissage, tous
les groupes montrent une diminution de la distance parcourue au fur et a mesure des essais,

suggérant que les souris ont appris la position de la boite d’échappement grace aux repéres

spatiaux (Figure 24 G/H, p < 0,001, 2W-ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey). Soixante-douze

heures apres le dernier essai, la phase de test a été effectuée afin d’étudier la mémoire spatiale de
référence a long terme. Les souris WC males et femelles explorent le quadrant cible (dans lequel
se situait la boite d’échappement durant la phase d’apprentissage) significativement plus que les

autres quadrants, suggérant qu'elles se sont souvenues de l'emplacement de la boite
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Figure 24 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur les parametres cognitifs
des descendants males (A-C, G/I) et femelles (D-F, H/]) agés de 6-7 mois. Distance parcourue (A/D) et
vélocité (B/E) lors du test de 'actimétrie. (C/F) Pourcentage de temps passé dans les bras ouverts dans le
test du labyrinthe en croix surélevé. La mémoire spatiale a long terme a été évaluée par le test du labyrinthe
de Barnes (G/H) Distance parcourue durant la phase d’apprentissage représentant la capacité pour I'animal
atrouver la boite d’échappement durantles quatre jours d’entrainement. (I/]J) Pourcentages de temps passé
dans le quadrant cible et moyennes des pourcentages de temps passé dans les autres quadrants durant la
phase de test (72 h aprés le dernier jour d’apprentissage). Les lignes pointillées correspondent au
pourcentage théorique de chance d’explorer le quadrant (25%). Les valeurs sont exprimées comme la
moyenne * SEM. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs souris WC en utilisant un ANOVA a deux voies suivi d'un test
post hoc de Tukey. n = 13 WC femelles, n = 11 WH femelles, n = 6 WC males, n = 10 WH males.

d’échappement (Figure 24 I, WC males : p = 0,005, WC femelles : p < 0,001, 2W-ANOVA suivi d'un
test post hoc de Tukey). En revanche, les descendants WH males et femelles n’ont pas exploré
significativement plus le quadrant cible par rapport aux autres quadrants (Figure 24 J), WC
males : p=0,242, WC femelles : p = 0,064, 2W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey). En accord
avec ces données, seules les souris WC males et femelles explorent le quadrant cible
significativement plus de 25% (niveau de chance) du temps (WC males : p = 0,006, WH males : p
= 0,224, WC femelles : p < 0,001, WH femelles : p = 0,120, test t a un échantillon). Prises dans leur
ensemble, ces données indiquent que le régime maternel HF altere la mémoire spatiale de
référence a long terme des descendants adultes males et femelles, suggérant des dysfonctions

hippocampiques.

4. Le régime maternel riche en graisse augmente le nombre de cellules souches neurales en
prolifération dans la zone sous-granulaire du gyrus denté des descendants sauvages males

Plusieurs études ont rapporté qu’'un régime maternel HF peut modifier la NHA (Hu et al., 2022
; Natale et al,, 2022 ; Ojeda et al,, 2023 ; Tozuka et al,, 2009 ; Val-Laillet et al.,, 2017), et qu’une
dérégulation de celle-ci peut conduire a des altérations cognitives (Lieberwirth et al., 2016). Ainsi
pour tester cette hypothese, nous avons injecté par voie intrapéritonéale de I'EDU, un analogue
de la thymidine modifié qui s’incorpore dans I’ADN lors de la division cellulaire. Les souris ont été
sacrifiées 21 jours apres la derniere injection, a I'age de 7 mois. Les cellules EDU positives (EDU*)
ont été comptées dans la SGZ du GD de I'hippocampe, la région ou a lieu la NHA. Les résultats
indiquent que le régime maternel HF induit une augmentation du nombre de cellules EDU* dans
cette région chez les descendants males (Figure 25 A/C, p = 0,002, test t non apparié). En
revanche, cet effet n’est pas observé chez les descendants femelles, suggérant une différence liée

au sexe (Figure 25 B/D).

5. Le régime maternel riche en graisse altere le transcriptome hippocampique des descendants
sauvages de facon sexe spécifique

Afin d’identifier les voies biologiques dérégulées précocement par le régime maternel HF qui

pourraient expliquer les troubles mnésiques (Figure 24), nous avons effectué une analyse du
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Figure 25 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la neurogenése
hippocampique adulte chez les descendants males et femelles dgés de 7 mois. (A/B) Image du gyrus
denté de 'hippocampe montrant les cellules ayant incorporé I'EDU. Les cellules EDU de la zone sous-
granulaire (SGZ) du gyrus denté sont indiquées par une fleche rouge. L’EDU a été injecté 21 jours avant le
sacrifice. (C/D) Quantification du nombre total de cellules souches neurales ayant proliféré dans la SGZ. Les
valeurs sont exprimées comme la moyenne * SEM. **p < 0,01 vs souris WC en utilisant un test t de Student
non apparié. n = 7 WC femelles, n = 7 WH femelles, n = 4 WC males, n = 8 WH males.

transcriptome hippocampique des descendants males et femelles dgés de 7 mois par RNA-seq.
L’analyse GSEA révele que le régime maternel HF conduit a un profond remaniement du
transcriptome hippocampique chez les descendants males et femelles 4gés de 7 mois. Chez les
descendants males, parmi les 176 ensembles de genes significativement modifiés par le régime
maternel HF, 110 sont augmentés et 66 diminués (Figure 26 A). L’effet du régime maternel HF
chez les descendants femelles semble moins prononcé, avec 82 ensembles de genes dérégulés,

dont 71 augmentés et 11 diminués par le régime maternel HF (Figure 26 A).

L’analyse en clusters permet I'identification des grandes fonctions biologiques des ensembles
de geénes (Figure 27). Chez les descendants males, il y a deux grands clusters contenant des
ensembles de genes associés aux composants post-synaptiques et a la synapse, et a la dynéine, au

cilium et a la motilité. Il y a également 7 autres clusters avec un nombre plus faible d’ensembles de
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Figure 26 : Comparaison des résultats de I'analyse de I'’enrichissement des ensembles de génes
(GSEA) a partir des données RNA-seq du transcriptome hippocampique des descendants males et
femelles agés de 7 mois. (A) Le diagramme de Venn représente le nombre d’ensembles de genes
significativement enrichis (taux de fausse découverte < 0,25) a partir de l'analyse GSEA, effectuée en
utilisant les ensembles de génes de la base de données Gene Ontology (GO composant cellulaire, GO fonction
moléculaire, GO processus biologique). (B) Heatmap des ensembles de génes significativement dérégulés
par le régime maternel riche en graisse a la fois chez les descendants males et femelles. n = 5 WC femelles,
n =5 WH femelles, n = 4 WC males, n = 4 WH males. 7 = augmentation de 'ensemble de genes par le régime
maternel riche en graisse, N = diminution de 'ensemble de génes par le régime maternel riche en graisse.
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Figure 27 : Analyse en réseau des résultats de ’analyse de I'’enrichissement des ensembles de génes
(GSEA) a partir des données RNA-seq du transcriptome hippocampique des descendants males et
femelles agés de 7 mois. Les réseaux (males a gauche et femelles a droite), obtenus avec le logiciel
Cytoscape, montrent les ensembles de genes significativement dérégulés (taux de fausse découverte < 0,25)
lors de I'analyse GSEA, effectuée en utilisant les ensembles de génes de la base de données Gene Ontology
(GO composant cellulaire, GO fonction moléculaire, GO processus biologique). Les clusters avec moins de 5
ensembles de génes ont été retirés. Les ensembles de génes communs entre les males et femelles sont
entourés en orange. n = 5 WC femelles, n = 5 WH femelles, n = 4 WC males, n = 4 WH males.

génes, dont 5 en lien avec les processus métaboliques (complexe IV mitochondrial ; cholestérol,
efflux et lipide ; processus catabolique et acide ; glutathion, métabolisme et thyroide ; métal, ion et
homéostasie) et 2 en lien avec I'immunité (antigéne, complexe majeur d’histocompatibilité et
traitement ; élimination, libération et héte). Hormis le cluster en lien avec la synapse, tous les
autres ensembles de génes sont augmentés par le régime maternel HF. Chez les descendants
femelles agés de 7 mois, un grand cluster d’ensembles de génes associé aux sous-unités
ribosomales et a la mitochondrie est augmenté par le régime maternel HF. En plus de ce cluster, 4
autres clusters sont présents: 2 sont diminués (composant présynaptique et activité ; voltage,
dépendant et canal) et 2 augmentés (cellule, régulation positive ; endopeptidase, peptidase et
régulateur). De plus, bien que certains clusters d’ensembles de génes soient spécifiques du sexe,
comme le cilium retrouvé uniquement chez les males, plusieurs clusters sont communs. En effet,
la synapse est altérée a la fois chez les males et les femelles, avec une diminution des ensembles
de génes induite par le régime maternel HF. La mitochondrie est également affectée dans les deux
sexes, avec une augmentation des ensembles de genes induite par le régime maternel HF. En ce
sens, nous retrouvons 20 ensembles de génes en lien avec la mitochondrie communs entre les
males et femelles, avec un niveau de significativité (FDR valeur q) plus élevé chez les femelles
(Figure 26 B). A partir de ces 20 ensembles de genes, nous avons effectué une analyse LEA qui
permet l'identification des génes les plus impliqués dans I'enrichissement de ces ensembles de
génes. Les résultats de I'analyse indiquent que ces genes, bien qu’'en partie différents, sont
impliqués dans la chaine de phosphorylation oxydative, qui représente ainsi une cible

particulierement sensible au régime maternel HF en particulier chez les femelles.

Prises dans leur ensemble, ces données indiquent que le régime maternel HF modifie
significativement le transcriptome hippocampique des descendants males et femelles agés de 7

mois, particulierement les voies biologiques associées a la mitochondrie et a la synapse.

6. Le régime maternel riche en graisse durant la lactation diminue le nombre de compartiments
post-synaptiques dans I’hippocampe des descendants sauvages femelles

[’analyse du transcriptome hippocampique indique une diminution des voies associées a la
synapse chez les descendants provenant de meres ayant recu un régime maternel HF. De plus, ces

descendants présentent une altération de la mémaoire, ce qui pourrait étre causée en partie par
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une perte synaptique (Carvalho et al,, 2019 ; Martinez-Serra et al.,, 2022). Ainsi, nous avons
quantifié le nombre de compartiments post-synaptiques dans la couche moléculaire du gyrus
denté et dans le stratum radiatum de la CA1 a I'aide d’'une immunofluorescence anti-PSD95. Les
résultats indiquent que le régime maternel HF diminue le nombre de compartiments post-

synaptiques (immunofluorescence anti-PSD95) dans les deux régions de I'hippocampe chez les
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Figure 28 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la densité de
compartiments post-synaptiques dans ’hippocampe chez les descendants males et femelles agés
de 7 mois. (A) Image de I'immunofluorescence du marqueur post-synaptique PSD95 (a gauche) et image
apres quantification des « spots » PSD95+ a 'aide du logiciel Imaris (a droite). (B-E) Quantification du
nombre de compartiments post-synaptiques PSD95 dans le stratum radiatum de la CA1 (B/D) et de la
couche moléculaire du gyrus denté (C/E). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SEM. *p < 0,05,
**p < 0,01 vs souris WC en utilisant un test t de Student non apparié. n = 6 par groupe.
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descendants femelles agés de 7 mois (Figure 28 D/E, CA1: p=0,013, DG: p = 0,003, test t non
apparié). En revanche, cet effet n’est pas retrouvé chez les descendants males (Figure 28 B/C),

suggérant une différence liée au sexe pour ce marqueur post-synaptique.

7. ldentification des régulateurs en amont impliqués dans les modifications de I’expression des
génes induites par le régime maternel riche en graisse

Il est maintenant admis que les modifications du transcriptome et du protéome, en réponse a
un changement environnemental, ne sont pas toujours corrélées (Haider & Pal, 2013 ; Johnson et
al., 2022). Ainsi, nous avons également effectué une analyse du protéome hippocampique des
descendants males et femelles dgés de 7 mois par MS/MS. Il est important de noter que les
animaux choisis pour les analyses par RNA-seq et MS/MS sont les mémes. L’analyse GSEA indique
que le régime maternel HF modifie trés modérément le protéome hippocampique des
descendants agés de 7 mois puisque seulement 2 petits clusters d’ensembles de génes sont
dérégulés chez les males (mobile, adénosine triphosphate (ATP) et respiration est augmenté et

régulation négative et actine est diminué) et aucun chez les femelles (Figure 29).
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Figure 29 : Analyse en réseau des résultats de I’analyse de I’enrichissement des ensembles de génes
(GSEA) a partir des données RNA-seq du protéome hippocampique des descendants males et
femelles agés de 7 mois. Les réseaux (males a gauche et femelles a droite), obtenus avec le logiciel
Cytoscape, montrent les ensembles de genes significativement dérégulés (taux de fausse découverte < 0,25)
lors de I'analyse GSEA, effectuée en utilisant les ensembles de génes de la base de données Gene Ontology
(GO composant cellulaire, GO fonction moléculaire, GO processus biologique). Les clusters avec moins de 5
ensembles de génes ont été retirés. n = 5 WC femelles, n = 5 WH femelles, n = 4 WC males, n = 4 WH males.

Afin d’avoir une approche plus intégrative, nous avons réalisé une analyse du régulome
hippocampique grace aux données de transcriptomique et de protéomique. Briévement, 'objectif
de cette approche est d’identifier des régulons (un groupe de génes qui co-varient et qui sont
régulés par un méme FT) et de tester si chaque régulon est modifié par le régime maternel HF.
Ainsi, 5 régulons ont été trouvés significativement dérégulés par le régime maternel HF chez les

descendants males (Apex1, Ctnnb1, Mecp2, Sfpq, Trim28) et femelles (Ctnnb1, Fhl2, Hdac2, Myef2,
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Smarca5), dont un en commun entre les deux sexes (Ctnnb1) (Figure 30). Tous ces régulons ont

une expression de leurs génes augmentée par le régime maternel HF (NES > 0).
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Figure 30 : Identification des régulons dérégulés par le régime maternel riche en graisse a partir des
données du transcriptome et du protéome hippocampique des descendants males et femelles agés
de 7 mois. Les diagrammes en barres représentent les régulons significativement (valeur p ajustée < 0,001
et |score d’enrichissement normalisé (NES)| > 2) enrichis en génes surexprimés/sous-exprimés chez les
souris WH (males a gauche et femelles a droite). Un NES positif signifie que le régulon est enrichi en génes
surexprimés. Dans le nom des régulons, « augmenté » et « diminué » correspondent, respectivement, a un
effet activateur ou inhibiteur du facteur de transcription sur les genes du régulon.

L’analyse de I'’enrichissement dans les voies biologiques indique que, bien qu’un seul régulon
soit en commun entre les deux sexes, les autres régulons dérégulés chez les males et femelles
partagent des fonctions similaires (Figure 31). Chez les descendants males, les régulons Mecp2,
Apex1 et Sfpq sont associés aux processus métaboliques, a la respiration cellulaire et aux
processus liés a I’ARN. Chez les femelles, les régulons Myef2, Fhl2 et Smarca5 sont également
associés a ces fonctions biologiques. Le régulon Ctnnb1, lequel est dérégulé dans les deux sexes,
est impliqué dans les processus métaboliques et dans la respiration cellulaire. Toutefois, il y a
également quelques différences: le systéme vasculaire semble modifié uniquement chez les
descendants males (régulons Mecp2 et Trim28), tandis que la production de cytokines semble
modifiée uniquement chez les femelles (régulon Hdac2), mettant en évidence une différence liée

au sexe.

105



WC vs WH agés de 7 mois - &

Activité catalytique, action suracide nudéique
Voies métaboliques

Processus métaboliqueacide carboxylique
| Processus métaboliqueacide organique
Liaison ion calcique
Activité transporteur transmembranaire
Angiogenése
Développement vaisseauxsanguins
Morphogenésevaisseaux sanguins

Développementvasculaire
Activité transporteur
Interaction MEC-récepteur
Activité transporteur transmembranaire anion organigue
Adtivité transporteur transmembranaireacide
carboxylique ,
Activité transporteur transmembranaire proton
Liaison acide folique

Activité molécule structurale

Constituant structurel de ribosome
Phosphorylation oxydative

Cardiomyopathie diabétique

Processus métabolique ATP

Maladie d'Alzheimer

Maladie de Parkinson

Thermogenése
Cardnogenésechimique—espécesréactivesde Foxygéne
Maladie dufoie gras non-alcoolique
Phosphorylation oxydative

Respiration aérobie
Respiration cellulaire

ipl
Sclérose latérale amyotrophique
Maladie de Huntington
Transportintracellulaire

Processus de composants

Synthése ATP induit par force motrice des protons

WC vs WH agé de 7 mois - @

" | Respiration cellulaire
Respiration aérobie
Phosphorylation oxidative
Phosphorylation oxidative
Cardiomyopathie diabétique
Synthése ATP induit par force motrice des protons
Processus métabolique ATP
Ribosome
Maladie dufoie gras non-alcoclique
Cardnogenése chimigue—Espéces réactives del'oxygéne

organont

Etablissement delalocalisation des protéines
Transport protéine

Liaison ribonucléotide adényl

| Lisison nudléctide adényl

Liaison ribonucléctide

Liaison ribonucléctide purinergique

| Liaison ribonudiéoside triphosphatepurinergique
' | Processus métaboliquepetite protéine

' Processus catabolique cellulaire

Processus métaboliqueamine

Processus catabolique macromolécule

dn zdoow
dn | xochy

-logl0(valeur p)

|
0 5

Thermogenése

Maladie de Parkinson

' | Maladie de Huntington

" | Voies de neurodégénérescence—maladies multiples

: Maladies métaboliques
Sclérose latérale amyotrophique
Spliceosome

Maladie mronavims— coviD-19

la productionde cytokines dela
mperhmlledeshttalsdeneumeumml

Pmdm:uondecyuiunesdela superfamiledesfacteurs
de nécrose tumoral

Régulationdela productlon de cytokines
Production de cytokines
. Admte oxydoréductase

Activité molécules structurales
Constituant structurel desribosomes
Liaison del'acide folique

' | Processus de biosynthésedesamines

* Traduction

Réparation del'ADN

Réponse auxdommagesal’ADN

Liaison ribonucléoside triphosphatepurinergicque
Liaison ribonudéctide

Liaison ribonucléctide purinergique
Liaison nucléotide adényl

Liaison ribonudéoctide adényl

Processus métabolique ADN

" | Processus métabolique ARN non-codants
' Formation ARN non-codants

* | Processus catabolique macromolécules

Transportintracellulaire

Processus de biosynthése des composants
organonitrogénes

auung | !
dn gz

dnzinhin

i
8
5

UMOP GUEDITWIS

LD

I
10 15 20 25 30

106



Figure 31: Analyse de I’enrichissement dans les voies biologiques des génes des régulons dérégulés
par le régime maternel riche en graisse chez les descendants males (A) et femelles (B) agés de 7
mois. Les régulons dérégulés par le régime maternel riche en graisse sont présentés Figure 20. Les heatmap
représentent le top 5 des voies biologiques enrichies a partir de 'analyse d’enrichissement effectuée avec
les bases de données Gene Ontology (GO composant cellulaire, GO fonction moléculaire, GO processus
biologique) et des génomes et génes de I'encyclopédie de Kyoto (KEGG). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Conclusion

Pour résumer, nos données indiquent que I'application d’'un régime maternel HF durant la
lactation induit une altération de la mémoire a long terme chez les descendants males et femelles
adultes, associée a une augmentation du nombre de cellules souches neurales en prolifération
dans la SGZ du GD de I'’hippocampe et a une intolérance au glucose chez les males. En revanche, il
n'y a pas d’effet majeur sur les autres parametres métaboliques. Par ailleurs, 'approche multi-
omiques et intégrative (transcriptomique, protéomique et régulomique) nous a permis
d’identifier que les processus mitochondriaux et synaptiques dans ’hippocampe des descendants
males et femelles sont sensibles au régime maternel HF. En accord avec ces données, nous avons
observé une diminution de compartiments post-synaptiques chez les descendants femelles. De
plus, bien que les conséquences biologiques soient similaires, les genes, protéines et régulateurs
sont différents selon le sexe. Ainsi, cette premiere partie démontre que I'hippocampe des
descendants est sensible et peut étre affecté précocement par un régime maternel HF de fagon

sexe spécifique, méme si celui-ci est appliqué durant une courte période (lactation).

Ces données chez les descendants sauvages ouvrent de nouvelles perspectives. En effet, les
troubles métaboliques constituent un facteur de risque majeur de nombreuses maladies
neurodégénératives comme la MA. De plus, les troubles cognitifs induits par le régime maternel
HF correspondent a une caractéristique clinique clé de la MA. Par ailleurs, si un régime maternel
HF altére précocement I’hippocampe, il est possible qu'un méme régime puisse également affecter
I’hippocampe dans le contexte de la MA, puisque cette structure, qui joue un role central dans la
cognition, est particulierement touché dans la MA. Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothese qu'un
régime maternel HF durant la période périnatale exacerbe le développement et la progression de

la MA. Dans la partie 2 des résultats, nous testerons cette hypothese.
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Partie 2 : Conséquences d’'un régime maternel riche en graisse durant
la lactation chez les descendants dans un modele murin de tauopathie :
les souris THY-Tau22

1. Le régime maternel riche en graisse augmente le gain de masse corporelle des descendants
THY-Tau22

Nous avons évalué les conséquences d'un régime maternel HF durant la lactation chez les
descendants THY-Tau22 males et femelles sur les paramétres physiologiques et métaboliques a
I'age de 4 et 7 mois correspondant, respectivement, au début de la pathologie Tau et du déclin

cognitif chez les souris TH-Tau22.

Durant la lactation, le régime maternel HF diminue la masse corporelle des méres, ce qui est
associé a une augmentation de la prise alimentaire (Figure 22, partie 1). De plus, les descendants
males et femelles de ces méres ont une masse corporelle plus élevée au sevrage a P21 (males : p
= 0,001, femelles : p = 0,001, test t non apparié, Tableau 7). Cette augmentation reste transitoire
puisqu’a I'age de 4 et 7 mois la masse corporelle des descendants males et femelles n’est pas

différente entre les régimes maternels (males agés de 4 mois : p = 0,165, males agés de 7 mois : p

Parameétres TC o THG Significativité Significativité

Massepczc;r;():)relle a 8;}(,531 100,,:;1 P =0,001; *** 96?11 9;}(,521 P =0,001 ; ***
Masser:]cz)ris?gr;alleécl 25()],;’: Ztif],fr)t P=0,165 19{)},}3’: 19[)],2’: P=0524
e opeslea7 265 2085 pos 50 T peoim
il S eews VDV e
samostueh)  oos o005 PO Gor  opy  PoOSIS
oo el LSS R O
Température (°C)a4 37,1+ 37,1+ s ges 373+ 37,2% P=0.707

Tableau 7 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur les parametres
physiologiques et métaboliques des descendants mailes et femelles THY-Tau22. Les valeurs sont
exprimées comme la moyenne + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs souris TC et le sexe respectif
en utilisant un test t de Student non apparié. Les différences significatives sont indiquées en gras. n =
19 TC femelles, n = 23 TH femelles, n = 22 TC males, n = 26 TH males.
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= 0,186, femelles agées de 4 mois: p = 0,524, femelles agées de 7 mois: p = 0,164, test t non
apparié). En accord avec ces données, il n’y a pas de modification de la glycémie et de I'insulinémie
apres 6 h de jeune, ni de la quantité d’AGL plasmatiques et de la température rectale chez les
descendants agés de 4 mois (Tableau 7). En revanche, le niveau de TG plasmatiques est
significativement diminué par le régime maternel HF chez les descendants males agés de 4 mois,
mais n’est pas modifié chez les femelles (males : p = 0,029, femelle : p = 0,187, test t non apparié,
Tableau 7). A l'inverse, le niveau de cholestérol total est diminué par le régime maternel HF
uniquement chez les descendants femelles agées de 4 mois, suggérant une différence sexuelle

(males : p = 0,406, femelles : p = 0,008, test t non apparié, Tableau 7).

2. Le régime maternel riche en graisse induit une intolérance au glucose chez les descendants
THY-Tau22 males

Afin d’évaluer I'impact du régime maternel HF sur le métabolisme glucidique, nous avons
soumis les souris agées de 3 mois a une surcharge en glucose lors d’'un IPGTT, puis suivi la
glycémie a différents temps post-injection. Les résultats indiquent que le régime maternel HF
induit une augmentation plus importante de la glycémie chez les descendants males a 15 min post-
injection, laquelle retourne a un niveau basal aprés 120 min, suggérant une intolérance au glucose
(Figure 32 A, p= 0,038 a 15 min post-injection de glucose, 2ZW-ANOVA suivi par un test post hoc
de Sidak). De plus, cet effet est dépendant du sexe puisqu’il n’est pas observé chez les descendants

femelles (Figure 32 B).
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Figure 32 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation lors d’un test de tolérance au
glucose par injection intrapéritonéale de glucose (IPGTT) chez les descendants males et femelles
THY-Tau22 agés de 3 mois. L'évolution de la glycémie au cours du temps, respectivement chez les
descendants males (A) et femelles (B). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SEM. °p < 0,05 vs
souris TC en utilisant un test ANOVA a deux voies suivi d'un test post hoc de Sidak. n =11 TC femelles, n =10
TH femelles, n = 13 TC males, n = 14 TH males.
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3. Le réegime maternel riche en graisse altére la mémoire spatiale des descendants THY-Tau22
Les conséquences du régime maternel HF durant la lactation sur les paramétres cognitifs ont
été évaluées chez les descendants agés de 7 mois, correspondant au moment d’apparition des

troubles cognitifs dans les souris THY-Tau22 (Van der Jeugd et al., 2013, 2013).

Avant d’étudier la mémoire des souris, nous avons évalué l'activité spontanée et le
comportement de type anxieux, deux parameétres qui peuvent influer sur la mémoire. L’analyse de
'activité spontanée par le test en champs libre indique que le régime maternel HF ne modifie pas
la distance parcourue et la vélocité des descendants males et femelles, suggérant que les souris
n‘ont pas de défaut locomoteur majeur (Figure 33 A/B/D/E). Par ailleurs, 'analyse du
comportement de type anxieux a 'aide du labyrinthe en croix surélevé révele que les descendants
THY-Tau22 males et femelles passent significativement plus de temps dans les bras ouverts que
les souris sauvages, suggérant une désinhibition qui a déja été rapportée dans ce modele (males
TCvs WC: p=0,007, femelle TC vs WC: p = 0,001, 1W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey,
Figure 33 C/F). En revanche, le régime maternel HF ne modifie pas le comportement de type

anxieux.
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Figure 33 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur l'activité spontanée et
le comportement de type anxieux des descendants males (A-C) et femelles (D-F) dgés de 6-7 mois.
Distance parcourue (A/D) et vélocité (B/E) lors du test de I'actimétrie qui permet d’étudier I'activité
spontanée. (C/F) Pourcentage de temps passé dans les bras ouverts lors du test du labyrinthe en croix
surélevé qui permet d’étudier le comportement de type anxieux. Les valeurs sont exprimées comme la
moyenne * SEM. ##p < 0,01, ###p < 0,001 souris TC vs souris WC en utilisant un ANOVA a une voie suivi
d’un test post hoc de Tukey. n = 14 WC femelles, n = 11 WH femelles, n = 9 TC femelles, n = 13 TH femelles,
n =6 WC males,n =10 WH males, n = 13 TC males, n =9 TH males.
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La mémoire spatiale a court terme a été testée a I'aide du labyrinthe en Y. Durant la phase
d’apprentissage (les souris ont accés a deux des trois bras), les différents groupes expérimentaux
passent autant de temps dans le bras familier que dans le bras de départ, a I'exception des
descendants TH males qui ont une préférence pour le bras familier (p = 0,002, test t a un
échantillon, Figure 34 A/C). Durant la phase de test (intervalle entre les deux phases de deux
min), les descendants WC, WH et TC males et femelles explorent significativement plus de 50%
(pourcentage de chance d’explorer le bras nouveau) le bras nouveau, suggérant qu’ils ont retenu
la position des différents bras (males WC : p = 0,002, males WH : p = 0,004, males TC : p = 0,001,
femelles WC: p = 0,001, femelles WH : p = 0,001, femelles TC: p = 0,007, test t a un échantillon,
Figure 34 B/D). A linverse, les descendants TH males et femelles ne passent pas
significativement plus de 50% du temps dans le bras nouveau, suggérant une altération de la
mémoire spatiale a court terme (males TH: p = 0,222, femelles TH: p = 0,607, test t a un

échantillons, Figure 34 B/D).
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Figure 34 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la mémoire spatiale a
court terme des descendants males (A/B) et femelles (C/D) agés de 6-7 mois. La mémoire spatiale a
court-terme a été évaluée par le test du labyrinthe en Y. (A/C) Pourcentage de temps passé dans le bras
familier par rapport au temps total durant la phase d’apprentissage. Les lignes pointillées correspondent
au pourcentage théorique de chance d’explorer le bras familier (50%). (B/D) Pourcentage de temps passé
dans le bras nouveau par rapport au temps passé dans les deux bras nouveau et familier lors de la phase de
test. Les lignes pointillées correspondent au pourcentage de change d’explorer le bras nouveau (50%). Les
valeurs sont exprimées comme la moyenne + SEM. **p < 0,01; ***p < 0,001 en utilisant un test t a un
échantillon (valeur théorique : 50%). n = 13 WC femelles, n = 11 WH femelles, n = 9 TC femelles, n =13 TH
femelles, n = 19 WC males, n = 18 WH males, n = 22 TC males, n = 22 TH maéles.
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La mémoire spatiale de référence a long terme a été testée a l'aide du labyrinthe de Barnes,
une tiche dépendante de I'hippocampe (Barnes, 1979 ; Pitts, 2018). Durant la phase
d’apprentissage, 'ensemble des groupes expérimentaux parcourent moins de distance pour
trouver la boite d’échappement au cours des 4 jours, suggérant que les souris ont appris sa
position grace aux reperes spatiaux (p < 0,001, 2W-ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey,
Figure 35 A/C). Durant la phase de test ayant lieu 24 h apres le dernier entrainement, les souris
males sauvages passent significativement plus de temps dans le quadrant cible que dans les autres
quadrants, suggérant qu’elles ont retenu la position du trou cible (males WC : p = 0,030, males
WH :p=0,012, 2W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Sidak, Figure 35 B). En revanche, les souris
TC et TH males ne passent pas significativement plus de temps dans le quadrant cible (contenant
le trou cible), suggérant une altération de la mémoire a long terme (males TC : p = 0,383, males
TH:p=0,996, 2W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Sidak, Figure 35 B). Toutefois, il est a noter
une tendance pour les descendants TC males. Celle-ci est confirmée en regardant la proportion du
nombre de souris ayant exploré la cible élargie correspondant au trou cible et aux deux trous
voisins. En effet, tandis que 78% des souris TC ont explorée cette zone, aucune souris TH I'a
explorée, suggérant une altération de la mémoire spatiale de référence a long terme pour les
descendants TH (p = 0,003, test exact de Fisher, Figure 35 E). Chez les descendants femelles, les
souris WC, WH et TH passent significativement plus de temps dans le quadrant cible par rapport
aux autres quadrants, suggérant qu’elles ont retenu la position du trou cible (femelles WC: p =
0,007, femelles WH : p = 0,002, femelles TH: p = 0,016, 2W-ANOVA suivi d’'un test post hoc de
Sidak, Figure 35 D). En revanche, bien qu’une 1égere tendance se dégage pour les souris TC elles
ne passent pas plus de temps dans le quadrant cible, suggérant une altération de la mémoire a
long terme (femelles TC: p = 0,690, 2W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Sidak, Figure 35 D).
Cette tendance est confirmée par I'analyse de la proportion de souris ayant exploré la zone élargie.
En effet, la majorité des souris TC et TH femelles a exploré cette zone sans différence de proportion
entre les deux groupes, suggérant que les descendants femelles se sont souvenus de lalocalisation
du trou cible et mettant en évidence une différence liée au sexe (p = 0,999, test exact de Fisher,

Figure 35 F).

4. Le régime maternel riche en graisse augmente la phosphorylation de la protéine Tau
hippocampique chez les descendants THY-Tau22 males agés de 4 mois et femelles &gés de 7

mois

[’étude de la pathologie Tau a été effectuée chez les animaux dgés de 4 et 7 mois, celle-ci

débutant a I'dge de 4 mois au niveau de I'hippocampe chez les souris THY-Tau22.
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Figure 35 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la mémoire spatiale de
référence a long terme des descendants males (A/B, E) et femelles (C/D, F) dgés de 6-7 mois. La
mémoire spatiale a long terme a été évaluée par le test du labyrinthe de Barnes. (A/C) Distance parcourue
durant la phase d’apprentissage représentant la capacité pour I'animal a trouver la boite d’échappement
durant les quatre jours d’entrainement. (B/D) Pourcentage de temps passé dans quadrant cible (contenant
le trou cible) et les autres quadrants durant la phase test ayant lieu 24 h aprés le dernier jour
d’entrainement. Les lignes pointillées correspondent au pourcentage de chance d’explorer le quadrant
(25%). (E/F) Nombre de souris ayant exploré la cible « élargie » (trou cible et les deux trous voisins de
celui-ci) et ne I'ayant pas explorée. Uniquement les souris TC et TH sont présentées. L’ensemble des souris
WC et WH a exploré la cible « élargie ». Les souris ayant exploré les labyrinthes moins de 30 s ont été exclues
(2 TC femelles, 1 TH femelle, 4 TC males et 2 TH males). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne *
SEM. Pour les graphiques A et C, ***p < 0,001 pour chaque condition en utilisant test ANOVA a deux voies.
Pour les graphiques B et D, *p < 0,05, **p < 0,01 quadrants autres vs quadrant cible en utilisant test ANOVA
a deux voies suivi d'un test post hoc de Sidak. Pour les graphiques E et F, °°p < 0,01 en utilisant un test exact
de Fisher.n = 13 WC femelles, n = 11 WH femelles, n = 7 TC femelles, n = 12 TH femelles, n = 10 WC males,
n =6 WH maéles, n =9 TC males, n = 7 TH males.

Dans un premier temps, nous avons regardé si le régime maternel HF durant la lactation
influence I'expression du transgéne (Figure 36). Chez les souris agées de 4 mois, le régime

maternel HF ne modifie ni I'expression du transgéne ni son niveau protéique que ce soit chez les
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descendants males ou femelles. Cette effet est durable chez les femelles puisqu’aucun effet du

régime maternel HF n’est présent a 'dge de 7 mois. En revanche, chez les descendants males, bien

que le régime maternel HF ne modifie pas I'expression du transgene, son niveau protéique est

significativement augmenté (p = 0,045, test t non apparié, Figure 36 D).
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Figure 36 : Effet du régime
maternel riche en graisse
durant la lactation sur
I’expression du transgene chez
les descendants males (A-D) et
femelles (E-H) agés de 4 et 7
mois. (A/B et E/F) Expression
du transgéne MAPT humain
(hMAPT) mesurée par qPCR dans
I'hippocampe des descendants
males et femelles dgés de 4 et 7
mois. (C/D et G/H) Niveau
protéique du transgene MAPT
humain (hMAPT) mesuré par
immuno-empreinte dans
I'hippocampe des descendants
males et femelles dgés de 4 et 7

| Tau mois. Les valeurs sont exprimées

comme la moyenne * SEM. °p <
0,05 souris TH vs souris TC en
utilisant un test t de Student non
apparié. Pour le graphique A:n=
13 TC maéles, n = 4 TH males.
Pour le graphique: n = 9 TC
males, n = 12 TH males. Pour les
figures C/D et G/H : n = 6 par
groupe. Pour le graphique E : n =
10 TC femelles, n =9 TH femelles.
Pour le graphique F : n = 9 TC
femelles, n = 13 TH femelles.
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Ensuite, nous avons évalué le profil isoélectrique de la protéine Tau qui peut étre influencé
par les modifications post-traductionnelles, dont la phosphorylation qui acidifie la protéine.
L’analyse du profil chez les descendants males THY-Tau22 agés de 4 mois indique que le régime
maternel HF acidifie la protéine Tau, suggérant une potentielle augmentation du niveau de
phosphorylation de la protéine Tau (Figure 37 A). Cela a été confirmé par I'analyse de différents
phosphoépitopes physiologiques (pT181, pS396, pS404) et pathologiques (pY18, pS214,
pT212/S214, pS422) de la protéine Tau (Simic et al., 2016). En effet, le régime maternel HF
augmente le niveau de phosphorylation de Tau sur les résidus pY18 (p = 0,014, test t non apparié),
pT212/S214 (sites phosphorylés dans les formes agrégées de la protéine Tau, p = 0,050, test t non
apparié) et pS396/S404 (p = 0,005, test t non apparié) chez les descendants males THY-Tau22
(Figure 37 B). En revanche, le régime maternel HF ne modifie pas le profil isoélectrique chez les
descendants males 4gés de 7 mois, suggérant un effet transitoire (Figure 38 A). De plus, le niveau
phosphorylation de la protéine Tau est diminué sur les phosphoépitopes pY18 (p = 0,003, test t
non apparié), pT181 (p = 0,001, test t non apparié), pS214 (p = 0,021, test t non apparié), pS396
(p = 0,038, test t non apparié), pS396/S404 (p = 0,001, test t non apparié) et pS422 (p = 0,004,
test t non apparié) chez les descendants males TH (Figure 38 B). Cet effet s’expliquerait
principalement par I'augmentation de la protéine Tau totale puisque lorsque les données ne sont
pas normalisées a la quantité de protéine Tau totale, la diminution n’est plus présente pour la
plupart des phosphoépitopes (données non montrées). A I'inverse, bien qu’il n’y ait pas d’effet du
régime maternel HF sur le profil isoélectrique et sur le niveau de phosphorylation de la protéine
Tau chez les descendants femelles THY-Tau22 agés de 4 mois (Figure 39), le régime modifie le
profil isoélectrique de la protéine Tau avec des formes plus acides mais aussi plus basiques chez
ceux agés de 7 mois, suggérant une augmentation de formes phosphorylées mais aussi de formes
peu phosphorylées et/ou présentant d’autres MPT (Figure 40 A). Ces données sont en accord
avec les résultats des immunoempreintes qui révelent une augmentation de la protéine Tau par
le régime maternel HF uniquement chez les descendants femelles agés de 7 mois, notamment sur
les résidus pY18 (p = 0,002, test t non apparié), PT181 (p = 0,014, test t non apparié), pS214 (p =
0,001, test t non apparié), pT212/S214 (p = 0,011, test t non apparié), pS396/5404 (p = 0,001,
test t non apparié) et pS422 (p = 0,001, test t non apparié) (Figure 40 B). Toutefois, cela n'a pas
été confirmé par immunomarquage contre le phosphoépitope pS422, ni par immunomarquage
contre les formes agrégées de la protéine (anticorps MC1 et AT100, données non montrées)

(Figure 41).

Par ailleurs, de récents travaux au sein du laboratoire ont mis en évidence une nouvelle forme
tronquée de la protéine Tau retrouvée chez la souris THY-Tau22 mais aussi spécifiquement dans
le cerveau des patients atteints de la MA, appelée AcMetll-Tau [brevet: EP17305355.4

(Hamdane et al., 2017)]. Tandis que le régime n’affecte pas la quantité de cette forme chez les
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Figure 37 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la phosphorylation de
la protéine Tau hippocampique chez les descendants males THY-Tau22 agés 4 mois. (A) Profil
électrophorétique de la protéine Tau humaine (anticorps anti-Tau N-ter) obtenu apres une électrophorése
bidimensionnelle. La fleche indique une augmentation des isovariants de la protéine Tau ayant un point
isoélectrique acide chez les descendants TH par rapport aux TC. (B) Quantification des immunoempreintes
de différents phosphoépitopes de la protéine Tau ainsi que des épitopes déphosphorylés (Taul, sites 195,
198, 199 et 202) et la forme totale (Tau C-ter et Tau N-ter). Le dernier graphique correspond a la
quantification du dosage ELISA de la forme tronquée AcMet11-Tau. Les valeurs sont exprimées comme la
moyenne = SEM. °p < 0,05, °°p < 0,01 souris TH vs souris TC en utilisant un test t de Student non apparié. En
A :n =6 par groupe. En B: n =8/9 par groupe.
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Figure 38 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la phosphorylation de
la protéine Tau hippocampique chez les descendants males THY-Tau22 agés 7 mois. (A) Profil
électrophorétique de la protéine Tau humaine (anticorps anti-Tau N-ter) obtenu apres une électrophorése
bidimensionnelle. (B) Quantification des immunoempreintes de différents phosphoépitopes de la protéine
Tau ainsi que des épitopes déphosphorylés (Taul, sites 195, 198, 199 et 202) et la forme totale (Tau C-ter
et Tau N-ter). Le dernier graphique correspond a la quantification du dosage ELISA de la forme tronquée
AcMet11-Tau. Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SEM. °p < 0,05, °°p < 0,01, °°°p < 0,001
souris TH vs souris TC en utilisant un test t de Student non apparié. En A : n = 6 par groupe. En B: n=8/9
par groupe.
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Figure 39 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la phosphorylation de
la protéine Tau hippocampique chez les descendants femelles THY-Tau22 agés 4 mois. (A) Profil
électrophorétique de la protéine Tau humaine (anticorps anti-Tau N-ter) obtenu aprés une électrophorese
bidimensionnelle. (B) Quantification des immunoempreintes de différents phosphoépitopes de la protéine
Tau ainsi que des épitopes déphosphorylés (Taul, sites 195, 198, 199 et 202) et la forme totale (Tau C-ter
et Tau N-ter). Le dernier graphique correspond a la quantification du dosage ELISA de la forme tronquée
AcMet11-Tau. Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SEM. En A : n =6 par groupe. En B: n=8/9

par groupe.
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Figure 40 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la phosphorylation de
la protéine Tau hippocampique chez les descendants femelles THY-Tau22 agés 7 mois. (A) Profil
électrophorétique de la protéine Tau humaine (anticorps anti-Tau N-ter) obtenu aprés une électrophorése
bidimensionnelle. La fléche de gauche indique une augmentation des isovariants de la protéine Tau ayant
un point isoélectrique acide chez les descendants TH par rapport aux TC, tandis que la fleche de droite
montre une augmentation des isovariants ayant un point isoélectrique basique. (B) Quantification des
immunoempreintes de différents phosphoépitopes de la protéine Tau ainsi que des épitopes
déphosphorylés (Taul, sites 195, 198, 199 et 202) et la forme totale (Tau C-ter et Tau N-ter). Le dernier
graphique correspond a la quantification du dosage ELISA de la forme tronquée AcMet11-Tau. Les valeurs
sont exprimées comme la moyenne + SEM. °p < 0,05, °°p < 0,01, °°°p < 0,001 souris TH vs souris TC en
utilisant un test t de Student non apparié. En A : n = 6 par groupe. En B: n = 8/9 par groupe.
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Figure 41 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la phosphorylation
pS422 de la protéine Tau hippocampique chez les descendants males et femelles THY-Tau22 agés 7
mois. Images de 'immunomarquage de la protéine Tau phosphorylée sur la sérine 422 au niveau de
I'’hippocampe et quantification du pourcentage d’aire marquée. Les valeurs sont exprimées comme la
moyenne = SEM. n = 6 par groupe.

descendants THY-Tau22 agés de 4 mois (Figure 37 B et Figure 39 B), il tend a 'augmenter chez
les descendants males agés de 7 mois (p = 0,053, test t non apparié, Figure 38 B) et la diminue
significativement chez les descendants femelles agés de 7 mois (p = 0,004, test t non apparié,

Figure 40 B), mettant en évidence une différence liée au sexe.

Toutes ces données indiquent que le régime maternel HF augmente le niveau de
phosphorylation de la protéine de facon précoce chez les descendants males (4 mois) et plus
tardivement chez les descendants femelles (7 mois), mettant en évidence une différence liée au

sexe.

5. Le régime maternel riche en graisse ne modifie pas D’expression des marqueurs

neuroinflammatoires au niveau de I’hippocampe des descendants THY-Tau22

La progression de la pathologie Tau est généralement corrélée a une augmentation de I'état
neuroinflammatoire chezles souris THY-Tau22 (Laurent et al., 2017). Ainsi, nous avons recherché
si le régime maternel HF modifie le niveau de différents marqueurs neuroinflammatoires par
gPCR dans 'hippocampe des descendants males et femelles agés de 4 et 7 mois. L’analyse des
données indique une augmentation précoce des marqueurs neuroinflammatoires chez les souris
THY-Tau22 deés I'dge de 4 mois par rapport aux souris sauvages, notamment de Gfap (p = 0,048,
1W ANOVA suivi d’'un test post hoc de Tukey), Ccl3 (p = 0,026, 1W ANOVA suivi d’'un test post hoc
de Tukey), Ccl4 (p = 0,001, 1W ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey), Clec7a (p = 0,001, 1W
ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey) et Itgax (p = 0,001, 1W ANOVA suivi d'un test post hoc
de Tukey) chez les descendants males (Figure 42 A), et de Gfap (p = 0,004, 1W ANOVA suivi d'un
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Figure 42 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur I'expression des
marqueurs neuroinflammatoires hippocampiques des descendants males (A/B) et femelles (C/D)
agés de 4 et 7 mois. Heatmap représentant 'expression de genes neuroinflammatoires mesurée par qPCR
chez les descendants males agés de 4 (A) et 7 mois (B) et femelles dgés de 4 (C) et 7 mois (D). Les valeurs
sont exprimées comme la moyenne + SEM. *p < 0,05 souris WH vs souris WC, p = 0,075 souris TH vs souris
TC, #p < 0,05, ##p < 0,01 et ###p < 0,001 souris TC vs souris WC en utilisant test ANOVA a une voie suivi
d’un test post hoc de Tukey ou un test t de Student non apparié. En A: n = 6 WC males, n =9 WH males, n =
13 TC males, n = 14 TH males. En B: n = 13 WC maéles, n = 9 WH males, n =9 TC males, n = 12 TH males. En
C:n=7 WC femelles, n = 7 WH femelles, n = 10 TC femelles, n = 9 TH femelles. En D : n = 12 WC femelles, n
=12 WH femelles, n =9 TC femelles, n = 13 TH femelles.

test post hoc de Tukey), Ccl4 (p = 0,008, 1W ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey), TNFa (p =
0,042, 1W ANOVA suivi d’'un test post hoc de Tukey), Clec7a (p = 0,001, 1W ANOVA suivi d'un test
post hoc de Tukey) et Itgax (p = 0,014, 1W ANOVA suivi d’'un test post hoc de Tukey) chez les
descendants femelles (Figure 42 C). A l'inverse, C1qa et C1qc sont diminués chez les souris THY-
Tau22 males (Clqga: p = 0,005, Clgb: p = 0,003, 1W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey) et
femelles (Clqa: p = 0,005, C1gb: p = 0,003, 1W-ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey). Cet
effet est présent également chez les descendants dgés de 7 mois, notamment avec une
augmentation de Gfap (p = 0,011, 1W ANOVA suivi d’'un test post hoc de Tukey), Ccl4 (p = 0,002,
1W ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey) et Clec7a (p = 0,018, 1W ANOVA suivi d'un test post
hoc de Tukey) chez les souris males (Figure 42 B) et de Ccl3 (p = 0,005, 1W ANOVA suivi d'un test
post hoc de Tukey), Ccl4 (p = 0,001, 1W ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey), Clec7a (p =
0,001, 1W ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey) et Itgax (p = 0,001, 1W ANOVA suivi d'un test
post hoc de Tukey) chez les souris femelles (Figure 42 D). Outre cet effet du génotype, aucun effet
significatif du régime maternel HF est présent chez les descendants THY-Tau22 males et femelles.
Toutefois, il existe une légere tendance globale a 'augmentation de la plupart des marqueurs
neuroinflammatoires chez les descendants males TH agés de 7 mois (notamment de Itgax, p =
0,075, 1W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey, Figure 42 B), et une tendance globale a la
diminution chez les descendants femelles TH dgées de 4 et 7 mois (Figure 42 C/D), suggérant une
différence liée au sexe. Sur le plan cellulaire, les réactivités astrocytaire et microgliale ont été
évaluées par immunofluorescence, respectivement, contre GFAP et IBA1l. L’analyse de l'aire
marquée n’'indique pas de modification induite par le régime maternel HF chez les descendants

males et femelles agées de 7 mois (Figure 43).

6. Le régime maternel riche en graisse diminue le niveau de marqueurs synaptiques au niveau

de ’hippocampe des descendants THY-Tau22 males

Afin d’identifier les causes pouvant étre responsables des troubles cognitifs observés chez les
descendants THY-Tau22 mailes et femelles par le régime maternel HF, nous avons analysé les
synapses qui jouent un réle essentiel dans le fonctionnement des processus cognitifs (Kennedy,

2016). Pour cela, nous avons évalué le niveau protéique d'un marqueur présynaptique (SNAP25)
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Figure 43 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur les astrocytes et la
microglie au niveau de I'hippocampe des descendants males et femelles 4gés de 7 mois. Images des
immunohistochimies respectivement, anti-GFAP (A), un marqueur astrocytaire, et anti IBA1 (B), un
marqueur microglial, au niveau de 'hippocampe chez les descendants TC et TH maéles et femelles dgés de 7
mois. Les histogrammes correspondent au pourcentage d’aire marquée par l'anticorps respectif dans
I'hippocampe. Les valeurs sont exprimées comme la moyenne * SEM. n = 6 par groupe.

et d'un marqueur post-synaptique (NR2B) a partir de fractions synaptosomales hippocampiques
des descendants males et femelles THY-Tau22 agés de 7 mois. Le synaptosome est constitué du
compartiment présynaptique et de la densité post-synaptique (Jhou & Tai, 2017). L’analyse par
immunoempreinte des deux marqueurs indique que le régime maternel HF diminue
significativement le niveau protéique de NR2B (p = 0,008, test t non apparié) et tend a diminuer

celui de SNAP25 (p = 0,071, test t non apparié) chez les descendants males THY-Tau22 au niveau
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de I'hippocampe, mais n’a pas d’effet chez les descendants femelles, suggérant une différence liée
au sexe (Figure 44). Ensuite, pour quantifier le nombre de compartiments post-synaptiques, une
immunofluorescence contre PSD95 a été réalisée. La quantification ne révele pas de modification
du nombre de compartiments post-synaptiques induite par le régime chez les descendants males
et femelles 4gés de 7 mois, que ce soit au niveau du gyrus denté ou au niveau de la CA1 de

I'hippocampe (Figure 45).
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Figure 44 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur le niveau de protéines
synaptiques a partir de synaptosomes hippocampiques de descendants males (A) et femelles (B)
agés de 7 mois. Les niveaux protéiques de NR2B (marqueur post-synaptique) et de SNAP25 (marqueur
présynaptique) ont été déterminés par immuno-empreinte a partir de fractions synaptosomales
hippocampiques. Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SEM. °°p < 0,01, p = 0,07 souris TH vs
souris TC en utilisant un test t de Student non apparié. N = 8/9 par groupe.
7. Le régime maternel riche en graisse augmente I’expression de génes d’activation précoce au

niveau de I’hippocampe des descendants THY-Tau22 males au cours du temps

L’activation d’'un neurone, lors d’'une tache cognitive par exemple, déclenche 'activation de
plusieurs cascades de signalisation entrainant I'expression de marqueurs d’activation précoces
(en anglais « immediate early genes »). Une dérégulation de ces derniers peut étre le reflet d'une
hypo- ou hyper-activation neuronale, ce qui est délétére dans la plasticité synaptique et les
processus de mémoire (Minatohara et al., 2016). Ainsi, nous avons quantifié I'expression de
Zif268, cFos et JunB par qPCR dans I'hippocampe des descendants males et femelles dgés de 4 et
7 mois. Les résultats révelent une tendance a I'augmentation de I'expression de Zif268 (TC 4M vs

TH 7M:p=0,067, IW-ANOVA suivi d’'un test post hoc de Tukey, Figure 46 A) et de JunB (TC 4M
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Figure 45 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la densité de
compartiments post-synaptiques dans I’hippocampe chez les descendants males et femelles THY-
Tau22 agés de 7 mois. (A) Image de I'immunofluorescence du marqueur post-synaptique PSD95 (a
gauche) et image aprés quantification des « spots » PSD95+ a I'aide du logiciel Imaris (a droite). (B-E)
Quantification du nombre de compartiments post-synaptiques PSD95 dans le stratum radiatum de la CA1
(B/D) et de la couche moléculaire du gyrus denté (C/E). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne *
SEM. *p < 0,05, **p < 0,01 vs souris WC en utilisant un test t de Student non apparié. n = 6 par groupe.

vs TH 7M: p = 0,005, 1W-ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey, Figure 46 C) chez les
descendants males TH agés de 4 et 7 mois avec un effet progressif avec I'age. De plus, bien que
I'expression de cFos ne soit pas modifiée par le régime a 4 mois, elle tend a augmenter a 7 mois
(TH 4M vs TH 7M: p = 0,053, 1W-ANOVA suivi d’'un test post hoc de Tukey, Figure 46 B). A
I'inverse, chez les descendants femelles, I'expression de Zif268 (TC 4M vs TC 7M : p = 0,003, 1W-

125



ANOVA suivi d'un test post hoc de Tukey, Figure 46 D) et de cFos (TC 4M vs TC 7M : p = 0,006,
1W-ANOVA suivi d’'un test post hoc de Tukey, Figure 46 E) diminue significativement avec 1'age,

sans effet notable du régime maternel HF.
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Figure 46 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur '’expression des génes
d’activation précoce au niveau de I'hippocampe des descendants males (A-C) et femelles (D-F) THY-
Tau22 ageés de 4 et 7 mois. L'expression hippocampique des génes d’activation précoce (Zif268, cFos et
JunB) a été effectuée par qPCR. Les valeurs sont exprimées comme la moyenne * SEM. *p < 0,05, **p < 0,01,
*p < 0,001 en utilisant un test ANOVA a une voie. n = 10 TC 4M femelles, n =10 TH 4M femelles,n =9 TC 7M

femelles, n = 13 TH 7M femelles ; n = 13 TC 4M males, n = 14 TH 4M maéles, n = 8 TC 7M maéles, n = 12 TH
7M males.

8. Le régime maternel riche en graisse augmente le nombre de neurones nouvellement formés

au niveau de la zone sous-granulaire du gyrus denté des descendants THY-Tau22 femelles

De la méme manieére que les processus synaptiques, la NHA est un mécanisme essentiel a la
cognition, une altération de celle-ci pouvant conduire a des troubles de la mémoire (Toda et al.,
2019). Ainsi, nous avons étudié la NHA en injectant de 'EDU, un analogue modifié de la thymidine
qui s’integre au génome lors de la division cellulaire, 21 jours avant le sacrifice a 'dge de 7 mois
des descendants males et femelles. Premiérement, la quantification du nombre de cellules ayant
intégré 'EDU dans leur génome (cellules EDU+) au niveau de la SGZ du gyrus denté de
I’hippocampe indique que le régime n’a pas d’'impact sur la densité de cellules EDU+ dans ces
régions chez les descendants males et femelles (Figure 47 A). Par ailleurs, le devenir des cellules

nouvellement formées a été analysé par co-marquage avec un marqueur de neurones immatures
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Figure 47 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur la neurogeneése
hippocampique adulte (NHA) des descendants males et femelles THY-Tau22 agés 7 mois. (A) Image
du gyrus denté de ’hippocampe montrant les cellules ayant incorporé 'EDU. Les cellules EDU de la zone
sous-granulaire (SGZ) du gyrus denté sont indiquées par une fleche rouge. L’'EDU a été injecté 21 jours avant
le sacrifice. Les histogrammes correspondent a la quantification du nombre total de cellules souches
neurales ayant proliféré dans la SGZ. (B) Image illustrant une cellule EDU+/NeuN+ (marqueur de neurone
mature) au niveau de la SGZ. Le cercle entoure la position de la cellule EDU+. Les histogrammes
représentent la proportion de cellules NeuN+ parmi les cellules EDU+ dans la SGZ. (C) Image illustrant une
cellule EDU+/DCX+ (marqueur de neurone immature) au niveau de la SGZ. Les histogrammes représentent
la proportion de cellules NeuN+ parmi les cellules EDU+ dans la SGZ. Les valeurs sont exprimées comme la
moyenne = SEM. °p < 0,05 souris TH vs souris TC en utilisant un test t de Student non apparié. n = 6 par
groupe.

(DCX) ou matures (NeuN). La proportion de cellules NeuN+ parmi les cellules EDU+ est
significativement augmentée chez les descendants femelles par le régime maternel HF (p = 0,046,
test t non apparié), ce qui n’est pas observé chez les descendants males, mettant en évidence une
différence liée au sexe (Figure 47 B). De plus, bien que le régime maternel HF tend a diminuer la
proportion de cellules DCX+ parmi les cellules EDU+ chez les descendants males et femelles agés

de 7 mois, aucun effet significatif est observé (Figure 47 C).

9. Le régime maternel riche en graisse modifie le transcriptome hippocampique des descendants
THY-Tau22 de fagon sexe spécifique

Afin d’identifier les voies biologiques sensibles au régime maternel HF et sous-jacentes aux
troubles cognitifs, nous avons effectué une analyse cinétique du transcriptome hippocampique
par RNA-seq des descendants males et femelles THY-Tau22 dgés de 4 et 7 mois. Les résultats
indiquent que le régime maternel HF augmente le nombre de génes significativement dérégulés
entre 4 et 7 mois chez les descendants males (1612 génes dérégulés entre les souris TC 4M et TC
7M contre 3077 génes dérégulés entre les souris TH 4M et TH 7M) et le diminue chez les
descendants femelles (1767 genes dérégulés entre les souris TC 4M et TC 7M contre 377 genes
dérégulés entre les souris TH 4M et TH 7M), suggérant un effet dépendant du sexe du régime sur
le transcriptome hippocampique (Figure 48 A). Cela a été confirmé en comparant les génes
dérégulés entre 4 et 7 mois par le régime maternel HF chez les descendants males et femelles,
puisque seulement 178 génes sont retrouvés dérégulés dans les deux conditions (Figure 48 B).
De plus, cet effet lié au sexe est également retrouvé en présence d'un régime standard avec
seulement 159 génes dérégulés entre les deux sexes (Figure 48 B). Ainsi, le régime modifie
I’évolution du transcriptome hippocampique au cours de 1'dge et la progression de la pathologie

Tau, et ce différemment selon le sexe.

Nous avons ensuite effectué une analyse k-moyennes a partir des genes significativement
dérégulés dans au moins un des trois contrastes : TC 4M vs TC 7M, TC 4M vs TH 7M, TH 4M vs TH

7M. Cette analyse en groupes nous a permis d’identifier des groupes de genes qui co-varient entre
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Figure 48 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur le transcriptome
hippocampique des descendants males et femelles THY-Tau22 agés de 4 et 7 mois. L’analyse du
transcriptome hippocampique des descendants a été effectuée par séquencage des ARN. (A) Histogramme
représentant le nombre de génes significativement dérégulés [valeur p ajustée inférieure a 0,05 et valeur
absolue du log2(facteur de variation) supérieure ou égale a 0,26] entre les souris TH agés de 4 mois et celles
agées de 7 mois, entre les souris TC agées de 4 mois et celles agées de 7 mois et entre les souris TC agées de
4 mois et les souris TH agées de 7 mois (a gauche pour les males et a droite pour les femelles). Les génes
sont séparés selon que leur expression soit augmentée ou diminuée entre 4 et 7 mois. (B) Diagrammes
d’Euler représentant les génes significativement dérégulés entre les males et les femelles pour les
contrastes TC 4M vs TC 7M (effet du vieillissement) et TH 4M vs TH 7M (effet du régime au cours du
vieillissement). N = 4/5 par groupe.

les quatre conditions expérimentales (TC 4M, TH 4M, TC 7M et TH 7M) et dont I'évolution de
I'expression entre 4 et 7 mois est différente en fonction du régime maternel standard ou HF
(Figure 49). Ainsi, nous avons sélectionné 2 groupes de genes dont I’expression est diminuée par
le régime maternel HF chez les descendants males 4gés de 4 mois et restaurée a 7 mois, contenant

302 genes (cluster 1 males) et 841 génes (cluster 2 males). Ces deux groupes de génes sont
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Figure 49 : Analyse en groupes des données de séquencage des ARN hippocampiques des
descendants males (en haut) et femelles (en bas) THY-Tau22 agés de 4 et 7 mois. Une analyse en
groupes de type k-moyennes a été effectuée a partir des génes significativement dérégulés dans au moins
une des trois comparaisons suivantes : TC 4M vs TC 7M, TH 4M vs TH7 et TC 4M vs TH 7M. Les groupes de
génes obtenus sont présentés sous-forme de boites a moustache. L’expression par groupe de chaque gene
a été centrée et réduite. Les histogrammes représentent les résultats de 'analyse d’enrichissement par sur-
représentation pour chaque groupe de genes. L’analyse a été effectuée en utilisant la base de données des
génomes et genes de I'encyclopédie de Kyoto (KEGG). Les 5 voies de signalisation les plus significativement
dérégulées (valeur p ajustée inférieure a 0,05) sont indiquées. N = 4/5 par groupe.

associés a la phosphorylation oxydative et aux ribosomes, ainsi qu’aux lysosomes et au
protéasome dans le cluster 2 males. Pour les descendants femelles, un groupe de génes dont
I'expression est diminuée avec 'dge chez les souris TC agées de 7 mois mais pas TH a été identifié,
contenant 77 génes (cluster 1 femelles). Ces génes sont associés a la potentialisation a long terme,

aux voies de signalisation du calcium et de Wnt, et a la jonction GAP. De plus, comme pour les

descendants males, ces génes sont associés a la phosphorylation oxydative.
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Ainsi, I'analyse du transcriptome hippocampique révele que le régime a un impact différent
selon le sexe sur l’évolution du transcriptome hippocampique entre 4 et 7 mois chez les
descendants. Cette différence est principalement causée par une dérégulation de nombreux génes
al’age de 4 mois chez les descendants males et de 7 mois chez les descendants femelles. Cela peut
étre mis en parallele des défauts de phosphorylation de la protéine Tau précoce chez les
descendants males (4 mois) et plus tardifs chez les descendants femelles (7 mois). Outre
I'évolution dimorphique des génes entre 4 et 7 mois, les voies biologiques impactées sont

également différentes selon le sexe.

10. Le régime maternel riche en graisse modifie le protéome hippocampique des descendants

THY-Tau22 de facon sexe spécifique

Plusieurs études rapportent que les modifications du transcriptome et du protéome, en
réponse a un changement environnemental, ne sont pas toujours corrélées (Haider & Pal, 2013 ;
Johnson et al, 2022). Ainsi, nous avons réitéré l'analyse effectuée sur le transcriptome
hippocampique au protéome hippocampique des descendants males et femelles dgés de 4 et 7
mois. Le régime maternel HF, comme pour le transcriptome, augmente le nombre de protéines
significativement dérégulées chez les descendants males entre 4 et 7 mois avec 212 et 421
protéines dérégulées, respectivement, entre les souris TC 4M et TC 7M, et TH 4M et TH 7M (Figure
50 A). En revanche et a la différence de I'’étude du transcriptome, le régime augmente légerement
le nombre de protéines dérégulées chez les descendants femelles entre 4 et 7 mois (50 protéines
entre les souris TC 4M et TC 7M, 70 protéines entre les souris TH 4M et TH 7M (Figure 50 A). De
plus, I'évolution avec 'dge du protéome est plus impactée chez les descendants males, en
particulier sous régime maternel HF. Par ailleurs, il est intéressant de constater que les protéines
dérégulées avec I'age chez les souris TC et TH sont tres différentes chez les descendants males et
femelles, avec seulement 4 protéines communes entre les souris TC 4M et TC 7M males et femelles,

et 10 protéines communes entre les souris TH 4M et TH 7M (Figure 50 B).

L’analyse k-moyennes a permis d’identifier différents groupes de protéines avec des profils
de variation entre les quatre conditions sensibles au régime maternel HF (Figure 51). En effet,
trois groupes de protéines présentent une diminution de leur niveau avec I'dge, laquelle est
exacerbée par le régime maternel riche en graisse chez les descendants males. Ces groupes de
protéines contiennent, respectivement, 41 (cluster 1 males), 77 (cluster 2 males) et 352 (cluster
3 males) protéines. Ces protéines sont associées principalement a la phosphorylation oxydative,
au métabolisme énergétique et a la traduction. Chez les descendants femelles, deux groupes de
génes présentent également ce profil de variation, contenant 26 (cluster 1 femelles) et 41 (cluster

2 femelles) protéines, associées également a la phosphorylation oxydative, au métabolisme et aux
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Figure 50 : Effet du régime maternel riche en graisse durant la lactation sur le protéome
hippocampique des descendants males et femelles THY-Tau22 agés de 4 et 7 mois. L’analyse du
protéome hippocampique des descendants a été effectuée par spectrométrie de masse en tandem. (A)
Histogramme représentant le nombre de protéines significativement dérégulées [valeur p ajustée
inférieure a 0,05 et valeur absolue du log2(facteur de variation) supérieure ou égale a 0,26] entre les souris
TH agés de 4 mois et celles agées de 7 mois, entre les souris TC agées de 4 mois et celles dgées de 7 mois et
entre les souris TC agées de 4 mois et les souris TH agées de 7 mois (a gauche pour les males et a droite
pour les femelles). Les protéines sont séparées selon qu’elles soient augmentées ou diminuées entre 4 et 7
mois. (B) Diagrammes d’Euler représentant les protéines significativement dérégulées entre les males et
les femelles pour les contrastes TC 4M vs TC 7M (effet du vieillissement) et TH 4M vs TH 7M (effet du régime
au cours du vieillissement). N = 4/5 par groupe.

jonctions GAP. Ainsi, bien que les effets du régime impliquent des protéines différentes entre les
descendants males et femelles et que 'effet est moindre chez les femelles, les conséquences sur
les voies biologiques sont similaires. Par ailleurs, il est important de constater que les profils des
groupes de génes et protéines sont tres différents entre I’étude du transcriptome et du protéome,

ce qui confirme 'intérét d’effectuer les deux analyses (Figure 49 et Figure 51). Toutefois, les deux
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Figure 51 : Analyse en groupes des données de spectrométrie de masse au niveau de I’hippocampe
des descendants males (en haut) et femelles (en bas) THY-Tau22 agés de 4 et 7 mois. Une analyse en
groupes de type k-moyennes a été effectuée a partir des protéines significativement dérégulées dans au
moins une des trois comparaisons suivantes : TC 4M vs TC 7M, TH 4M vs TH7 et TC 4M vs TH 7M. Les groupes
de protéines obtenus sont présentés sous-forme de boites a moustache. Le niveau par groupe de chaque
protéine a été centré et réduit. Les histogrammes représentent les résultats de I'analyse d’enrichissement
par sur-représentation pour chaque groupe de protéines. L’analyse a été effectuée en utilisant la base de
données des génomes et génes de I'encyclopédie de Kyoto (KEGG). Les 5 voies de signalisation les plus
significativement dérégulées (valeur p ajustée inférieure a 0,05) sont indiquées. N = 4/5 par groupe.

analyses convergent vers des dysfonctions de la phosphorylation oxydative induite par le régime

HF chez les descendants males et femelles.

Conclusion

Pour résumer, nos données indiquent que I'application d’'un régime maternel HF durant la
lactation induit une altération de la mémoire spatiale chez les descendants males et femelles
adultes, sans altération métabolique majeure hormis une légére intolérance au glucose chez les
souris males. Ces troubles cognitifs sont associés a une augmentation précoce de la pathologie Tau
hippocampique chez les descendants males et plus tardive chez les descendants femelles, mettant
en évidence une différence liée au sexe. Cette augmentation n’est pas corrélée a une modification
de la neuroinflammation hippocampique. En revanche, elle est associée a une altération de la
phase de différenciation lors de la NHA chez les descendants femelles et a une diminution des
marqueurs synaptiques SNAP25 et NR2B chez les descendants males, mettant en évidence une
différence liée au sexe. Par ailleurs, I'approche multi-omiques (transcriptomique et protéomique)
nous a permis de mettre en évidence que le régime maternel HF induit une altération du
transcriptome précocement chez les descendants males et plus tardivement chez les descendants
femelles, ce qui peut étre mis en parallele de la progression de la pathologie Tau. De plus, les genes
dérégulés sont associés a des voies biologiques différentes en fonction du sexe, avec des genes
associés a la synapse chez les descendants femelles et a la mitochondrie et aux ribosomes chez les
descendants males. Au niveau protéique, bien que les protéines dérégulées par le régime au cours
de la progression de la pathologie Tau soient différentes selon le sexe, les voies biologiques
modifiées sont similaires : la mitochondrie, le métabolisme énergétique etles jonctions GAP. Ainsi,
I'’ensemble de ces résultats confirme 'hypothése selon laquelle la malnutrition maternelle
exacerbe la progression du versant Tau de la MA en agissant sur les différentes composantes

biologiques de la maladie, et ce différemment selon le sexe.
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De nombreuses études épidémiologiques chez 'Homme et expérimentales chez 1'animal
rapportent qu'une perturbation de I'environnement périnatal peut participer au développement
et ala progression de maladies chez les descendants adultes (Barker, 2007 ; Gauvrit et al., 2022 ;
Tamashiro & Moran, 2010). Parmi les altérations environnementales, la plus étudiée est la
malnutrition maternelle qui touche plus de 2 milliards d’individus dans le monde, dont une
majorité sont en surpoids ou obéses (World Health Organization, 2020, 2021 ; World Obesity
Federation, 2020). Des travaux ont associé une malnutrition maternelle avec des altérations a
court et long terme, notamment avec un risque accru de développer des troubles métaboliques
(Parlee & MacDougald, 2014 ; Vogt et al., 2014) et cognitifs (Contu & Hawkes, 2017 ; Sanchez et
al, 2018). Bien que la plupart des études essayant d’identifier les mécanismes sous-jacents se
soient focalisées sur les conséquences au niveau périphérique, quelques travaux ont montré des
effets sur le SNC, lequel se développe principalement durant la fin de grossesse chez 'Homme et
durant la lactation chez la souris et le rat (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020). En effet, 'application
d’un régime maternel HF durant la période périnatale induit des altérations de I'’hypothalamus
(centre de controle du métabolisme énergétique) (da Silva etal., 2022 ; Vogt et al., 2014 ; Xu et al,,
2023 ; Zheng & Xiao, 2019), mais aussi de 'hippocampe (structure essentielle dans les processus
cognitifs) (Janthakhin et al,, 2017 ; Lin et al., 2021 ; Page & Anday, 2020 ; Tozuka et al.,, 2010),
suggérant que ces structures seraient sensibles aux perturbations périnatales. Par ailleurs, étant
donné que les troubles métaboliques constituent un facteur de risque de nombreuses maladies
neurodégénératives comme la MA (Armstrong, 2019 ; Reitz et al.,, 2011 ; Tini et al,, 2020) et que
les troubles cognitifs sont une caractéristique clé de la M4, il semble possible que la malnutrition
maternelle puisse participer au développement et a la progression de la MA. Toutefois, a 'heure
actuelle, peu d’études s’y sont intéressées et une seule a appliqué le régime uniquement durant la
période de lactation (Di Meco et al,, 2021 ; Martin et al., 2014 ; Natale et al., 2022 ; Sierksma et al,,
2013), alors méme qu’elle correspond au pic du développement cérébral chez la souris
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2020). De plus, ces études, comme la plupart des travaux surla DOHaD,
ont étudié les effets uniquement chez les descendants males alors qu’il est admis que les
perturbations environnementales ont des effets différents selon le sexe (Aiken & Ozanne, 2013 ;
Bordeleau et al., 2020 ; Fernandes et al,, 2021 ; Glendining et al., 2020), de méme que la MA qui
touche davantage les femmes (S. D. Gale et al., 2016 ; Hou et al., 2019 ; K. A. Lin et al., 2015). Ainsi,
I'objectif de cette these a été d’identifier les conséquences d’'un régime maternel HF durant la
lactation chez les descendants males et femelles adultes dans un modéle murin mimant le versant
Tau de la MA (souris THY-Tau22) ainsi que chez leurs contréles de portée, ce qui n’a encore jamais

été rapporté.
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1. Effet du régime maternel HF sur les paramétres physiologiques et métaboliques

Au niveau métabolique, nous avons montré que le régime maternel HF diminue la masse
pondérale des meres durant la lactation et augmente celle des descendants au sevrage, suggérant
un transfert d’énergie de la mere vers le nouveau-né. Cet effet est présent a la fois chez les
descendants THY-Tau22 et leurs controles de portée, et ce dans les deux sexes. Ces données sont
en accord avec une récente méta-analyse qui indique que le régime maternel HF augmente la
masse pondérale des descendants males et femelles au sevrage, en particulier lorsque celui-ci est
appliqué durant la période de lactation (Ribaroff et al., 2017). Cet effet a également été observé
dans des modeéles murin de la MA (Martin et al., 2014). Plusieurs études suggerent que cette
augmentation pourrait avoir deux origines non mutuellement exclusives : une modification du
comportement maternel et/ou de la composition du lait. En effet, il a été rapporté qu’une
restriction de la taille de portée conduit a une augmentation des soins maternels et de la quantité
de lait ingérée par les nouveau-nés (Enes-Marques & Giusti-Paiva, 2018 ; Grota & Ader, 1969 ;
Priestnall, 1972). Selon le méme paradigme, il a également été montré une augmentation de
I'efficacité de lactation et une modification de la composition du lait, ce qui a aussi été identifié
lors d'un régime maternel HF ou en cas de dénutrition maternelle périnatale (Butruille et al., 2019
; Cunha et al., 2009 ; Rodriguez-Gonzalez et al., 2020 ; Ward et al., 2021 ; Wattez et al.,, 2015). Bien
que I'ensemble de ces études indique un impact du régime sur les différents constituants du lait,
les données restent variables selon le régime, 'espéce, ou encore la période durant laquelle est
exercée la malnutrition. Une de ces études indique qu'un régime maternel HF induit une
augmentation de la masse pondérale des nouveau-nés en lien avec des modifications
épigénétiques dans le tissu adipeux, dont la masse est augmentée (Butruille et al., 2019). De plus,
cette étude rapportant un changement de la composition du lait en acides gras avec une
augmentation du ratio entre les oméga 6 et oméga 3, il est possible que ces altérations conduisent
a des modifications épigénétiques et aux problemes métaboliques (Burdge & Lillycrop, 2014).
Outre les effets sur la composition en lipides du lait maternel, il est important de considérer que
la diminution de la proportion en protéines et glucides dans le régime HF utilisé peut également
modifier la composition du lait et induire une modification de la masse pondérale au sevrage et

des troubles métaboliques chez 'adulte (Lakshmy, 2013 ; Renault et al,, 2015 ; Vipin et al., 2022).

Par ailleurs, a l'inverse de la plupart des travaux, nos résultats indiquent que I'effet sur la
masse pondérale du régime maternel HF est transitoire puisqu’il n'y a pas de différence
significative chez les descendants adultes. En effet, il est généralement observé que le régime
maternel HF a des conséquences a long terme en augmentant le risque de développer une obésité.
Toutefois, la méta-analyse précédemment citée appuie sur le fait qu’il existe une grande

hétérogénéité entre les études en raison des régimes, des périodes de traitement, des sexes, des
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especes et des souches utilisés (Ribaroff et al,, 2017). En accord avec I'absence d’effet sur la masse
pondérale a long terme, mais au contraire de la majorité des études, le régime maternel HF n’a pas
d'impact majeur sur les parameétres métaboliques plasmatiques. Cependant, les descendants
males adultes provenant de meres ayant recu un régime maternel HF n’ont pas été capables de
répondre efficacement a une surcharge en glucose, suggérant une intolérance au glucose. Cet effet
est en lien avec une diminution de l'insulinémie chez les descendants sauvages, mettant en
évidence une potentielle altération de la sécrétion d’insuline. Ainsi, nous mettons en évidence une
différence liée au sexe avec les descendants males plus vulnérables, ce qui est en accord avec
d’autres études (Chang etal., 2019). Al'inverse, d’autres travaux indiquent qu’un régime maternel
HF induit une intolérance uniquement chez les descendants femelles (Akhaphong et al., 2022 ;
Cunha et al.,, 2009 ; Melo et al.,, 2023). Toutefois, ces études utilisent des souches murines
différentes et appliquent le régime durant une période plus longue. Bien que I'existence de cette
différence sexuelle au niveau métabolique reste mal comprise, il semblerait que les hormones
sexuelles femelles, I'inactivation du chromosome X et les modifications épigénétiques constituent

des pistes pour expliquer ces différences (Aiken & Ozanne, 2013).

Enfin, nous ne montrons pas de différences majeures entre les génotypes, suggérant que les
perturbations métaboliques sont principalement liées au régime maternel HF et donc que la
tauopathie n’induit pas d’effet supplémentaire. Pourtant, étant donné que la protéine Tau joue un
role important dans la régulation du métabolisme énergétique (Marciniak et al., 2017 ; Soto et al.,
2019), 'augmentation de son niveau de phosphorylation et d’agrégation par le régime maternel
HF aurait pu conduire a un effet accru chez les souris THY-Tau22. En effet, il a déja été montré des
dysfonctions métaboliques chez les souris THY-Tau22 soumises a un régime HF a I'age adulte par
rapport a leurs controles de portée (Kacifova et al,, 2021 ; Leboucher et al., 2019). En revanche,
en I'absence de régime HF, il a été observé que les souris THY-Tau22 sont plus sensibles a I'action
de I'insuline que leurs contréles de portée. Cet effet pourrait s’expliquer par la surexpression du
transgéne et donc par la présence d'un niveau plus élevé de protéines Tau pathologiques mais
aussi physiologiques chez les souris THY-Tau22 (Leboucher et al., 2019). De plus, il est possible
que 'augmentation de la pathologie Tau par le régime maternel HF ne soit pas suffisante pour
altérer davantage le métabolisme énergétique. En ce sens, il a été montré qu'un régime maternel
HF induit une intolérance au glucose en lien avec une diminution de la pathologie Tau chez les
descendants 3xTgAD, suggérant qu’il n’y a pas nécessairement de lien entre les deux composantes

(Di Meco et al.,, 2021).
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2. [Effet du régime maternel HF sur les parametres cognitifs

Chez T'Homme, des études suggerent que l'obésité maternelle induit des troubles
neurodéveloppementaux conduisant a des altérations cognitives (troubles de l'attention avec
hyperactivité, troubles du spectre autistique, troubles comportementaux et émotionnels) chez la
descendance (Contu & Hawkes, 2017 ; Sanchez et al., 2018). En ce sens, une récente étude portant
sur une cohorte de 11276 enfants a associé une augmentation de 'IMC chez la femme enceinte
avec une diminution de plusieurs scores cognitifs chez les adolescents (Oken et al., 2021). En
accord avec ces observations chez ’'Homme, nous montrons qu’'un régime maternel HF durant la
lactation augmente et précipite les troubles de 1a mémoire spatiale chez les descendants males et
femelles adultes, que ce soit dans un contexte physiologique ou de tauopathie. De plus, le régime
HF cible la phase de rétention, ne modifiant pas la phase d’apprentissage. Ces résultats sont en
accord avec une méta-analyse montrant qu'un régime maternel HF durant la période périnatale
conduit a des troubles de la mémoire, indépendamment du sexe et de I'espéce (Contu & Hawkes,
2017 ; Hasebe et al,, 2021 ; Lin et al,, 2021 ; Menting et al., 2019 ; Mizera et al., 2022 ; Tozuka et
al,, 2010), y compris lorsque le régime HF est appliqué uniquement durant la lactation (Moreton
et al, 2019). De plus, cet effet a long terme est particulierement important puisqu’il peut se
transmettre sur trois générations, via la mise en jeu de mécanismes épigénétiques (Lin et al,,
2021). Par ailleurs, trois études effectuées chez les souris 3xTgAD rapportent qu'un régime
maternel HF durant la période périnatale peut moduler les parametres cognitifs dans un contexte
de MA. Tandis que deux études indiquent une diminution de la mémoire spatiale a long terme
(Martin et al, 2014 ; Natale et al., 2022), une troisieme révele un effet bénéfique du régime
maternel HF (Di Meco et al,, 2021). Ces effets inverses peuvent s’expliquer par des différences de
composition du régime, de sa période d’application, de la souche utilisée ou encore de I'dge auquel

sont effectuées les analyses.

Outre les troubles globaux de la mémoire spatiale, nous avons pu montrer que le régime
maternel HF n’induit pas d’altérations de la mémoire spatiale a court terme chez les souris
sauvages, mais en engendre chez les souris THY-Tau22, suggérant que la présence de la
tauopathie est responsable de I'exacerbation de ces troubles. Ces données obtenues dans un
modeéle de tauopathie ont également été retrouvées chez des souris 3xTgAD agées de 12 mois
provenant de mere ayant regu un régime maternel HF durant la gestation et la lactation. En
revanche, ces altérations ne sont pas retrouvées chez ces mémes souris agées de 6 mois (Martin
etal.,, 2014). Ainsi, les souris 3xTgAD développant une pathologie amyloide autour de 'dge de 5/6
mois et une pathologie Tau plus tardive a partir de 12 mois, il semblerait que la présence de la
pathologie Tau soit importante pour dévoiler I'effet du régime HF sur les troubles de la mémoire

a court terme (Billings et al., 2005 ; Oddo et al., 2003). Hormis ces deux études, aucun travail a
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étudié les conséquences d’'un tel régime sur la mémoire spatiale a court terme dans la MA.
Toutefois, une étude rapporte, chez des souris sauvages, que le régime maternel HF diminue la
mémoire spatiale a court terme chez les descendants (Graf et al., 2016), ce que nous n’avons pas

retrouve.

Par ailleurs, I'étude de la mémoire spatiale de référence a long terme a également montré des
différences entre les descendants sauvages et THY-Tau22. Tandis, que le régime maternel HF
induit des altérations de la mémoire spatiale de référence a long terme chez les descendants
sauvages 72 h aprés le dernier entrainement, il conduit a un déclin chez les descendants THY-
Tau22 24 h apres le dernier entrainement. Cette différence dans la chronologie est trés peu
documentée. En effet, bien qu’il soit admis que la mémoire a long terme met en jeu les régions
corticales en plus de 'hippocampe, les différences entre les processus impliqués a 24 et 72 h ne
sont pas élucidées (Dahal et al., 2023). Toutefois, nous pouvons émettre ’hypothése que la
mémoire apreés 72 h utilise davantage les régions corticales et que le régime maternel HF induise
des défauts de connexion entre le cortex et I'hippocampe chez les descendants sauvages,
engendrant in fine des défauts de récupération de I'information. En ce sens, le régime agirait
différemment sur le cerveau en fonction du génotype des souris, ayant des conséquences

différentes au niveau du phénotype comportemental.

Enfin, nos données chez les souris THY-Tau22 révelent une différence liée au sexe. En effet,
tandis que le régime maternel HF altére la mémoire spatiale de référence a long terme des
descendants males, il semble plutot bénéfique pour les descendants femelles. Toutefois, il est
important de noter une tendance chez les descendants TC femelles, suggérant une altération
partielle de la mémoire, d’autant plus que le pourcentage de souris TC et TH ayant visité la zone
cible « élargie » est similaire. Cet effet bénéfique du régime maternel HF a déja été retrouvé dans
plusieurs études, y compris dans un modéle murin de la MA (Di Meco et al,, 2021). De plus, la
présence d’une différence liée au sexe sur la mémoire spatiale a long terme a déja été observée.
En effet, deux études rapportent que les descendants sauvages males présentent une altération
de la mémoire a long terme induite par un régime maternel HF, mais pas les descendants femelles,
y compris lorsque le régime est appliqué uniquement durant la lactation (L6pez-Taboada et al,,

2022 ; Robbetal, 2017).

Concernant |'effet sur le comportement de type anxieux, nos données indiquent que le régime
maternel HF ne modifie pas celui-ci, que ce soit en condition physiologique ou dans un contexte
de tauopathie. A l'inverse, la plupart des études démontrent une augmentation du comportement
de type anxieux (Menting et al., 2019), bien que certaines ne montrent pas d’effet, ou rapportent

plutdt un effet bénéfique (Balsevich et al., 2015 ; Sasaki et al,, 2013). Par ailleurs, nos résultats
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semblent étre confirmés par I'absence de modification de la réponse a une condition stressante
(données non montrées). En effet, lors d'un stress de contention, les descendants femelles n’ont
pas de modification de la concentration de corticostérone, méme aprés injection de
dexaméthasone, suggérant que leur axe corticotrope ne présente pas d’anomalie grossiere. Ces
données obtenues uniquement chez les femelles sur un faible nombre d’individus devront étre

confirmées chez les descendants males et sur un échantillon plus grand.

Ainsi, en raison des effets déléteres du régime maternel HF chez les descendants males et
femelles adultes, notre objectif a été d’identifier les mécanismes sous-jacents menant a ces
troubles cognitifs. Pour cela, nous avons exploré la pathologie Tau, la neuroinflammation, la
neurogenese, les synapses, le transcriptome et le protéome au niveau de I'’hippocampe. Les

paragraphes suivants discutent ces résultats.

3. Effet du régime maternel HF sur la pathologie Tau hippocampique

Le premier élément qui pourrait expliquer les troubles cognitifs observés chez les
descendants THY-Tau22 est la pathologie Tau elle-méme. En effet, nous avons montré que le
régime maternel HF augmente la pathologie Tau hippocampique précocement (4 mois) chez les
descendants males et plus tardivement (7 mois) chez les descendants femelles. En ce sens, de
nombreuses études ont rapporté une corrélation positive entre I'évolution de la pathologie Tau et
les troubles cognitifs, suggérant un réle instrumental de cette lésion sur les processus
comportementaux (Bejanin et al.,, 2017). En accord avec nos données, il a été montré qu'un régime
maternel HF durant la gestation et la lactation augmente le nombre de neurones développant des
formes pathologiques de la protéine Tau dans 'hippocampe des descendants 3xTgAD, ce qui est
associé a des troubles de la mémoire (Martin et al., 2014). Néanmoins, a I'inverse, il a été observé
dans le méme modeéle qu'un régime maternel HF uniquement durant la gestation diminue le
niveau de protéines Tau et leur état de phosphorylation dans ’hippocampe chez les descendants
3xTgAD, ce qui est associé a une amélioration de la mémoire (Di Meco et al.,, 2021). Ainsi, ces
données suggerent que les effets déléteres sur la pathologie Tau se déroulent principalement
durant la lactation. Par ailleurs, il est a noter que, dans I'étude précédemment citée, la diminution
de la protéine Tau est du méme ordre de grandeur que la diminution de la phosphorylation de la
protéine Tau, suggérant que le régime agit davantage sur la quantité de protéines Tau que sur son
niveau de phosphorylation. Ces observations sont en accord avec celles observées chez les
descendants males agés de 7 mois qui présentent une diminution de protéines Tau, bien que celle-
ci n’ait pas d’effets bénéfiques notables sur la cognition. Il est possible que cette diminution soit
programmeée par des modifications épitranscriptomiques (Xia et al., 2023), étant donné qu’iln’y a

pas de modification au niveau de 'ARNm, mais aussi par une dérégulation de la balance
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production/dégradation (Chesser etal., 2013). Il est également envisageable que cette diminution
représente un mécanisme de protection afin de limiter les troubles cognitifs et autres altérations
induits par le régime maternel HF. Tout de méme, nous avons également observé une
augmentation de la concentration d’AcMet11-Tau [brevet: EP17305355.4 (Hamdane et al,
2017)], une forme tronquée de la protéine Tau, chez les descendants THY-Tau22 males. Cette
forme a été spécifiquement observée dans le cerveau des patients atteints de la MA et constituerait
une forme pathologique de la protéine Tau. Bien que I'étiologie de cette forme ne soit pas encore
élucidée, il est possible que celle-ci soit causée par des modifications de la traduction. Ainsi, une
modification de l'activité ou de la composition des ribosomes suggérée par l'analyse multi-
omiques chez les descendants TH males pourrait participer a 'augmentation de cette forme,

participant ainsi au déclin cognitif.

D’autre part, en utilisant d’autres paradigmes, plusieurs études ont montré que des altérations
maternelles durant la période périnatale ont des conséquences sur le niveau et 'activité des
kinases et phosphatases de la protéine Tau (Gassowska et al., 2016 ; Wan et al,, 2023 ; Xue et al,,
2020). Ainsi, ce type d’approche manquante dans ce travail de thése pourrait permettre
d’identifier des kinases et phosphatases sensibles au régime maternel HF et impliquées dans la

phosphorylation de la protéine Tau.

Outre I'augmentation de la pathologie Tau par le régime maternel HF, nous avons mis en
évidence un décalage dans le temps dans le développement de la tauopathie chez les descendants
males et femelles, ce qui n’avait jamais été rapporté dans ce modéle. Il semblerait que ce décalage
soit en partie dii au niveau de protéines Tau dans 'hippocampe des souris males et femelles THY-
Tau22, les souris femelles présentant une quantité plus faible de protéines Tau a un méme age
(donnée non montrée). Ainsi, nous pouvons émettre I’hypothése que la pathologie Tau atteint un
plateau plus rapidement chez les descendants males (probablement vers I'age de 7 mois) par
rapport aux femelles. En ce sens, l'effet du régime maternel HF s’observe précocement chez les
descendants males et plus tardivement chez les descendants femelles. Par ailleurs, cet effet
dimorphique a déja été rapporté chez les souris 3xTgAD et P301S en I'absence d’altération
maternelle. Dans le modele 3xTgAD, bien qu'il existe une forte hétérogénéité entre les études, il
semblerait que les femelles développent une pathologie Tau plus précoce (Dennison et al., 2021).
ATlinverse, dans le modele P301S les souris males ont une pathologie Tau plus précoce (Sun et al.,
2020), bien que cela soit également contradictoire avec d’autres travaux (Buccarello et al., 2017).
Il est intéressant de constater la présence de la mutation P301S chez les souris THY-Tau22,
suggérant que les males sont plus sensibles a cette mutation que les femelles. Par ailleurs, il est
possible aussi que le décalage soit causé par I'effet neuroprotecteur des cestrogenes. En effet, des

travaux chez 'Homme indique la présence d’agrégats de protéines Tau précocement au moment
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ou les effets de la ménopause apparaissent (diminution du niveau d’cestrogénes) (Buckley et al,,
2019 ; Hohman et al., 2018). De plus, 'analyse du transcriptome des patients atteints de la MA
indique qu’il y a une dérégulation importante de genes associés a la phosphorylation de la
protéine Tau chez les femmes (Caceres & Gonzalez, 2020). En ce sens, des études in vitro révelent
que le traitement de différentes lignées cellulaires exprimant la protéine Tau par un analogue des
cestrogénes limite la phosphorylation de la protéine Tau, mais aussi l'activité des kinases
impliquées dans sa phosphorylation (Merlo et al., 2017 ; Mufioz-Mayorga et al., 2018). A l'inverse,
la déplétion des cestrogénes par ovariectomie chez I'animal augmente la phosphorylation de la
protéine Tau (Picazo et al.,, 2016), cette derniére étant normalisée apres l'ajout d’cestrogénes
(Carroll et al., 2007 ; Pinto-Almazan et al,, 2012). Enfin, il a été montré une phosphorylation de
Tau accrue au niveau de 'hippocampe des femelles par rapport aux males chez des rats agés de
20 mois, un age ou les femelles présentent un faible niveau d’cestrogénes (Niu et al., 2021). Ainsi,
étant donné que chez la souris le niveau d’cestrogene diminue a partir de 7/8 mois (Habermehl et
al,, 2022 ; J. F. Nelson et al., 1995), il est possible que leur présence a 4 mois chez les descendants
femelles soit protectrice, empéchant les effets délétéres du régime HF sur la pathologie Tau, mais
que ces hormones ne soient pas en quantité suffisante a 'age de 7 mois. Afin de confirmer cette
hypothese, il serait intéressant d’étudier en détail les conséquences du régime maternel HF sur

I'activité de I'axe gonadotrope chez les descendants femelles THY-Tau22.

Finalement, 'augmentation de la pathologie Tau hippocampique induite par le régime
maternel HF chez les descendants pourrait étre une des raisons du phénotype cognitif observé. La
question reste de savoir sur quels mécanismes biologiques la pathologie Tau agit. Pour cela, nous
avons exploré la neuroinflammation, la NHA et la plasticité synaptique, trois cibles de la

pathologie Tau et trois processus liés a la cognition.

4. Effet du régime maternel HF sur la neuroinflammation hippocampique

Bien que de nombreuses études associent une augmentation de la pathologie Tau avec une
réactivité gliale (Chen & Yu, 2023 ; Laurent et al., 2017), nous n’avons pas observé de modification
des marqueurs neuroinflammatoires ni du phénotype glial chez les descendants males et femelles
adultes en réponse a I'augmentation de la phosphorylation de la protéine Tau induite par le
régime maternel HF. En effet, ni I'expression des marqueurs canoniques de la neuroinflammation,
ni celle des marqueurs spécifiques a la MA et au modéle THY-Tau22 ne sont modifiées par le
régime maternel HF au niveau de I'hippocampe. Ces données sont particuliérement intéressantes
puisqu’aucune étude a étudié précisément et de maniére extensive les conséquences sur la
neuroinflammation hippocampique dans un tel contexte. Toutefois, a travers d’autres

paradigmes, il a été montré que I'exposition au plomb ou I'application d'un stress maternel
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augmente l'expression de différents marqueurs neuroinflammatoires dans I'’hippocampe des
descendants dans des modeles murins d’amyloidogenese (Hoeijmakers et al., 2017 ; Trojan et al,,
2023). Par ailleurs et de la méme facon que chez les souris THY-Tau22, nous n’avons pas montré
de modification des parameétres neuroinflammatoires chez les descendants sauvages, suggérant
que les troubles cognitifs ne sont pas causés par une dérégulation de la neuroinflammation. En
revanche, d’autres travaux ont montré qu'un régime maternel HF augmente la neuroinflammation
dans le cerveau des descendants chez les souris sauvages (Bordeleau etal., 2020 ; Dias et al., 2020,
2020 ; Wijenayake et al, 2020). Il est possible que I'absence d’effet, notamment chez les
descendants THY-Tau22, soit due aux fenétres durant lesquelles la neuroinflammation a été
étudiée. En effet, celle-ci se développant trés précocement dans ce modeéle, des 2/3 mois, il serait
peut-étre judicieux de se placer a ce stade pour identifier un effet éventuel du régime maternel

HF.

Outre I'absence d’effet notable sur la neuroinflammation, soutenue en partie par les cellules
gliales, nous n’avons pas observé de modification de 'aire marquée par les cellules microgliales
et astrocytaires au niveau de '’hippocampe en utilisant, respectivement, les marqueurs IBA1 et
GFAP. Ces données suggerent, en accord avec les résultats de Di Meco et de ses collaborateurs
chez les souris 3xTgAD en utilisant le méme paradigme (Di Meco et al,, 2021), que le régime
maternel HF n’induit pas de modification de la prolifération gliale, ni une hypertrophie, ce qui est
généralement retrouvé en cas de réactivité gliale. A I'inverse de nos résultats, des études chez les
souris sauvages indiquent qu'une malnutrition maternelle augmente I’expression de la GFAP et la
complexité des prolongements au niveau des astrocytes (Abbink et al.,, 2019). Ainsi, et afin de
confirmer I'absence de modification sur la morphologie et donc sur la fonctionnalité des cellules
gliales, il pourrait étre intéressant d’effectuer des analyses plus fines de la morphologie des

cellules gliales.

5. Effet du régime maternel HF sur la neurogenése hippocampique adulte

Plusieurs travaux relient une altération de la NHA a des troubles comportementaux (Salta et
al,, 2023). En effet, tandis que 'activité physique augmente la NHA et limite le déclin cognitif chez
la souris (Leiter et al, 2022), I'ablation des cellules souches neurales (NSC) au niveau de
I'hippocampe induit des altérations de la mémoire (Choi et al.,, 2018 ; Hollands et al., 2017). En ce
sens, 'application d’'un régime maternel HF durant la période périnatale diminue le nombre de
NSC en prolifération au niveau de la SVZ et de 'hippocampe chez les descendants adultes, ce qui
est associé a des altérations de la mémoire (Fabianova et al., 2022 ; Hu et al.,, 2022 ; Natale et al,,
2022 ; Tozuka et al, 2009). Ces altérations a long terme mettraient en jeu des modifications

épigénétiques, ce qui été montré récemment en utilisant le méme paradigme développemental
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(Natale et al.,, 2022). De plus, ces effets chez I'adulte sont présents des le stade embryonnaire
puisqu’un régime HF durant la gestation diminue la prolifération des NSC dans le gyrus denté de
I’hippocampe des descendants a E17 (Niculescu & Lupu, 2009). A 'inverse de ces travaux, nos
résultats indiquent qu’'un régime maternel HF augmente le nombre de NSC en prolifération au
niveau de la SGZ du gyrus denté chez les descendants sauvages males, ce qui est associé a des
troubles de la mémoire. Une autre étude rapporte selon le méme paradigme expérimental une
augmentation du nombre de NSC en prolifération chez les descendants males et femelles, mais
une diminution de la quantité de neurones matures liée a une augmentation de neurones
immatures chez les descendants males uniquement (Ojeda et al., 2023). En lien avec ces résultats,
d’autres travaux ont montré des retards de maturation neuronale (Leiter et al., 2022 ; Natale et
al,, 2022 ; Val-Laillet et al., 2017). Ainsi, il est possible, bien que nous observions une augmentation
du nombre de NSC en prolifération, que ces dernieres aient des défauts de maturation,
compromettant leur fonctionnalité et pouvant expliquer les troubles cognitifs observés. Afin
d’identifier une éventuelle altération de la phase de maturation, il serait intéressant d’effectuer
une analyse de la taille et de la complexité des prolongements des neurones nouvellement formés,
mais aussi d’étudier la proportion de neurones matures et immatures (ce qui a été fait chez les
descendants THY-Tau22). Par ailleurs, il est également possible que 'augmentation de la NHA
chez les descendants males provenant de méres ayant regu un régime maternel HF corresponde
a un mécanisme compensatoire afin de limiter le déclin cognitif, bien que celui-ci soit insuffisant.
Enfin, cet effet sur la NHA n'est présent que chez les descendants males, ce qui suggere une

différence liée au sexe qui, a ma connaissance, n'a jamais été explorée dans ce contexte.

Bien que nous n’ayons pas mis en évidence le méme effet chez les descendants THY-Tau22,
nous avons pu montrer que le régime maternel HF augmente le nombre de neurones matures au
niveau de la SGZ du gyrus denté chez les descendants femelles, mettant en évidence a nouveau
une différence liée au sexe. Ces résultats peuvent a priori paraitre surprenants puisque la plupart
des études démontrent une diminution de la NHA et de la maturation neuronale dans des modéles
murins de la MA (Farioli-Vecchioli et al., 2022 ; Komuro et al,, 2015 ; Llorens-Martin et al,, 2011).
En effet, la protéine Tau joue un réle essentiel durant la neurogeneése, y compris chez I’adulte, en
participant a la croissance des neurites grace a son interaction avec les microtubules (Biswas &
Kalil, 2018 ; Dawson et al,, 2001 ; Sapir et al, 2012 ; Sennvik et al., 2007). En ce sens, la délétion
du géne codant pour la protéine Tau chez les souris sauvages conduit a des altérations de la NHA
(Dioli et al., 2017), suggérant une perte de fonction de la protéine Tau dans les modéles de la MA.
Toutefois, d’autres travaux ont mis en évidence que la pathologie Tau peut également agir de facon
indirecte en agissant sur le microenvironnement de la niche neurogénique (Horgusluoglu et al,,
2017). En effet, il a été montré dans un modéle murin de tauopathie généré au sein du laboratoire,

la souris THY-Tau30 (Leroy et al., 2007), une altération de la NHA alors méme que les NSC ne
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développent pas de pathologie Tau (Houben et al., 2019). En effet, le promoteur Thy1.2 utilisé, qui
estle méme que celui des souris THY-Tau22, permet I'expression du transgéne dans les neurones
matures (Corti et al., 2006). Ainsi, les effets que nous observons ne sont pas liés a un effet direct
de la pathologie Tau au niveau de ces cellules, mais a un effet indirect ou indépendant de cette
lésion. Par ailleurs, nos données sont en contradiction avec I’ensemble de ces études puisque nous
montrons que le régime maternel HF induit une augmentation du nombre de neurones matures
chez les descendants femelles. Toutefois, il a également été rapporté une augmentation de la NHA
chez les descendants THY-Tau22 par rapport a leurs contréles de portée suggérant que la
tauopathie puisse augmenter le processus sans pour autant que ce soit bénéfique sur les
processus cognitifs (Schindowski et al., 2008). De plus, I'étude du protéome hippocampique
indique que le régime maternel HF augmente les protéines associées a la voie de signalisation
Wnt, laquelle est importante dans la régulation de la NHA. En effet, son activation augmente la
NHA, et donc potentiellement le nombre de neurones matures (Lie et al., 2005). Enfin, de la méme
facon que pour les descendants sauvages, il semble essentiel de s’assurer que les neurones
nouvellement formés sont bien fonctionnels, matures et intégrés correctement dans le réseau
neuronal. A contrario, cela pourrait expliquer pourquoi I'augmentation de neurones est délétere

sur le plan cognitif.

6. Effet du régime maternel HF sur la plasticité synaptique

Les synapses constituent une structure centrale dans les processus cognitifs. En effet, une
dérégulation de la plasticité synaptique, comme dans la MA, conduit a des troubles cognitifs
(Martinez-Serra et al., 2022). De plus, les altérations synaptiques sont finement corrélées avec la
pathologie Tau (Nelson et al., 2012). Tandis qu'une augmentation de formes pathologiques de la
protéine Tau conduit a une perte synaptique et a un déclin cognitif dans des modéles murins de
la MA (Busche et al., 2019 ; Chabrier et al., 2014), la diminution de protéines Tau dans ces mémes
modeéles restaure en partie les troubles synaptiques et cognitifs (Ittner et al., 2010 ; Wu et al,,
2021). Ces données expérimentales sont confirmées chez I’'Homme puisque I'analyse post mortem
de cerveaux de patients atteints de la MA indique une corrélation positive entre la pathologie Tau
et la perte synaptique, ce qui est en lien avec des troubles de la mémoire plus accélérés (Koch et
al,, 2016). En accord avec ces données, nous avons montré, a partir de fractions synaptosomales
d’hippocampe, qu'un régime maternel HF diminue le niveau protéique de SNAP25, une protéine
présynaptique, et de NR2B, une protéine post-synaptique, chez les descendants THY-Tau22 males
adultes, ce qui pourrait expliquer les troubles cognitifs observés. Bien que l'effet n’ait pas été
observé chez les descendants femelles, 'étude de leur protéome hippocampique indique
également des dérégulations synaptiques et de la LTP. Il est possible que cette différence entre les

deux techniques soit liée a 'utilisation des protéines synaptosomales d'un c6té et des protéines

146



de I'hippocampe entier de I'autre. Afin d’avoir une vision claire des conséquences aux niveau
synaptique et de réconcilier les deux résultats, il serait intéressant d’étudier le transcriptome et
le protéome a partir des fractions synaptosomales de I'hippocampe, d’autant plus qu’il est
rapporté une traduction locale et spécifique au niveau synaptique (Biever et al.,, 2020 ; Hafner et
al, 2019 ; van Oostrum et al., 2023). Quoi qu'il en soit, les effets au niveau synaptique chez les
descendants males et femelles peuvent étre reliés aux effets toxiques de la protéine Tau sur les
synapses, que ce soit au niveau pré- ou postsynaptique (Briner et al., 2020 ; Guerrero-Muioz et
al, 2015 ; Ittner et al,, 2010 ; C. Liu et al,, 2016 ; Tracy et al., 2022). Il est important de noter qu'il
a également été montré qu'un régime maternel HF durant la gestation diminue le niveau de
protéines Tau pathologiques et augmente le niveau de PSD95 chez les descendants 3xTgAD (Di
Meco et al., 2021). Ces données apparemment contradictoires peuvent s’expliquer par des
différences dans la période d’application du régime, ou dans le pourcentage de graisse du régime,
ou encore par l'utilisation d'une souche de souris différente. Par ailleurs, il n’est pas a exclure que
cet effet sur la plasticité synaptique soit indépendant de la pathologie Tau. En effet, 'analyse du
transcriptome hippocampique révele que le régime maternel HF diminue I'expression de génes
associés aux processus synaptiques chez les descendants sauvages males et femelles, ce qui a été
confirmé par une diminution du nombre de compartiments post-synaptiques chez les
descendants sauvages femelles. Cette diminution est en accord avec diverses données chez les
souris sauvages indiquant une diminution de nombreuses protéines synaptiques (SNAP25, MAP2,
NMDAR, AMPAR), ce qui est associé a une perte synaptique (Mizera et al., 2022 ; Page & Anday,
2020 ; Smaga et al,, 2023), y compris lorsque le régime est appliqué uniquement durant la
lactation (Hatanaka et al., 2016). Sur le plan fonctionnel, cela conduit a une diminution de la LTP
(Lin et al., 2021). De plus, 'analyse du transcriptome de cerveaux feetaux révele qu'un régime
maternel HF induit aussi une dérégulation des génes associés a I'organisation des synapses,
suggérant que les troubles synaptiques chez I'adulte peuvent étre le résultat de modifications
durant le neurodéveloppement (Claycombe-Larson et al., 2022). En ce sens, il serait intéressant
d’étudier les conséquences de la malnutrition maternelle chez des souris plus jeunes, par exemple
a lissue de la lactation (P21), d’autant plus que la synaptogenése se déroule principalement
durant cette période. Enfin, bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas totalement établis,
il a été montré qu'un régime maternel HF diminue la plasticité synaptique en lien avec une
diminution de Bdnf, laquelle est associée a des modifications épigénétiques (Fusco et al., 2019).
Une autre hypothése serait qu'une modification de la composition du lait soit en partie
responsable de changements dans la synaptogeneése. En effet, des travaux rapportent que l'acide
docosahexaénoique est enrichi au niveau des synapses, et est également retrouvé dans le lait
(Alvarez et al., 2023 ; Gazquez et al., 2020 ; Innis, 2007, 2014 ; Pagan et al,, 2013 ; Sharma et al,,

2012). Ainsi, une modification de sa quantité pourrait conduire a des altérations synaptiques.
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Enfin, bien que I'étude des synapses gabaergiques chez les souris THY-Tau22 n’ait retenu que
peu d’attention, il est possible que celles-ci soient aussi impactées par le régime maternel HF. En
effet, il a été montré, en I'absence d’altération de I'’environnement maternel, une diminution des
interneurones gabaergiques a somatostatine, a calrétinine et a parvalbumine chez le modéle
P301S de tauopathie (Bold et al.,, 2022). Ainsi, I'analyse des synapses gabaergiques semble étre
une piste intéressante a explorer, d’autant plus que nos données semblent indiquer une
hyperactivité neuronale. En effet, nous avons observé une augmentation de I'expression de génes
d’activation précoce chez les descendants males TH, ce qui demande a étre confirmée par des

approches complémentaires (immunohistochimie, électrophysiologie).

7. Effet du régime maternel HF sur le transcriptome et le protéome hippocampiques

Jusqu'ici, nous avons étudié des mécanismes biologiques déja connus pour conduire a des
troubles cognitifs, et pour certains comme étant sensibles a une modification de I'environnement
périnatal. Toutefois, ce type d’approche ne permet pas de découvrir de nouvelles voies
biologiques potentiellement impactées par le régime maternel HF dans I'’hippocampe des
descendants adultes. Ainsi, nous avons utilisé une approche multi-omiques globale et sans a priori,
permettant d’analyser le transcriptome et le protéome hippocampiques des descendants, ce qui
n’avait jamais été réalisé dans un contexte de maladies neurodégénératives. Cette analyse nous a
permis de mettre en évidence que le régime maternel HF durant la lactation modifie le
transcriptome et le protéome hippocampiques, que ce soit chez les descendants males ou femelles,

et sauvages ou THY-Tau22.

Concernant les descendants sauvages, I'analyse GSEA des données de transcriptomique
indique que les ensembles de genes dérégulés par le régime maternel HF sont associés a une
diminution des voies liées aux processus synaptiques et a une augmentation des voies liées a la
mitochondrie chez les descendants sauvages males et femelles agés de 7 mois (au moment ou le
déclin cognitif est observé). Cependant, bien que les voies biologiques impactées soient pour la
plupart similaire entre les sexes, les genes dérégulés sont tres différents. La diminution des
mécanismes liés a la synapse est en accord avec les éléments discutés précédemment et cohérente
avec les troubles cognitifs. En revanche, 'augmentation des voies biologiques liées a la
mitochondrie est un résultat plus surprenant. En effet, il est largement admis que les fonctions
mitochondriales diminuent au cours du vieillissement (Olesen et al., 2020 ; Sun et al,, 2016), dans
les maladies neurodégénératives (Area-Gomezetal., 2019 ; Pickettetal., 2018 ; Wangetal., 2023),
ou dans les troubles cognitifs (Sharma et al., 2021). De méme, plusieurs études indiquent qu'un
régime maternel HF peut programmer une diminution des fonctions mitochondriales au niveau

du cerveau (Huang et al.,, 2021 ; Stocher et al., 2018), bien qu’aucune étude ait été réalisée dans
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I’hippocampe. De plus, il a été montré que I'exercice maternel chez des meéres obéses restaure
'activité mitochondriale au niveau du foie, ce qui est associé a une amélioration de la mémoire
chez les descendants (Stevanovi¢-Silva et al., 2023). Toutefois, une étude portant sur I’évolution
de la fonctionnalité de la chaine de phosphorylation oxydative indique que les complexes I, II, IV
et V sont diminués a I'dge de 4 mois chez la souris, mais augmentés a 'dge de 12 et 18 mois
(Manczak et al., 2005). Les auteurs suggérent qu'un mécanisme adaptatif est mis en place pour
compenser les dysfonctions cérébrales liées au vieillissement, comme la perte synaptique, ce qui
a également été rapporté dans une seconde étude (Mortensen et al, 2014). En effet, chez un
individu jeune et en bonne santé, I'augmentation de I'activité de la chaine respiratoire accroit la
production d’adénosine triphosphate (ATP), ce qui augmente la libération de neurotransmetteurs
et les processus de mémorisation (Todorova & Blokland, 2017). Ainsi, il est plausible que
I'augmentation de l'activité mitochondriale induite par le régime maternel HF chez les
descendants adultes soit un mécanisme compensatoire pour limiter la dérégulation synaptique,
bien que celui-ci soit insuffisant pour maintenir le bon fonctionnement des processus cognitifs.
Nous pouvons supposer qu’a long terme, chez des souris dgées, la mitochondrie s’épuiserait, son

activité diminuerait, augmentant d’autant plus le déclin cognitif.

L’hypothése précédemment citée semble cohérente avec les résultats de I'analyse multi-
omiques chez les descendants THY-Tau22. En effet, nos données indiquent non pas une
augmentation mais une diminution des génes et protéines liés a la mitochondrie et aux processus
métaboliques chez les descendants TH males et femelles. Ainsi, il semblerait que la présence de la
tauopathie empéche I'effet compensatoire de la mitochondrie, ce qui serait exacerbé par le régime
maternel HF. En effet, plusieurs études utilisant différents modeles murins de tauopathie révélent
que la pathologie Tau induit une altération du transport antérograde des mitochondries au niveau
des axones, et diminue la dynamique mitochondriale et la production d’ATP par la chaine
respiratoire (Ittner et al.,, 2008 ; Szabo et al., 2020). Toutes ces dérégulations conduisent a des
dysfonctionnements neuronaux, a leur mort et in fine aux troubles cognitifs. Ainsi, 'augmentation
de la pathologie Tau induite par le régime maternel HF pourrait décupler ces effets au niveau
mitochondrial, ce qui serait intéressant d’étudier plus en détail. Par ailleurs, nos données sont en
accord avec une récente étude menée dans un modele d’amyloidogenese en utilisant un autre
paradigme développemental. En effet, il a été montré que I'application d’un stress maternel, en
diminuant le matériel de nidification durant la lactation, augmente la pathologie amyloide et
altere la mémoire des descendants adultes (Hoeijmakers et al., 2017). Ces altérations sont
associées a une altération des protéines liées a la mitochondrie et au métabolisme énergétique au
niveau des synapses hippocampiques des descendants adultes, ce qui peut faire le lien entre les
troubles mitochondriaux et synaptiques retrouvés dans notre modeéle. En revanche, aucune

modification est observée chez les descendants jeunes, mettant en évidence 'importance de la
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pathologie amyloide dans les troubles mitochondriaux médiés par le stress maternel (Kotah et al,,
2023). Ainsi, cette étude, en lien avec nos résultats, suggére que la mitochondrie est une cible des
perturbations maternelles durant la période périnatale et que la présence des lésions est un
élément déclencheur pour les altérations mitochondriales. En accord avec cette notion, la
modification des genes mitochondriaux est présente a 4 mois chez les descendants males TH et a
7 mois chez les descendants femelles, au moment ot la pathologie Tau est augmentée. De plus, il
est intéressant de constater que les deux lésions ont un méme effet, suggérant que l'effet serait
potentiellement décuplé dans la MA. Outre 'enrichissement des génes et protéines dans les
processus synaptiques et mitochondriaux, il est a noter une différence entre les ARN et les
protéines puisque l'analyse transcriptomique réveéle une dérégulation des génes liés a la
mitochondrie a 4 mois chez les males et 7 mois chez les femelles, tandis que I'étude protéomique
indique une diminution au cours du vieillissement, accélérée par le régime maternel HF dans les
deux sexes. Cette différence entre 'ARN et les protéines est en accord avec les défauts de

traduction signifiés par une dérégulation des ribosomes.

D’autre part, les altérations mitochondriales induites par le régime maternel HF chez les
descendants sauvages et THY-Tau22 peuvent également expliquer les troubles de la NHA. En effet,
il existe une relation étroite entre les mitochondries et la neurogenése, y compris chez I'adulte.
Tandis que les NSC utilisent principalement la glycolyse et I'oxydation des acides gras comme
source d’énergie, les NSC qui proliferent et se différencient consomment de I’ATP produit par la
chaine de transport d’électrons (Biieler, 2021). En ce sens, la délétion de génes mitochondriaux
essentiels a ces fonctions altere la neurogenese, en particulier la phase de différenciation. A
I'inverse, I'augmentation des fonctions mitochondriales peut compenser la diminution de la NHA
liée a 'age (Beckervordersandforth et al, 2017). Ces données sont également en accord avec
I'augmentation de la biogenese mitochondriale au cours de la neurogenése, un processus
essentielle a la différenciation neuronale (Ozgen et al., 2021). Ainsi, il est aisé de supposer que les
altérations mitochondriales induites par le régime maternel HF puissent conduire a des défauts

de la NHA, et ainsi aux troubles cognitifs observés.

Enfin, nous avons effectué une analyse intégrative des données de transcriptomique et de
protéomique chez les descendants sauvage, étudiant ainsi le régulome hippocampique. Ce travail
qui n’avait jamais été effectué dans un tel contexte nous a permis d’identifier des facteurs de
transcription dérégulés au niveau protéique par le régime maternel HF, qui sont associés a une
expression modifiée d'un groupe de genes appelé régulon. Ainsi, nous avons mis en évidence que
les régulateurs sont différents en fonction du sexe mais qu'ils régulent tous des génes associés aux
fonctions mitochondriales, suggérant une nouvelle fois que les mécanismes sont similaires mais

que les genes et protéines dérégulés sont différents selon le sexe. Ce type d’approche permet ainsi
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d’identifier des cibles qu'il serait particulierement intéressant d’étudier. En effet, nous pouvons
émettre 'hypothése qu'une modulation de ces régulateurs pourrait limiter les altérations induites
par le régime maternel HF ou au contraire induire des troubles en I'absence d’altération
maternelle. Dans le méme sens, il est évident que ce type d’approche serait particulierement

intéressant a effectuer dans un contexte de tauopathie.

8. Conclusion et perspectives générales

Pour conclure, ce travail de these indique qu’'un régime maternel HF durant la lactation
accélere I'apparition des troubles cognitifs chez les descendants males et femelles adultes, que ce
soit au cours du vieillissement ou dans un contexte de tauopathie. Ces perturbations
comportementales sont associées a des modifications de différents processus biologiques au
niveau de I’hippocampe tels que la plasticité synaptique, la NHA, la tolérance au glucose, ou encore
la pathologie Tau. De plus, l'utilisation d’'une approche multi-omiques nous a permis d’identifier
de nouvelles voies biologiques sensibles au régime maternel HF. Par ailleurs, I'étude conjointe des
effets a la fois chez les males et femelles a permis de mettre en évidence la présence de différences
liées au sexe, confirmant I'importance de prendre en compte les males et les femelles. Finalement,
grace a ces données, nous apportons un argument supplémentaire en faveur d’une politique de
prévention visant a promouvoir une alimentation saine et équilibrée tout au long de la vie, en
particulier durantla période périnatale, pour mieux protéger le cerveau au cours du vieillissement

et ralentir la progression des maladies neurodégénératives.

Outre ces nouveaux apports scientifiques, plusieurs grandes interrogations subsistent telles
que l'éventuelle contribution des modifications épigénétiques dans la transmission des
altérations aux descendants mais aussi potentiellement aux générations suivantes (effet
transgénérationnel), ou encore I'éventuelle contribution paternelle. Ces deux sujets, encore peu
étudiés, mériteraient davantage de travaux de recherche afin d’avoir une vision plus aboutie de
I'importance de I'environnement périnatal, permettant ainsi d’ouvrir vers le développement de
thérapies innovantes promouvant une nutrition adaptée. Concernant I'importance de considérer
la contribution paternelle, celle-ci vient du constat que la malnutrition maternelle est
généralement une malnutrition plus globale au sein du foyer. De plus, plusieurs études
épidémiologiques chez 'Homme indiquent des effets déléteres de l'obésité maternelle et
paternelle sur différents parametres, y compris cognitifs, chez la descendance (Johnson et al.,
2023 ; Martinez-Villanueva et al,, 2019 ; Naess et al, 2016 ; Zhang et al., 2022). Les expériences
chez l'animal ont confirmé des altérations développementales et mis en évidence un effet
cumulatif de la malnutrition maternelle et paternelle (McPherson et al., 2015). Que ce soit pour

les effets paternels et maternels, de nombreuses études ont montré que ceux-ci mettent en jeu des
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modifications épigénétiques chez le feetus et/ou le nouveau-né. En effet, il a été rapporté que
I'application d’un régime paternel HF conduit a des troubles cognitifs chez la descendance F1, ce
qui est associé a des modifications de méthylations inhibitrices au niveau du promoteur du Bdnf
retrouvées également dans les spermatozoides du pére (Zhou et al., 2018). De la méme facon, les
descendants exposés a un régime maternel HF durant la période périnatale présentent des
altérations synaptiques et cognitives, ce qui est associé a des modifications épigénétiques
inhibitrices au niveau du promoteur du Bdnf a la fois au niveau des cellules germinales et de
I’hippocampe des descendants (Fusco et al., 2019). De plus, ces effets peuvent étre transmis aux
générations suivantes (F1, F2 et F3) mettant en évidence un effet transgénérationnel. Enfin, cette
étude révele que I'exposition a un environnement enrichi chez la descendance F1 restaure les
modifications épigénétiques et les altérations associées chez les générations suivantes, suggérant

un mécanisme dynamique et réversible.

Enfin, et en accord avec ces derniéres études, j'aimerais terminer ce manuscrit de these par
une note positive. Bien que nous puissions voir la période périnatale comme une fenétre critique
de vulnérabilité, nous pouvons également la considérer comme une période d’opportunité

(Figure 52). L’opportunité d’adopter une vie plus saine pour son bien mais également celui de sa

descendance.
4 Environnement
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Risque de , deélétere périnatal
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Effets sur les
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Figure 52 : Importance de I'environnement périnatal. En vieillissant, le risque de développer une
maladie non transmissible (MNT) augmente. Ce risque diminue si I'individu a été exposé durant la période
périnatale a un environnement bénéfique (régime méditerranéen, activité physique...). Al'inverse, ce risque
est d’autant plus augmenté lorsque l'individu fait face a un environnement délétere durant la période
périnatale (malnutrition maternelle, stress maternel, agents chimiques...). Heureusement, si le fcetus et/ou
le nouveau-né qui était initialement exposé a un environnement délétére rencontre un environnement plus
bénéfique ensuite, son risque de développer une MNT diminue. Néanmoins, si cela est trop tardif (adulte),
I'effet bénéfique est moindre et ne permet pas de limiter suffisamment le risque de développer une MNT,
son risque restant au-dessus de celle d’'un individu ayant été exposé a un environnement neutre durant sa
vie. Enfin, ces effets sont transmissibles a la génération suivante. Adaptée a partir de Tohi et al., 2022. Figure
créée avec BioRender.com (certificat n°KF26CQ40C1).
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With the expand of the population’s average age, the incidence of neurodegenerative
disorders has dramatically increased over the last decades. Alzheimer disease (AD) which
is the most prevalent neurodegenerative disease is mostly sporadic and primarily
characterized by cognitive deficits and neuropathological lesions such as amyloid -f
(AB) plagues and neurofibrillary tangles composed of hyper- and/or abnormally
phosphorylated Tau protein. AD is considered a complex disease that arises from the
interaction between environmental and genetic factors, modulated by epigenetic
mechanisms. Besides the well-described cognitive decline, AD patients also exhibit
metabolic impairments. Metabolic and cognitive perturbations are indeed frequently
observed in the Developmental Origin of Health and Diseases (DOHaD) field of
research which proposes that environmental perturbations during the perinatal period
determine the susceptibility to pathological conditions later in life. In this review, we
explored the potential influence of early environmental exposure to risk factors
(maternal stress, malnutrition, xenobiotics, chemical factors ... ) and the involvement of
epigenetic mechanisms on the programming of late-onset AD. Animal models indicate that
offspring exposed to early-life stress during gestation and/or lactation increase both AD
lesions, lead to defects in synaptic plasticity and finally to cognitive impairments. This long-
lasting epigenetic programming could be modulated by factors such as nutriceuticals,
epigenetic modifiers or psychosocial behaviour, offering thus future therapeutic
opportunity to protect from AD development.

Keywords: Alzheimer disease, perinatal environment, epigenetic mechanisms, early-life stress, tau, amyloid-p

INTRODUCTION

Alzheimer disease (AD), for which only symptomatic treatments are currently available, is a chronic
neurodegenerative disorder and the most prevalence form of dementia. In 2020, there were over 50
million people worldwide living with dementia and this number is estimated to double every 20 years
(World Health Organization, 2021). AD is a major health problem characterized by the progressive
and irreversible development of neuronal damages, leading to the decline in cognitive functions,
notably memory. AD, whose diagnosis is firmly established post-mortem, is defined by the
extracellular accumulation of amyloid -p (AP) peptides into extracellular amyloid plaques
(Checler, 1995) and the presence of neuronal neurofibrillary tangles (NFT) made up of
intraneuronal fibrillar aggregates of hyper- and/or abnormally phosphorylated Tau proteins («
Tau pathology »), a common feature of other neurodegenerative disorders called tauopathies
(Sergeant et al, 2008). In AD, spreading of the neurofibrillary lesions in the cortex (first
enthorinal cortex, then hippocampus and lastly neocortex) fits to the progression of the
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symptoms, supporting that Tau pathology is indeed instrumental
in cognitive alterations (for review Colin et al, 2020). In
agreement, Tau pathology development impairs various forms
of synaptic plasticity and cognitive behaviors in mouse models
(Polydoro et al., 2009; Hoover et al., 2010; Van der Jeugd et al.,
2011; Burnouf et al,, 2013; Lo et al., 2013; Van der Jeugd et al.,
2013). In most cases, AD appears as a multifactorial disease
resulting from the complex interaction between genetic
predisposition and epigenetic environmental factors (Reitz
et al, 2011; Armstrong, 2019). Epidemiological studies
identified protective factors such as exercise, intellectual
activities and consumption of fish or caffeine (La Rue, 2010;
Flaten et al., 2014; Najar et al., 2019). By contrast, life-stresses,
preceding clinical manifestation of AD, drive the progression of
the disease and can exacerbate symptoms (Reitz and Mayeux,
2009; Reitz et al, 2011). In addition, apart from aging itself,
cardiovascular dysfunctions such as obesity, hypertension and
diabetes have been suggested as important risk factors for AD
(Craft etal., 1998; Tortelli et al., 2017; Flores-Dorantes et al., 2020;
Livingston et al., 2020; Tini et al., 2020). It is also notable that AD
patients have been reported to exhibit altered glucose metabolism
(Bucht et al., 1983; Craft et al., 1992, Craft et al., 1998; Matsuzaki
et al., 2010) and even present an increased prevalence to develop
type 2 diabetes (Janson et al., 2004). Presence of cognitive and
metabolic alterations in AD patients fits with the “Type 3
diabetes” concept, stating that AD brain is insulin-resistant
(Talbot et al., 2012; de la Monte, 2014; de la Monte et al.,
2018; Nguyen et al, 2020). Although the pathophysiological
mechanisms linking AD, insulin resistance and impaired
glucose homeostasis remain to be clarified, it has been
reported that AP oligomers impair insulin signalling by
promoting insulin neuronal receptor internalization (Zhao
et al, 2008) and inhibit insulin receptor substrate (IRS) 1
(Bomfim et al.,, 2012). In addition, using Tau knock-out mice,
we and others showed that Tau loss-of-function, which is likely a
consequence of Tau aggregation, might contribute to brain
insulin sensitivity and metabolic impairments (Marciniak
et al.,, 2017; Wijesekara et al., 2018; Wijesekara et al., 2021); an
effect reversed by human Tau re-expression (Wijesekara et al.,
2021). In line, the H1 Tau haplotype was associated to the glucose
homeostasis in humans (Marciniak et al., 2017).

Interestingly, the pioneering epidemiological studies of David
Barker in the early 90s established a relationship between intra-
uterine-growth retardation (IUGR) and cardiovascular diseases
in adulthood paving the way to a new field of research now known
as DOHaD (for Developmental Origin of Health and Diseases)
stating that environment during early life may shape the rest of
our life (Barker, 2007). In accordance, numerous epidemiological
studies in humans and experimental works in animals have
clearly reinforced the idea that adverse perinatal environment,
such as maternal stress, exposure to toxics and early-life
malnutrition, has long-term consequences and may program,
in the offspring, chronic adult diseases such as glucose
dyshomeostasis and energy metabolism impairments but also
cognitive disorders (Moody et al., 2017; Gawlinska et al., 2021b),
all being encountered in AD patients. In light of these
observations, altered perinatal neurodevelopment might

Perinatal Programming of Alzheimer disease

sensitize to the occurrence of late-onset AD (Moceri et al.,
2000; Landrigan et al, 2005; Miller and O’Callaghan, 2008;
Modgil et al., 2014; Athanasopoulos et al., 2016) presumably
via epigenetic mechanisms (Gapp et al., 2014; Lemche, 2018). In
this review, we will summarize the most recent data suggesting
that AD, that is usually associated with metabolic impairments
developing at the adult stage and aging, may also date back to very
early life. The identification of early mechanisms linking parental
environment with modification of brain’s epigenetic landscape in
the offspring may offer new therapeutic strategies to prevent the
progression of AD and other neurodegenerative diseases.

TAU AND ABPP DURING
EARLY-NEURODEVELOPMENT

Maturation of central nervous system (CNS) and establishment of
neuronal connections that vary in a region-specific manner can
be divided schematically in two major developmental time-
periods. The first period that occurs predominantly in the
embryonic developmental stages in rodents and within the
first two trimesters in humans, is dedicated to neurogenesis,
neuronal migration and polarization whereas the second
period covering lactation in rodents and the last trimester of
gestation in humans is involved in intense neurite stabilization,
synapse formation and establishment of brain circuitry (de Graaf-
Peters and Hadders-Algra, 2006; Metzger, 2010; Cisneros-Franco
etal., 2020). This indicates that the perinatal period covering both
gestation and lactation constitutes a particularly sensitive critical
time-window during which environmental perturbations may
modify brain circuitry and may thus exert long-lasting effects on
brain function, synaptic plasticity, homeostasis regulation and
cognitive functions. Although the role of Tau and the metabolism
of amyloid-p precusor protein (ABPP), the precursor to AP
peptides, have been extensively described in the context of AD
development, few studies have reported their role during early-
neurodevelopment. For instance, ABPP acts as a cell adhesion
molecule during different steps of neurodevelopment (Sosa et al.,
2017) and may thus participate to the migration and maturation
of newborn neurons as well as the formation of synapses. Via its
large ectodomain, APPP has been shown to bind extracellular
matrix (ECM) molecules which play fundamental roles in the
formation and maintenance of brain architecture during
neurodevelopment and in adulthood (Dityatev et al, 2010;
Mouw et al, 2014). Moreover APPP, via dimerization and
binding to ECM, participates to the migration and adaptation
of newborn neurons to the early environment (Marin et al., 20105
Parsons et al., 2010; Cooper, 2013). Although the developmental
role of Tau remains poorly understood, Tau is highly expressed in
both rodent and human fetal brains with developmental changes
in both splicing and phosphorylation. Resulting from an
alternative splicing mechanism, six major isoforms of Tau
coexist in the human brain with the presence of either 3 or 4
repeated sequences (named below as Tau-3R or Tau-4R) known
as the microtubule-binding regions (Sergeant et al., 2008). Tau-
3R short-isoform, being most abundant in fetal brain, has less
affinity with microtubules, and increases neuronal plasticity
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(Wang and Liu, 2008; Hefti et al., 2018; Hefti et al., 2019). In rats,
the total level of Tau in the brain remains stable after birth and
slightly increased during lactation with the appearance of larger
Tau isoforms from post-natal day (PND) 5 to PND15 and the
concomitant decrease of fetal Tau (Yu et al., 2009). Despite Tau
knock-out mice showed moderate neurologic alterations
(Ikegami et al, 2000; Lei et al., 2012), presumably due to
compensatory mechanisms involving other microtubules
associated proteins, in vitro studies in cultured mouse and
hamster neurons suggested that Tau is involved in axogenesis,
neurite outgrowth and neuronal circuit formation (Dawson et al.,
2001; Sennvik et al., 2007; Biswas and Kalil, 2018). Recently, it has
been proposed that Tau phosphorylation at microtubule domain
region at early stages could protect the hippocampal circuit from
overexcitation in 1-month-old 3xTg mice (a model of AD) by
directly interacting with the pyramidal circuitry that
spontaneously generates theta oscillations (Mondragon-
Rodriguez et al., 2018). These results suggest that Tau
phosphorylation at the initial stages of disease progression
could represent a compensatory mechanism that mediates
neuroprotection  against  hyperexcitability = (Mondragon-
Rodriguez et al., 2020). Taken together, adverse environmental
outcomes during early-life which might affect ABPP metabolism
and/or Tau protein might be prone to influence brain
development and circuitry with long-lasting consequences.

EPIGENETIC MECHANISMS MEDIATE
LONG-TERM INFLUENCE OF
ENVIRONMENTAL FACTORS

Epigenetic inheritance has been defined as heritable changes in
gene expression that are not encoded in the primary DNA
sequence. Epigenetic processes can regulate DNA replication
and repair, RNA transcription, and chromatin conformation,
which influence in turn transcriptional regulation and protein
translation. Epigenetic marks are partly inherited (transmission
of epigenetic marks from one generation to another) but are also
the signature and reflection of exposure to environments
throughout life, particularly the early environment during
gestation and lactation, which is a very sensitive period to
both internal and external factors. Indeed, epigenetic
mechanisms represent a means through which environmental
factors can leave long-lasting memory of past experiences
(Kundakovic and Jaric, 2017; Cirulli et al., 2020; Bellver-
Sanchis et al., 2021; Breton et al, 2021). Although epigenetic
modifications are often considered stable over time, epigenetic
plasticity exists and may mediate adaptation to drastic
environmental changes. Epigenetic mechanisms have broad
actions but may mainly regulate 3 biological functions: DNA
and RNA methylation, chromatin remodelling and expression of
non-coding RNAs.

DNA and RNA Methylation

DNA methylation is one of the most studied and characterized
epigenetic marks. It corresponds to the addition, via an enzymatic
process, of a methyl (CH3) group covalently linked to a cytosine

Perinatal Programming of Alzheimer disease

residue in position 5 (5-methylcytosine, 5mC). DNA methylation
that occurs mainly on palindromic CpG sequences, which can
form CpG islands, takes place during early development and does
not increase over time (Jang et al., 2017). However, recent studies
indicate that DNA methylation can also occur on non-CpG
sequences (called CpH, where H is A, C or T), especially in
the brain of vertebrates (de Mendoza et al., 2021). Methylation of
CpH, unlike CpG, is established de novo during the post-natal
period, which corresponds to the maturation processes of
neurons, and is increased later in life (Guo et al., 2014; Stroud
etal,, 2017). DNA methylation on CpG usually leads to inhibition
of gene expression when it occurs at the promoter region of genes,
while it increases transcriptional activity when it occurs in the
transcribed regions. Although many studies suggest that CpH
methylation is inhibitory, this is still debated (Jang et al., 2017).
The addition of the CH; group is catalysed by DNA
methyltransferases (DNMTs). There are 3 DNMTs, DNMT3A
and DNMT3B being involved in de novo methylation, while
DNMT1 catalyses the maintenance of methylation during
DNA replication. DNA methylation, although quite stable, is a
reversible mechanism mediated by the action of Ten-eleven
translocation (TET) enzymes. This family of 3 isoforms
catalyses the oxidation of 5mC to hydroxymethylcytosine
(5hmC), 5-formylcytosine (5fC) and 5-carboxylcytosine
(5caC), the last two products can be excised from DNA
through base excision repair, thus resulting in the reversion to
demethylated cytosine (for review Lacal and Ventura, 2018).
Interestingly, the activity of DNMTs and TETs is particularly
high during neurodevelopment and the balance between these
two families of enzymes is thought to play a crucial role in the
dynamic regulation of brain genes involved in development and
in cell differentiation (Tao et al., 2018; Cisternas et al., 2019). A
recent study reported the methylation patterns of the Presenilin-1
gene (PSEN1), which encodes the catalytic peptide of the gamma-
secretase complex (a key enzyme that cleaves the ABPP), in the
brain of AD animals and humans. Interestingly, a temporal
correlation between dynamic modifications in the PSEN1 CpG
and non-CpG methylation patterns and mRNA expression
during neurodevelopment and AD neurodegeneration has
been reported (Monti et al, 2020). Moreover, several studies
have shown that a decrease in TET and DNMT activity is
associated with AD and cognitive impairment (Christian et al.,
2020; Zhang et al., 2020; Antunes et al., 2021). Although it is likely
that 5ShmC represents the first step of active DNA demethylation,
several data suggest that the 5ShmC mark, which is enriched in
adult CNS, is an active and independent epigenetic mark
promoting the recruitment of factors allowing or not gene
expression (Mellén et al, 2012; Shi et al, 2017; Stoyanova
et al,, 2021). In addition to DNA, methylation can also occur
on mRNAs and IncRNAs. In this case, the addition of the methyl
group takes place on adenine at position 6 (m6A) and is catalysed
by a protein complex including METTL3 and METTL4 that carry
the catalytic domain. This post-transcriptional modification of
RNA promotes binding to other proteins, allowing pre-miR
formation, translation or mRNA degradation. As with DNA
methylation, this mechanism is reversible via the action of
FTO and ALKBHS5 (for review Zhou et al., 2020).
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Chromatin Remodelling
In mammalian cells, histones interact with DNA to form

chromatin. There are four types of histones: H2A, H2B, H3
and H4, which are present in duplicate to form an octamer,
around which DNA is bound, forming a nucleosome. In the
same way as DNA, histones can undergo several post-
translational ~modifications  (acetylation, methylation,
phosphorylation, ubiquitination ... ), altering the structure
of chromatin. Histone methylation, via histone
methyltransferase (HMT) activity, on the N-terminal tail
changes the degree of chromatin compaction, making the
DNA accessible or inaccessible to transcription factors,
regulating gene expression. Histone methylation can enable
or repress gene expression depending on the histones
methylated and the amount of methylation. The
mechanism is dynamic as histones can be demethylated by
histone demethylases (HDMs). Histones can also be
acetylated on the lysine residues of the N-terminal tail. The
addition of an acetyl group is catalysed by histone
acetyltransferase =~ (HAT), while histone deacetylases
(HDACs) remove acetyl groups. Acetylation of lysines
opens up chromatin, making the chromatin structure

transcriptionally —active with a greater access of
transcriptional  activators. In contrast, deacetylation
compacts  chromatin, preventing the binding of

transcription factors, thus inhibiting gene expression (for
review Bannister and Kouzarides, 2011).

Non-coding RNAs

There are two types of non-coding RNAs (ncRNAs) classified
according to their size, ncRNAs below 200 nt are defined as
“short” (sRNAs) and those above this length as “long”
(IncRNAs). NcRNAs are single-stranded and the result of
post-transcriptional maturation. Among sRNAs, microRNAs
(22-25nt), the most studied, can assemble to a protein
complex and associate by complementarity with RNA
segments usually on the 3’ untranslated region, leading to
translational repression or mRNA degradation depending on
the level of complementarity. The IncRNAs, whose functions
are less studied, have genes similar to the genes that code for
proteins and have different modes of action by linking to
DNA, RNA and proteins. Non-exhaustively, they can inhibit
transcription by preventing the recruitment of the pre-
initiation complex, regulate other epigenetic modifications
by guiding enzymes (HDACs, HATs, HMTs, HATs, DNMTs
... ) to their site of action, activate the expression of
neighbouring genes, bind to mRNA leading to mRNA
degradation, bind to miRNAs limiting the action of the
latter, regulate the splicing (for review Hombach and Kretz,
2016).

Although the emergence of Omics technologies has allowed to
better characterize epigenetic modifications in the context of AD,
these studies, that have been the subject of recent reviews (Monti
et al.,, 2020; Coppede, 2021; Nikolac Perkovic et al., 2021), are
outside the scope of the present manuscript which is focused on
the putative influence of the early environment on AD
programming.

Perinatal Programming of Alzheimer disease

LONG-TERM CONSEQUENCES OF EARLY
ENVIRONMENT ON TAU AND AB

Exposure to environmental agents has been extensively studied as
a risk factor for the development of neurodegenerative diseases,
such as AD (Killin et al., 2016; Wajman et al., 2018; Olayinka
et al., 2019; Rahman et al, 2020). Recent studies suggest that
exposure to cafeteria diets, pesticides, nanoparticles, air pollution
and heavy metals during the perinatal period may sensitise to the
development of AD in the long term, acting on the two lesions of
the disease, Tau pathology and amyloid pathology, but also on
neuroinflammation, which is considered as culprit component of
the disease. Below, we will discuss the recent literature on the
effects of perinatal exposure to different factors on Tau and Ap.

Early-Life Exposure to Chemical Agents
Exposure to lead (Pb) during early-life has been particularly
studied in the context of AD. Indeed, lead pollution is a major
public health issue in developing cities. A meta-analysis using
data on Pb exposure in Mexico City residents showed high blood
Pb levels associated with a 5-point reduction in Intellectual
quotient (IQ), and intellectual disability in children aged
0-4 years-old (Caravanos et al, 2014). Although no
epidemiological study reports the effects of long-term Pb
exposure, experimental studies in rodents (Bihaqi et al., 2014;
Gassowska et al., 2016) and monkeys (Bihaqi and Zawia, 2013)
indicate that early exposure to Pb augments the phosphorylation
of Tau, and is associated with an increase in the level of the cyclin-
dependant kinase 5 (Cdk5), a major Tau kinase that is involved in
abnormal phosphorylation of Tau in AD brain (Cruz and Tsai,
2004). In addition to these effects on Tau, studies also showed an
increase in ABPP expression and plaque formation in the aging
primate brain induced by early Pb exposure (from birth until
400 days of age). That was associated with a decrease in DNMT1
and DNMT?3a activity and with a reduction in the acetylation and
methylation of certain histones, resulting in a reprogramming of
gene expression associated to neurotransmitter, growth factors
and signal transduction pathways, suggesting an epigenetic effect
(Wu et al.,, 2008; Bihaqi et al., 2011).

The action of bisphenol A (BPA), an endocrine disruptor
used to manufacture polycarbonate plastics, is also well
documented. Interestingly BPA, due to its lipophilic nature,
is able to penetrate the blood brain barrier and has been found
in the placenta, amniotic fluid, blood breastmilk, suggesting
that it could act on foetuses/neonates during the perinatal life
(Hines et al., 2015). Indeed, epidemiological studies have
associated BPA exposure during early life stages with low
birth weight and an increased risk of developing metabolic
diseases in adulthood (Chevalier and Fénichel, 2015). In mice,
maternal BPA exposure disrupts brain function and induces
cognitive deficits (Tian et al,, 2010) and learning-memory
impairment in offspring (Xu et al., 2010). It also augments
ABPP levels and Tau phosphorylation via increased activities
of GSK3p and CDK5—two major Tau kinases (Sergeant et al.,
2008)—but decreases insulin signalling and alters synaptic
plasticity in adulthood (Fang et al., 2016; Xue et al., 2020).
Prenatal BPA exposure deregulates the offspring hippocampal
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transcriptome with genes associated with AD, oxidative stress
and inflammation (Sukjamnong et al., 2020). In particular, it
induces elevation of NF-kB protein and its AD-related target
BACE], a key enzyme involved in APPP processing, suggesting
that prenatal BPA exposure triggers neuroinflammation in the
hippocampus and increases the susceptibility of AD through
NF-kB. These modifications may explain the cognitive
impairments observed in other studies (Negishi et al., 2004;
Ryan and Vandenbergh, 2006; Wang et al., 2014), even with a
single dose of BPA at PNDI10 (Viberg et al., 2011). Indeed, in
utero and neonatal exposure to low dose of BPA may cause
deregulation of miRNAs expression, DNA methylation levels
and histone modifications (Singh and Li, 2012). A genome-
wide analysis of the foetal mouse forebrain epigenome shows
that exposure to low doses of BPA modifies the methylation in
the promoter-associated CpG islands at several loci, which can
alter the brain development (Yaoi et al., 2008). In rat, the
exposure to the Di-(2-thyhexyl)-phtalate (DEHP), another
endocrine disruptor, during gestation and lactation also
increases the phosphorylation of Tau, without modification
of ABPP level in hippocampus, and is associated with cognitive
impairments in adulthood (Sun, 2014). However, so far no
studies have investigated the long-term consequences of early-
life BPA on epigenetic changes in the Microtubule Associated
Protein Tau (MAPT, the gene encoding Tau) and APPP genes.

Exposure to xenobiotics, man-made chemicals found in the
environment but not endogenously produced, is increasingly
common, and their presence in the brain during the perinatal
period can alter CNS development. Polybrominated diphenyl
ethers 209 (PBDE 209), a combustion inhibitor that spreads in the
environment, has been found in breast milk and in consumer
products. Studies in animals show that a single exposure to PBDE
209 at PND10, at the time of brain growth spurt in rodent, does
not modify the level of Tau but affects CaMKII and
synaptophysin levels in the hippocampus (Viberg, 2009), two
proteins playing an essential role in neurodevelopment, whose
alterations may likely explain impaired spontaneous behaviour
seen in adulthood (Johansson et al., 2008). Similarly, exposure to
another xenobiotic, the non-dioxin-like polychlorinated
biphenyls (NDL-PCB), during lactation in Swiss albino mice
led to a more pronounced decrease of the synaptic proteins
synaptophysin and PSD95 and impairment of long-term
memory when the brain is challenged by the injection of AP
oligomers (Elnar et al., 2016).

Early-Life Exposure to High-Fat Diet

Maternal obesity has considerably increased among women of
reproductive age in the last decades. Current estimates suggest
that by 2025 more than 21% of women in the world will be obese,
and in 2014, the estimated percentage of overweight and obesity
among pregnant women was 33% in the United States (Poston
et al., 2016). Cumulative data suggest that maternal obesity leads
to metabolic and cognitive disorders in the offspring (Hasebe
et al., 2021), which makes maternal obesity a major public health
issue. However, although cognitive and metabolic impairments
are two components of AD, the consequences of maternal
perinatal high-fat diet on Tau and AP have been poorly

Perinatal Programming of Alzheimer disease

investigated. A recent study by Di Meco et al. reports that a
maternal high-fat diet (mHFD with 42% calories from fat) during
gestation decreases total Tau and pathological Tau conformation
level and increases the synaptic integrity, leading to improved
cognitive performance in adult mice (Di Meco and Pratico, 2019).
However, it has also been reported that a mHFD (45% fat) during
gestation and lactation increases the level of AP peptides at the
vascular level, and is associated with a modification of the
neurovascular environment in the brain of adult mice, which
leads to the alteration of the perivascular clearance of Af peptides
(Hawkes et al., 2015). Although many works have looked at the
epigenetic changes induced by mHFD in the programming of
peripheral metabolic diseases, very few studies have looked at the
consequences in the CNS of the offspring (Gawlinska et al,
2021a). For instance, it has been reported that consumption of
a high-fat diet during gestation and lactation in the Wistar rat
decreases the global level of histone H4 acetylation in the
hippocampus at P50, leading to transcriptional repression
(Gongalves et al., 2017). Interestingly, a diet rich in grape juice
has an opposite effect on the level of this epigenetic mark at
PND21 and is associated with a beneficial effect on the brain with
an antioxidant effect (Gongalves et al., 2017; Schaffer et al., 2019)
which could limit deleterious consequences of mHFD by
reducing oxidative stress and acetylcholinesterase activity
(Proenga et al., 2021). However, to our knowledge, the
putative consequences of mHFD on epigenetic changes in
MAPT and APPP genes have never been reported.

Early-Life Exposure to Tobacco

According to the WHO, more than 1.3 billion people worldwide
smoke, about 40% of them being women. In low- and middle-
income countries, where the proportion of people who smoke is
highest, the prevalence of pregnant women who smoke is 2.6%, but
can be as high as 30.8% in Russia (Caleyachetty et al., 2014). The
deleterious effects of smoking on offspring are widely accepted and
can lead to IUGR and neurodevelopmental changes (Perera et al,
2005; El Marroun et al,, 2016). An epidemiological study on 471
individuals in Finland showed that male offspring of mothers who
were exposed to cigarette smoke prenatally had more cognitive
problems, although these effects were minor or absent in females
(Ramsay et al., 2016). In mice, it has been shown that exposure to
cigarette smoke during lactation increases the phosphorylation of
Tau, and the levels of the 3R form of brain Tau, leading to a
deregulation of the 3R/4R ratio of Tau during a critical period of
brain development in 4-week-old offspring (La Maestra et al., 2011).
Indeed, Tau phosphorylation but also the proportion of each isoform
plays an important role in brain development, and particularly
during lactation, during which synaptogenesis and axonal growth
take place. Although not reported to date, these early changes could
lead to neuronal dysfunction and exert long-term consequences.

Early-Life Exposure to lonizing Radiation

Humans are routinely exposed to ionizing radiation (IR) from
natural sources, and from man-made sources such as nuclear
energy. IR is also increasingly used in the medical field in the
diagnosis or treatment of diseases, for example in X-ray
imaging. For example, in children, for the treatment of
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brain tumours, exposure at a very young age can also influence
the development of CNS. An epidemiological study on 3,094
Swedish males indicated that low-dose IR exposure during
early human development can have a negative impact on
cognitive abilities during childhood (Hall et al., 2004). An
experimental study in mice reported that a single low-dose
exposure of IR to PND10 animals deregulates the hippocampal
and cortical proteome and transcriptome, impairs synaptic
plasticity,  reduces  neurogenesis and leads to
neuroinflammation later in life. Interestingly, miRNAs
analysis showed an increased expression of miR-132 and
miR-134 repressing the translation of proteins of the Racl-
Cofilin signalling pathway involved in synaptic plasticity and
neurogenesis, highlighting a potential epigenetic mechanism
(Kempf et al., 2014). Another team using a similar protocol
demonstrated an increase in cortical Tau levels at PND11 (i.e.
1 day after exposure) and at 6 months. That was associated
with a decline of long-term spatial memory when IR is
combined to ketamine exposure, an anaesthesia commonly
used to facilitate radiotherapy in children. Although it has not
been directly assessed, these long-term consequences on Tau
protein levels and cognitive deficits suggested the involvement
of epigenetic mechanisms (Buratovic et al., 2014; Buratovic
et al., 2018).

Early-Life Exposure to Asphyxia

Perinatal asphyxia is a defect in blood flow or gas exchange
from the mother to the foetus or vice versa, occurring
immediately before, during or after birth. It accounts for
up to 20 cases per 1,000 births in developing countries,
with mortality during the neonatal period of 15-20%, while
25% of survivors develop short- and long-term neurological
disorders, associated with neonatal encephalopathy in most
cases (Gillam-Krakauer and Gowen Jr, 2021). The most
common diagnosis of perinatal asphyxia is addressed by
chest X-ray, which, as mentioned in the previous
paragraph, can be deleterious, especially in the young
individual. Thus, it is important to uncover biomarkers
released into the cerebrospinal fluid (CSF) during perinatal
asphyxia to avoid X-ray exposure. With this idea in mind, one
team evaluated the levels of Tau, pTau and AB42 in the CSF of
newborn pigs that had undergone a perinatal hypoxia event a
few hours after birth. They showed a decrease in the level of
Ap42, with no change in the level of Tau and pTau. They also
observed an increase in S100B (Benterud et al., 2015), a glial
marker of neuroinflammation which is also increased in CSF
of infants with perinatal asphyxia (Massaro et al.,, 2014). In
contrast, an epidemiological study reported that delivery by
caesarean, known to limit hypoxia in cases of perinatal
asphyxia, was associated with a reduction in cord blood
Tau protein levels, indicating that Tau is modulated by
blood oxygen concentration (Tunc et al., 2010) although it
could not be excluded that Tau variation results from other
factors associated with caesarean delivery. However, it is clear
that perinatal asphyxia modified Tau, pTau and AB42 in the
fetus/neonate, it remains to be determined if these early-life
changes influence (or not) the development of late-onset AD.

Perinatal Programming of Alzheimer disease

LONG-TERM CONSEQUENCES OF EARLY
ENVIRONMENT IN ANIMAL MODELS OF AD

Although early-life stressors exposure affects Tau and AP
peptides levels, very few studies investigated the effects of
perinatal perturbations in the pathological context of AD. This
section aims at summarizing the literature on the consequences of
early environment on the development of AD lesions.

Early-Life Exposure to Maternal High-Fat
Diet

As previously mentioned, mHFD can have long-term deleterious
effects on the levels of Tau and AP peptides. The consequences of
mHFD have also been studied in the 3xTgAD mouse, a model of
AD that develops early amyloid pathology and later Tau
pathology. A first team reported that the application of mHFD
(60% fat) during gestation and lactation impaired short- and
long-term spatial memory and increased the number of Tau-
positive neurons in the hippocampus without altering AP
peptides level, suggesting that mHFD exacerbated Tau
pathology and may sensitize to the development of AD
(Martin et al, 2014). Surprisingly, using the same animal
model it has also been reported that mHFD (42% fat) only
applied during gestation protects from synaptic dysfunctions
and associated cognitive disorders and decreases Tau and
amyloid pathology by reducing the amount AP40 and AP42.
This putative protective effect of the maternal diet could result
from an increased gene expression of the transcriptional
repressor FOXP2, which could be responsible for the
decreased gene expression of Tau, CDK5 (a Tau kinase) and
BACE-1 (involved in the amyloidogenic pathway) possibly via
epigenetic mechanisms (Di Meco et al., 2019). It is important to
note that an important limitation of this model is that the mice
are homozygous for all 3 mutant alleles, and thus the observed
phenotype is the result of the diet given to transgenic dams.
Therefore, it is not entirely clear if changes result from the diet
effect only or from the convergent impact of the diet and the
transgenic phenotype of dams. Using the Tg2576 mouse, another
model of AD expressing the human Swedish APPP mutation and
developing only amyloid pathology, it has been reported that a
mHFED (45% fat) starting before crossing until weaning increases
the level of soluble AP and the number of amyloid plaques. It has
been suggested that these alterations could modify the
extracellular matrix leading to increase AP plaques retention
within the parenchyma (Nizari et al, 2016). These seemingly
contradictory results may be explained by the different amount or
types of fat used in the diets and/or by the timing of exposure of
mHFD, as well as by the model used regarding amyloid
pathology. Although the biological mechanisms that explain
the consequences of mHFD on the development of AD are
still poorly understood, recent studies suggest an important
role for the gut microbiota. Indeed changes in maternal diet
during the perinatal period modify both the mother’s and the
offspring’s microbiota with maternal transmission both at
delivery and through milk intake (Mueller et al, 2015). In
mice, perinatal mHFD alters the short-term memory and is
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associated with a deregulation of the gut microbiota in offspring,
which could partly explain the observed phenotype (Sanguinetti
et al, 2019). Interestingly, a high-fibre diet in mothers or
offspring can restore cognitive deficits in offspring by
regulating the composition of bacteria and SCFA metabolites
in the long-term (Liu et al., 2021). It has been suggested that early
deregulation of the microbiota may participate to cognitive
impairment and to the onset of later lesions in the 3xTgAD
mouse model (Bello-Medina et al., 2021). Interestingly, addition
of bioactive food to the diet restores these effects and modulates
the composition of the gut microbiota (Syeda et al, 2018).
Together, these studies indicate that the modification of the
diets or the addition of probiotics, both of which being able to
modulate epigenetic mechanisms, offer the opportunity for
identification of new diagnostic biomarkers and treatments (Ji
and Shen, 2021).

Early-Life Exposure to Caffeine

Tea and coffee are two commonly substances consumed in the
world, whose main component is caffeine, a psychoactive
substance. Numerous epidemiological studies in humans and
experimental studies in AD mouse models have shown the
beneficial and long-term protective effects of moderate caffeine
consumption in adulthood in reducing the development of
lesions and related to cognitive impairment, decreasing the
risk of developing AD by 65% in humans (Eskelinen et al,
2009; Flaten et al, 2014; Polito et al, 2018). Sustaining
epidemiological studies, caffeine treatment of adult mice
developing amyloid or Tau demonstrate positive outcomes at
the pathological and behavioural levels (Arendash et al., 2006;
Arendash et al., 2009; Laurent et al., 2014). In sharp contrast
perinatal caffeine, by blocking adenosine A2A receptors, not only
exert a detrimental impact on neuronal migration but caffeine
receptors themselves strongly impact GABAergic synapse
stabilization during synaptogenesis (Gomez-Castro et al,
2021).  Further, perinatal caffeine strongly impacts
hippocampal excitability and memory at the adult stage.
Whether perinatal caffeine modulates the later development of
AD pathology or has cognitive consequences remains largely
unclear. However, recent data showed that perinatal caffeine
consumption starting before gestation untii PNDI15 in a
transgenic mouse model of tauopathy, even not modifying the
pathological load, leads to earlier long-term memory
impairments together with excitatory/inhibitory synaptic drive
in adulthood. These results indicate that early-life caffeine may
influence brain development and exert long-lasting consequences
in a Tau background (Zappettini et al., 2019).

Early-Life Exposure to Stress

Evidence indicates that chronic stress can participate to the
progression of AD and other neurodegenerative disorders. In
3xTgAD mice, chronic social stress in adulthood, by regularly
changing the composition of the mice in the cage, decreases
BDNF levels and increases amyloid pathology and anxiety, with
no change in control animals indicating a greater sensitivity to
stress in mutant mice (Rothman et al., 2012). During the perinatal
period, although few studies have been reported, Sierksma et al.
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have shown that chronic restraint stress performed during
gestation (E1-E7) in APPswe/PS1dE9 mice model of AD
induced sexual-dimorphic results in the adult offspring with
males exhibiting altered spatial memory, while females have
improved spatial memory associated with decreased amyloid
load in the dorsal hippocampus (Sierksma et al, 2012).
Although these modifications were not associated with
changes in DNMT expression nor 5mC and 5hmC levels,
other epigenetic mechanisms targeting histones or non-coding
RNAs remain to be studied. Using the same AD animal model, it
has been shown that repeated maternal separation during
lactation, which is also used to induce stress during early-life,
increases amyloid deposits in the hippocampus and cortex, and
impairs learning and spatial memory in adulthood (Hui et al,
2017). The same experimental protocol increases Tau and
amyloid pathology, decreases synaptophysin and PSD95 (two
synaptic markers), impairs memory and is associated with
hyperactivity of the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis
in adult male rats (Martisova et al., 2013). These observations are
in agreement with the elevated glucocorticoid levels in adulthood
found associated with a higher risk of developing AD, by altering
glial function, Tau and amyloid lesions, and synaptic plasticity
(Vyas et al,, 2016). The first evidence that early-life stress could
induce epigenetic programming in the rat brain came from the
pioneer studies of Weaver et al. who showed that poor maternal
care leads to increased methylation in the glucocorticoid receptor
(GR) promoter which was accompanied by aberrant behaviours
and altered HPA responses in adult offspring (Weaver et al,
2004). Using the 3xTgAD mice, it has been reported that
handling offspring during lactation (PND2-PND9), by
separating the dam from her pups for 15min, increases
maternal care of the dam towards her pups upon reunion.
Increased maternal care leads to a decrease both in short-term
memory decline and in amyloid load in the hippocampus,
suggesting that prenatal stress could be mitigated or to have
antagonistic effect by postnatal maternal care.

Recently, it has been reported in a subclinical AD-like rat
model, that adult animals which were prenatally-stressed (PS)
exhibited increased dysfunctions of HPA axis activity and
working and long-term spatial memory as well as modified
cellular organisation in CA1 hippocampal region. Interestingly,
these alterations were alleviated by increased postnatal maternal
care during lactation. Unfortunately, the authors did not report
the putative consequences of cross-fostering in adult PS rats on
AP plaques and NFT nor on phosphorylation and protein levels
of Tau (Rostami et al., 2020).

Conclusion and Perspectives

In the present review, we provided strong evidence that early-life
stress may constitute another risk factor contributing to the
development of late-onset AD possibly via long-term influence
of epigenetic mechanisms (Figure 1). However, important
questions, which are still unanswered in the context of AD,
such as the putative contribution of transgenerational
epigenetic inheritance, paternal contribution and sexual
dimorphism on late-onset AD development, have been
overlooked. It should be kept in mind that although epigenetic
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increase the risk to develop AD but may also be counteracted by deprogramming factors (indicated in green) that could offer novel therapeutic strategies. Created

marks may be transmitted transgenerationally (Burton and
Greer, 2021), the existence of multigenerational epigenetic
inheritance in humans is still a matter of debate (Cavalli and
Heard, 2019). Epigenetic mechanisms are indeed plastic,
modifiable and reversible processes providing thus
opportunities to try to reverse deleterious effects of
environment via early-life interventional strategies (Lesuis
et al., 2018). Recently, the consequences of mHFD (60% fat)
have been examined in F1 (intergenerational inheritance) and F2
(transgenerational inheritance) generations of SAMP8 mice, a
model of accelerated ageing leading to increased cognitive decline
associated with the development of neuropathological AD
hallmarks (Liu et al.,, 2020). The HFD applied to female mice
of the FO generation was supplemented or not with resveratrol, a
natural phytoalexin known to have beneficial effects in

pathological conditions, notably via its anti-inflammatory
effects, and by reducing amyloid pathology and playing a role
in epigenetic mechanisms (Rahman et al., 2020). Interestingly, the
impairment of both short- and long-term memory and metabolic
parameters (increased plasma levels of triglycerides and leptin)
induced by the HFD was attenuated by resveratrol
supplementation in the F0O, F1 and F2 generations supporting
a multigenerational effect. In addition, the level of DNA and RNA
methylation (on 5mC and m6A, respectively) is increased in F1
offspring and associated with a change in the expression of
enzymes involved in these epigenetic mechanisms, strongly
suggesting epigenetic inheritance (Izquierdo et al, 2021).
Future studies will be clearly required to understand if and
how early nutritional interventions in mothers may exert
beneficial effects in offspring and mitigate the long-term
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deleterious effects of adverse environmental exposure on late-
onset AD.

Although most of the studies focused on the consequences of
maternal environmental stress in the offspring, a growing body of
evidence indicates that paternal preconception stress may also
have long-term effects on the offspring. Studies in rodents
indicate that paternal obesity induced by HFD alters the
development of the 2-cell embryo. These early events have
long-lasting consequences and decrease neurogenesis and
memory, and are associated with epigenetic marks changes in
adulthood, including hypermethylation of BDNF promoter, a
neurotrophic factor that plays a key role in brain development
and function (McPherson et al., 2015; Zhou et al., 2018). It has
also been reported that repeated paternal stress (Harker et al.,
2015, 2018), as well as paternal BPA exposure (Luo et al., 2017),
lead to behavioural alterations, associated with changes in
dendritic spines and brain organisation in the offspring. In
addition, paternal stress during spermatogenesis leads to
altered behaviour and DNA methylation patterns with
increased level in the hippocampus of both male and female
PND21 offspring (Mychasiuk et al, 2013). In mice, paternal
cognitive spatial training improves cognitive performance in adult
offspring and is associated with an increase in the hippocampal
expression of synaptotagmin, a pre-synaptic protein. This was
associated with elevation of histone acetylation at the promoter of
synaptotagmin in the hippocampi of both fathers and offspring as
well as in fathers sperm (Zhang et al, 2017). Thus, it would be
interesting to delineate the role of paternal stress in animal models of
AD and to determine whether both maternal and paternal exposure
to stress would have a cumulative effect. Although it would more
closely mimic what happens in humans, to our knowledge, this has
never been reported in the context of AD.
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As previously mentioned, a large majority of works have
examined the consequences of maternal stress on male
offspring. To date and to the best of our knowledge, only
three studies look at the consequences of early-life
environment on females, even though Alzheimer’s disease
affects women preferentially. In the US, nearly 70% of AD
patients are women, which can be explained by a longer life
expectancy, but also by intrinsic biological differences, including
brain organisation and function, age-associated loss of protection
exerted by steroid hormones, higher inflammatory response, but
also different susceptibility to genetic variations (for review Fisher
etal., 2018). In addition, during early-development brain volume
is higher in males, while the hippocampus is larger in females,
pointing out to sexual dimorphism during a critical time-window
(Kaczkurkin et al., 2019). Finally, although few studies have been
reported in the context of AD, the use of mouse models led to
discordant results in males and females showing the importance
of studying the effects in the two sexes independently.

In conclusion, although the way by which perinatal epigenetic
mechanisms act to program long-term memory and cognition
remains to be clarified, it seems clear that the development of
multi-omics strategies will allow molecular dissection of this
fascinating new field of research. In particular, it will offer
novel opportunities to identify early markers of AD and to
develop novel preventive strategies to attenuate age-associated
epigenetic alterations.
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Abstract: Early-life exposure to high-fat diets (HF) can program metabolic and cognitive alterations in
adult offspring. Although the hippocampus plays a crucial role in memory and metabolic homeostasis,
few studies have reported the impact of maternal HF on this structure. We assessed the effects of
maternal HF during lactation on physiological, metabolic, and cognitive parameters in young adult
offspring mice. To identify early-programming mechanisms in the hippocampus, we developed a
multi-omics strategy in male and female offspring. Maternal HF induced a transient increased body
weight at weaning, and a mild glucose intolerance only in 3-month-old male mice with no change in
plasma metabolic parameters in adult male and female offspring. Behavioral alterations revealed
by a Barnes maze test were observed both in 6-month-old male and female mice. The multi-omics
strategy unveiled sex-specific transcriptomic and proteomic modifications in the hippocampus of
adult offspring. These studies that were confirmed by regulon analysis show that, although genes
whose expression was modified by maternal HF were different between sexes, the main pathways
affected were similar with mitochondria and synapses as main hippocampal targets of maternal HF.
The effects of maternal HF reported here may help to better characterize sex-dependent molecular
pathways involved in cognitive disorders and neurodegenerative diseases.

Keywords: maternal high-fat diet; multi-omics; sexual dimorphism; hippocampus

1. Introduction

The prevalence of obesity has been rising steadily for several decades, and is predicted
to reach 18% in men and surpass 21% in women in 2025, three times more than in 1975 [1,2].
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As a result, the proportion of overweight or obese childbearing women has also risen,
suggesting that children are exposed to high-calorie food during the early phases of their
development [3]. Although wealthy countries are the most affected, with obesity affecting
almost half of pregnant women in the United States [4], low- and middle-income countries
are also impacted, making obesity in pregnancy a global health issue [5]. In addition to
being a risk factor for many disorders for pregnant women [6], maternal obesity can also
have consequences for offspring. Indeed, it is now widely accepted that maternal obesity
can have long-term consequences for the adult offspring, as stipulated by the concept
of the developmental origins of health and disease (DOHaD), introduced in the 1980s
by David Barker [7]. This concept, also known as perinatal programming, suggests that
environmental stress during the perinatal period, such as maternal food overconsumption,
modifies the developmental trajectory of the fetus and/or the newborn and diminishes
plasticity reserves, which may have a long-lasting effect increasing the risk of developing
diseases in adulthood [8-11].

Since this pioneering work [12], numerous epidemiological studies in humans have
confirmed that maternal obesity might promote the development of cardiometabolic disor-
ders in adult offspring [13]. To better understand the underlying biological mechanisms,
researchers have developed animal models that mimic maternal obesity, notably by feeding
females with high-fat diets (HF) before and/or during gestation and/or lactation [14]. Al-
though most of these studies have focused on metabolism, recent epidemiological studies
have reported that maternal obesity can also lead to neurodevelopmental alterations in
the offspring, which may increase the risk of developing cognitive disorders. Indeed, a
recent meta-analysis indicates that maternal obesity before pregnancy increases the risk of
attention deficit-hyperactivity disorder, autism spectrum disorder, developmental delay,
and emotional/behavioral problems in child [15].

Although these reports focused on the consequences for adolescents due to the diffi-
culty of longitudinal follow-up, several experimental studies using different animal models
suggest that maternal HF during the perinatal period may increase the risk of locomo-
tor, memory, and anxiety disorders at later stages in older animals [16,17]. These few
experimental studies, mainly performed in the hippocampus, a brain structure particularly
sensitive to metabolic stress [18] and playing a crucial role in behavioral processes, have
associated cognitive disorders with synaptic modifications [19], neuroinflammation [20,21],
and metabolic impairments [22]. However, the data remain sometimes contradictory and
further work is necessary to determine the underpinning biological mechanisms. Indeed,
while most studies show that maternal HF induces impaired cognition associated with
synaptic loss [22,23], it has also been reported that a similar diet improves memory and
synaptic plasticity [24]. Most of these studies have been performed when cognitive dis-
orders and brain alterations are clearly identified. It therefore seems interesting to look
at the consequences at earlier stages. Moreover, although sex-dependent consequences
of obesogenic maternal diets have been reported in the offspring, most studies have been
usually performed on a single sex [21,25-28]. Thus, in the current study, we explored the
early consequences of maternal HF both in male and female young adult mouse offspring
before the appearance of significant metabolic and cognitive dysfunctions. Maternal HF
was applied during lactation, a critical-time window corresponding to the peak of brain
growth in rodents, which is very sensitive to environmental perturbations [29,30]. This
critical developmental time period corresponds with the third trimester of gestation and the
very beginning of lactation in humans, when synaptogenesis, axon maturation, dendritic
growth, and gliogenesis are taking place [29,31]. To identify the early cellular and molecular
hippocampal targets of maternal HF in the offspring, we have carried out an unsupervised
approach using a multi-omics strategy (transcriptomics, proteomics, and regulomics). This
type of strategy has already been successfully used to study modifications during aging that
are associated with cognitive impairments, and has enabled the discovery of new biological
pathways [32,33]. However, to our knowledge no such strategy has been used to decipher
the early hippocampal consequences of maternal HF in male and female mouse offspring.
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2. Materials and Methods
2.1. Animals

Eight-week-old C57Bl6/] female mice (W) were mated with THY-Tau22 (T) male mice,
a heterozygous model of tauopathy (2 females per male). After 2 weeks, females were
housed individually. During lactation (postnatal day PO to P21), females were randomly
allocated to either a high-fat (58% of fat, Research Diets D12331; H; n = 14 dams) or a
control diet (13.5% of fat, Safe A03; C; n = 14 dams), generating 2 groups: WC and WH
mice. Nutrient composition of each diet is listed in Supplementary Table S1. At P1, litter
size was adjusted to 6 pups per dam. At weaning (P21), offspring was fed a standard diet
(8.4% of fat, Safe A04) and housed according to sex and maternal diet (3 animals per cage)
until the sacrifice at 7 months of age (n = 19 WC females; n = 19 WH females; n = 17 WC
males; n = 17 WH males). In all groups body weight, food and water intake were recorded
weekly (Figure 1).
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Figure 1. Experimental protocol. C57Bl6/] (W) dams received either a chow (13.5% of fat, C;
n = 14 dams) or high-fat (58% of fat, H; n = 14 dams) diet during lactation generating 2 groups: WC
and WH offspring. After weaning, offspring fed a chow diet (8.4% of fat) until sacrifice at 7 months of
age (n =19 WC females; n = 19 WH females; n = 17 WC males; n = 17 WH males). An intraperitoneal
glucose tolerance test (IPGTT) was performed at 3 months of age. 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EDU)
injection and behavioral analysis were done respectively, at 6 and 7 months of age.

All animals were housed in a pathogen-free facility (University of Lille) and main-
tained under conditions controlled for temperature (22 °C and 12-h light/12-h dark cycle)
with ad libitum access to food and water. All protocols were approved by an ethics
committee (protocol #8677-2017011213553351v3).

2.2. Behavioural Study

Behavioral experiments were performed in animals between 6 and 7 months of age,
randomly assigned by experimenters blinded to the genotype and phenotype of mice.
Before testing the memory of mice, we made sure that they had no locomotor or anxiety
impairment that might introduce bias in the analysis of the memory tests (actimetry,
elevated plus maze; Supplementary Material). Long-term spatial memory was evaluated
using the Barnes maze task. This maze is an elevated white circular PVC open platform
(80 cm height, 120 cm diameter) with 40 equally spaced holes (5 cm of diameter) located
at 5 cm from its circumference and a black escape box located under one of the 40 holes.
This platform is surrounded by spatial cues to help guide the animal to the escape hole.
To encourage the mouse to enter the escape box, a bright light was placed over the maze
(900 lux). First, for the habituation step, mice were free to explore the maze and the escape
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box for 3 min. Next, mice completed 4 days of acquisition training with 4 trials per day. For
each trial, mice were placed in the start tube in the center of the maze (for 5 s) and then
trained to locate the escape hole (randomized for all mice) using spatial cues surrounding
the maze. If a mouse did not enter the escape hole in 3 min it was gently guided to the
escape hole. Mice remained 60 s in the escape box before returning to their home cage. The
inter-trial interval was 15 min. After each test, the maze was cleaned with 70% ethanol to
avoid odor bias and the maze was rotated clockwise a quarter turn every day. For each
trial, distance travelled, velocity, and time to find the target hole (latency) are measured by
Ethiovision XT tracking system (Noldus). The retention step takes place 72 h after the last
test. Each mouse was placed on the maze without the escape box for 2 min. Time spent in
each quadrant was measured. Mice exploring the maze for less than 30 s were excluded
(1 WC and 1 WH male mice).

2.3. Sacrifice and Brain Tissue Preparation

Animals were sacrificed at 7 months of age, after 6 h of fasting. Mice were euthanized
by cervical dislocation. Brains were removed, hippocampi were dissected before being
frozen in dry-ice and stored at —80 °C for biochemical and RNA analyses. A subgroup of
7-month-old mice injected with 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EDU; 900584, Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, MO, USA) (see Section 2.7 for the protocol) were deeply anaesthetized with
pentobarbital sodium and perfused with cold saline solution 0.9% and paraformaldehyde
(PFA) 4% (n =7 WC females; n = 7 WH females; n = 4 WC males; n = 8 WH males). Brains
were removed and post-fixed in PFA 4% for 24 h and incubated in a sucrose 30% solution
for 2 days, before being frozen in 2-methyl-butane at —40 °C for 1 min and stored at —80 °C.

2.4. Glycaemia

Blood glucose measurements in mice were performed after 6 h of fasting (postabsorp-
tive condition) at 7 months of age (at the time of sacrifice). A drop of blood, obtained
after incision of the tail vein was applied to a OneTouch strip linked to a OneTouch Verio
Flew glucometer.

2.5. Glucose Tolerance Test

Glucose tolerance was assessed at 3 months of age using the intraperitoneal glucose
tolerance test (IPGTT) following 6 h of morning fasting. D (+) glucose (1 g/kg; G8270,
Sigma-Aldrich) was injected intraperitoneally. Blood glucose was then measured (see
Section 2.4. for the protocol) at 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min following injection.

2.6. Biochemical Plasma Parameters

Blood was collected at the tail vein after 6 h of fasting just before the animals were
sacrificed (7 months of age). Blood was centrifuged at 1500x g for 15 min at 4 °C. Plasma
was separated, transferred to 1.5 mL Eppendorf tubes, and stored at —80 °C until analysis.
Plasma concentration of insulin was measured using the mouse insulin ELISA kit (10-1247-
01, Mercodia AB; no cross-reactivity with proinsulin) following the manufacturer’s instruc-
tions. Commercially available kits were used to measure total cholesterol (TC) (MG981813,
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), triglycerides (TG) (157109910026, Diasys,
Holzheim, Germany) and free fatty acids (FFA) (157819910935, Diasys) plasma concen-
trations applied to a biochemistry analyzer (Konelab20, Thermo Fischer Scientific) with
colorimetric methods.

2.7. Adult Hippocampal Neurogenesis Analysis
2.7.1. 5-Ethynyl-2’-Deoxyuridine (EDU) Injection

In order to study the neurogenesis, 6-month-old mice (n =7 WC females; n =7 WH
females; n = 4 WC males; n = 8 WH males) were injected with EDU (900584, Sigma-Aldrich),
a modified thymidine analog that incorporates into DNA during cell division. Fifty mg/kg
of body weight of EDU were injected 2 times per day for 3 days, 21 days before the sacrifice.
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2.7.2. EDU Staining

The brains were cut to obtain 35 pm coronal floating sections using a cryostat. EDU was
fluorescently labeled thanks to the Click-iT EDU 647 nm kit following the manufacturer’s
instructions (BCK-EDU647, Sigma-Aldrich). EDU staining was performed on serial sections
of 35 pm separated by 350 um. The images were obtained using an axioscan microscope
(Axioscan Z1, Zeiss, Oberkochen, Germany) with a 20X objective. The number of EDU-
positive cells in the subgranular zone of the hippocampal dentate gyrus was counted
manually on serial coronal sections along the hippocampus.

2.8. RNA-Sequencing Analysis
2.8.1. RNA Extraction

Total RNA was extracted from hippocampal tissues using RNeasy Lipid Tissue Mini
kit (1023539, QIAGEN; n = 4/group for males and n = 5/group for females). Freshly
dissected tissue was disrupted using a polytron (PT2500E, Kinematica, Malters, Switzer-
land), homogenized in 900 uL of QIAzol lysis reagent, before chloroform extraction. After
centrifugation (12,000 g, 15 min at 4 °C), the supernatant is recovered and RNA was
precipitated with 70% ethanol, and transferred in RNeasy Mini spin column, washed and
eluted in 40 pL RNase-free water. Quantity and quality were checked using a fluorometer
(Qubit, ThermoFisher Scientific) and a capillary electrophoresis machine (Bioanalyzer, Agi-
lent, Santa Clara, CA, USA). All samples have an RNA integrity number above 7, a ratio
285/18S above 1.6, and sufficient RNA quantity for RNA-sequencing.

2.8.2. RNA-Sequencing Analysis

RNA-sequencing (RNA-seq) libraries were generated (n = 5 for females and n = 4 for
males from each group) from 300 ng of total RNA using TruSeq Stranded mRNA Library
Prep Kit (20020595, Illumina, San Diego, CA, USA) and IDT for Illumina—TruSeq RNA
UD Indexes (96 Indexes, 96 Samples) (20040871, Illumina), according to manufacturer’s
instructions. Briefly, following purification with poly-T oligo attached magnetic beads,
the mRNA was fragmented using divalent cations at 94 °C for 8 min. The cleaved RNA
fragments were copied into first-strand cDNA using reverse transcriptase and random
primers. Strand specificity was achieved by replacing dTTP with dUTP during second
strand cDNA synthesis using DNA Polymerase I and RNase H. Following the addition
of a single “A’ base and subsequent ligation of the adapter on double-stranded cDNA
fragments, the products were purified and enriched with PCR [30 s at 98 °C; (10 s at
98 °C,30s at 60 °C, 30 s at 72 °C) x 12 cycles; 5 min at 72 °C] to create the cDNA library.
Surplus PCR primers were removed by purification using SPRI select beads (wsr-410564,
Beckman-Coulter, Brea, CA, USA) and the final cDNA libraries were checked for quality
and quantified using capillary electrophoresis [average size ranging from 200 to 600 bp
and limited presence of adapter dimers (120-130 bp band)]. Sequencing was performed on
the Illumina Genome HiSeq 4000 and NextSeq 2000 as single-end 50-base reads following
manufacturer’s instructions.

2.8.3. Data Processing

Cutadapt 1.10 (—-anywhere “A{100}” --quality-cutoff 20,20 --adapter AGATCGGAA-
GAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC --minimum-length 40) was used to trim adapter
and low-quality (Phred quality score bellow 20) bases and remove reads shorter than 40 bp
after trimming. Reads mapping to rRNA sequences were also discarded. Reads were then
mapped onto the mm10 assembly of Mus musculus genome using STAR version 2.5.3a
(--twopassMode Basic) [34]. Gene expression was quantified using htseq-count release
0.6.1p1 (--mode union --minaqual 10) [35] and gene annotations from Ensemb] release 102.
Statistical analysis was performed using R and DESeq2 1.16.1 Bioconductor library [36].
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From expression matrix, gene set enrichment analysis was performed using GSEA
software version 4.3.2 available on www.gsea-msigdb.org. We ran our expression dataset
against a library of 10,673 ontology gene sets (7842 biological process, 1028 cellular compo-
nent, 1803 molecular function; m5.all.v2022.1. Mm.symbols.gmt). The statistical significance
(nominal p value) of the enrichment score (ES) was estimated by running 1000 gene set
permutations. The ES was normalized (NES) to account for the size of the gene set. To
adjust for multiple testing across the 10,673 gene sets, we computed the false discovery rate
(FDR) and controlled the FDR at 25%, which corresponds to the threshold recommended
in the GSEA user guide. Gene sets enrichment network was visualized using cytoscape
software version 3.9.1. Clusters of gene sets were automatically annotated using spec-
tral clustering of protein sequences (SCPS) cluster algorithm (label column: name, label
algorithm: adjacent words, 3 words per label). Clusters with less than 5 set genes were
removed to allow a better visualization. In addition, from GSEA results, we performed a
leading edge analysis (LEA) of common mitochondria-related gene sets between males
and females, to identify whether the genes most involved in enriching these gene sets
are similar between both sexes. The genes that participate in the enrichment of at least
50% of the gene sets for LEA analysis for each sex were kept and considered as the most
relevant genes.

Sequencing data that support the findings of this study have been deposited in the
NCBI's Gene Expression Omnibus (GEO) database (GSE167123).

2.9. Mass Spectrometry
2.9.1. Protein Extraction

Hippocampal proteins were extracted from frozen tissue (—80 °C). Hippocampal tissue
was sonicated on ice in 200 pL of Tris buffer containing 10% sucrose (pH 7.4) and homoge-
nized at 4 °C for 1 h using a rotating mixer (714-459-0784, Benchmark). Homogenates were
kept at —80 °C until use. Protein concentrations were quantified using a bicinchoninic acid
(BCA) protein assay (1023539, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Briefly, 25 pL
of 1:10 diluted sample and a range of bovine serum albumin (BSA) from 0 to 2000 pg/mL
were loaded to a 96-well plate. Then, 200 uL of reagent (196 uL reagent A + 4 pL reagent B)
were added. After 30 min at 37 °C, absorbance at 570 nm was measured using a photometer
(multiskan FC, Thermo Fisher Scientific).

2.9.2. Proteomic Preparation

A shotgun bottom-up proteomic approach was carried out. All samples were resus-
pended in 100 pL of ammonium bicarbonate buffer (NH4HCOj3, 50 mM) and 50 pL of
denaturation buffer (urea 6 M) were added, and the mixture was incubated and sonicated
for 5 min. After denaturation, 50 pL of reduction buffer (Dithiothreitol- DTT 40 mM) were
added to the sample, and incubated at 56 °C for 40 min. Next, 50 pL of alkylation buffer
(Iodoacetamide IAA 100 mM) were added to the sample, and the mixture was incubated in
darkness for 40 min to allow for alkylation. To neutralize the free IAA, 50 uL of 600 mM
Thio-urea buffer were added to the samples. A subsequent addition of 200 pL of ammo-
nium bicarbonate buffer was made to reduce the urea concentration to below 1 M. For
enzymatic digestion, a final concentration of 3% trypsin (3 ug trypsin/100 pg protein)
was added to the diluted samples, and the mixture was incubated overnight at 37 °C.
To stop the digestion process, 10 uL of 5% trifluoroacetic acid (TFA) were added to the
digested sample. Finally, the samples were dried using a SpeedVac. Prior to nLC-MS/MS
analysis, the samples were desalted using ZipTip C-18 (ZTC185096, Millipore, Burlington,
MA, USA).
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2.9.3. NanoLC-MS/MS Analysis

The digested proteins were analyzed utilizing a Nano Acquity UPLC system (Waters)
connected to a Q-Exactive Orbitrap mass spectrometer (ThermoFisher Scientific) through a
Nanospray Flex source. The samples were separated by means of an online reversed phase,
using a pre-concentration column (nanoAcquity Symmetry C18,5 pum, 180 pm x 20 mm)
and an analytical column (nanoAcquity BEH C18, 1.7 pm, 75 pm x 250 mm). The peptides
were separated by applying a linear gradient of acetonitrile in 0.1% formic acid (5-30%)
for 2 h, at a flow rate of 300 nl/min. The Q-Exactive was operated in data-dependent
acquisition (DDA) mode defined to analyze the ten most intense ions of MS analysis
(Top 10). The MS analysis was performed with a m/z mass range between 300 and 1600,
resolution of 70,000 FWHM, AGC of 3e6 ions and maximum injection time of 120 ms. The
MS/MS analysis was performed with a m/z mass range between 200 to 2000, AGC of 5e4
ions, maximum injection time of 60 ms and resolution set at 17,500 FWHM. Higher energy
collision dissociation (HCD) was set to 30%. Precursors ions with charges states >+1 and
<+8 were kept for the fragmentation, with a dynamic exclusion time of 20 s.

2.9.4. Data Processing

The proteins were identified by comparing all MS/MS data with the proteome
database of Mus musculus (Uniprot, release December 2021, 86,492 entries), using the
MaxQuant software version 2.0.3.0 [37]. The oxidation of methionine and N-terminal
protein acetylation were defined as variable modifications. The carbamidomethylation
of cysteine was chosen as a fixed modification. Label-free quantification (LFQ) was done
keeping the default parameters of the MaxLFQ algorithm [38]. The digestion parameters
were defined using trypsin with 2 maximum missed cleavages. The protein and peptide
identification parameters were carried out with a false discovery rate (FDR) of 1%, and a
minimum of 2 peptides per protein including 1 unique. Next, the analysis was conducted
by Perseus software (https://maxquant.net/perseus/, accessed on 15 April 2023) version
1.6.10.43 [39]. The LFQ intensity of each sample was downloaded in Perseus and the data
matrix was filtered by removing the potential contaminants, reverse and only identified by
site. The data were then transformed using the log2(x).

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange
Consortium via the PRIDE [40] partner repository with the dataset identifier PXD045639.

2.10. Regulon Analysis

To analyze the transcription factor (TF) activity in maternal high-fat vs. chow diet
mice, we leveraged both transcriptomics and proteomics data using co-expression network
analysis and TF motif analysis. Similarly to the SCENIC R package designed for TF module
analysis in single cell data [41], we used the package R GENIE3 using random forest
machine learning method to infer regulatory link [42] and the CisTarget database to perform
TF motif enrichment [41] and keep TF-gene links with evidence of direct interaction.

Briefly, the transcriptomics data were filtered to conserved only genes with more
than 1 count per million reads in at least 10% of the samples, and the proteomics data
were filtered to conserved only proteins without missing values and then transform using
log2. Mice TFs were annotated thanks to the TRRUST database v2 [43]. Twenty mice
samples were shared between transcriptomics and proteomics data and then used for
downstream analysis. GENIE3 function was used to calculate the regulatory link score
between TF and gene, based on TF abundance and gene expression correlation. Each
regulatory link was then assigned a sense (positive or negative regulation) using the sign
of the spearman correlation coefficient. Only TF-gene links with a link score of more than
0.02 were conserved and five candidates modules based on different filtering threshold
were created by TF: (i) keeping all TF-gene pairs with a regulatory score greater than 0.02;
(ii) keeping all TF-gene pairs with a regulatory score greater than 0.05; (iii) keeping the top
50 genes by TF; and (iv) keeping the top 5 TF by gene targets or (v) keeping the top 10 TF
by gene targets.
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TF motif enrichment was then performed on these TF modules candidates using
the fgsea package [44] and the mouse musculus motif ranking (v10) of the CisTarget
database. We used the motifs ranking spanning a 10 kb window around TSS (available
here https:/ /resources.aertslab.org/cistarget/databases/mus_musculus/mm10/refseq_r8
0/mc_v10_clust/gene_based/mm10_10kbp_up_10kbp_down_full_tx_v10_clust.genes_vs_
motifs.rankings.feather, accessed on 13 June 2023). Only TF modules candidates with a
corresponding TF motif enrichment at adjusted p-value < 0.05 were conserved and were
then filtered to keep only the leading edges genes for each TF motif. All enriched and
filtered modules were merged by TF to obtain the final TF regulon. To confirm relevance
of this approach to infer direct TF-gene interaction, we used a publicly available mouse
hippocampus ChIP-seq data for Mecp2 regulon (GSE71126_RAW). We found that the
ChIP-seq signal value of Mecp2 (binding intensity) was significantly greater (adjusted
p-value < 0.001, rank-sum Wilcoxon test) in genes of the Mecp2 regulon than in other genes
(data available at https://github.com/AlexandrePelletier/HippoProgRegulome, accessed
on 10 September 2023).

Finally, the fgsea package was used to assess the enrichment of TF regulons in dif-
ferentially expressed genes in maternal high-fat vs. chow diet mice. Only TFs regulons
with INES| > 2 and adjusted p-value < 0.05 were considered as positively or negatively
enriched in maternal high-fat vs. chow diet mice. The enrichment of genes associated with
these regulons was analyzed using the gene ontology (GO biological process, GO molecular
function and GO cellular component) and the Kyoto encyclopedia of genes and genomes
(KEGG) databases.

The R script is available at https://github.com/AlexandrePelletier /HippoProgRegul
ome, accessed on 10 September 2023.

2.11. Statistics

Image acquisition and quantification, as well as metabolic and behavioral evalua-
tions, were performed by investigators blind to the experimental condition. Values are
expressed as mean =+ standard error of the mean (SEM). Normality of the distribution
and homoscedasticity were checked using Shapiro-Wilk test and F or Bartlett tests, re-
spectively. Differences between mean values were determined using two-tailed unpaired
Student’s t-test, one sample t-test or two-way ANOVA followed by a post hoc Tukey’s
multiple comparisons test using GraphPad Prism version 9.0.0 software. p-values < 0.05
were considered significant.

3. Results
3.1. Maternal High-Fat Diet Increases Body Weight Gain during Lactation in Offspring, and
Induces a Glucose Intolerance in Adult Males

We evaluated the consequences of a maternal HF in both male and female offspring
on physiological and metabolic parameters at 7 months of age before the onset of aging
processes.

During lactation, the maternal HF decreases the body weight of dams associated with
increased food intake (Supplementary Data S1) and increases the body weight of male
and female offspring at P21 (males: p = 0.010, females: p = 0.001, unpaired ¢-test, Table 1).
This increase is not sustained over time, as there is no significant change at 7 months of
age and the body weight is even reduced in 7-month-old male offspring from HF mothers
(p = 0.006, unpaired t-test). Similarly, there is no change in plasma metabolic parameters
(free fatty acid, triglyceride, cholesterol), nor in glycaemia and body temperature. However,
insulinemia after 6 h of fasting was significantly reduced by the maternal HF in 7-month-old
male offspring (p = 0.030, unpaired t-test), but was not modified in females, suggesting
sexual dimorphism in this parameter (Table 1).


https://resources.aertslab.org/cistarget/databases/mus_musculus/mm10/refseq_r80/mc_v10_clust/gene_based/mm10_10kbp_up_10kbp_down_full_tx_v10_clust.genes_vs_motifs.rankings.feather
https://resources.aertslab.org/cistarget/databases/mus_musculus/mm10/refseq_r80/mc_v10_clust/gene_based/mm10_10kbp_up_10kbp_down_full_tx_v10_clust.genes_vs_motifs.rankings.feather
https://resources.aertslab.org/cistarget/databases/mus_musculus/mm10/refseq_r80/mc_v10_clust/gene_based/mm10_10kbp_up_10kbp_down_full_tx_v10_clust.genes_vs_motifs.rankings.feather
https://github.com/AlexandrePelletier/HippoProgRegulome
https://github.com/AlexandrePelletier/HippoProgRegulome
https://github.com/AlexandrePelletier/HippoProgRegulome

Nutrients 2023, 15, 4691

9o0f23

Table 1. Effect of maternal high-fat diet during lactation on physiological and metabolic parameters
in male and female offspring.

Parameters wC & WH & Significance WC @ WH @ Significance
Body weight at P21 (g) 8.6 + 0.3 9.7+ 0.3 p = 0.010; ** 82402 100402  p=0.001; ***
Body weight at the 343 + 0.7 304+10  p=0006*  242+07 234408 p=0.765
sacrifice—7 months (g)
Glycemia fasting (6 h) B _
7 months (mg/dL) 166.7 £ 5.5 1572 + 6.8 p=0284 1548 £48 1514 +62 p = 0.666
Insulinemia fasting (6 h) _ % _
N months (ug/L) 0.7 £ 0.05 0.5 £ 0.07 p = 0.030; 034004 03001 p=0.128
Free fatty acid—7months -, , 3 0.1 = 0.04 p=0.862 02+002  0.2+002 p = 0594
(mmol/L)
Triglyceride—7 months 53.7 +10.5 64.0 +7.3 p=0.431 459434 489429 p=0578
(mg/dL)
Cholesterol-—7 months 617 £ 10.1 653 +7.9 p=0788 501437 477435 p =0.659
(mg/dL)
Temperature (°C) 37.6 +0.1 375+ 0.1 p =0.540 374+01  373+0.1 p=0.693

Glycemia (mg/dl)

Values are represented as mean 4= SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. WC mice and respective sex using
Student’s unpaired t-test. Significant differences are indicated in bold. n = 19 WC females; n = 19 WH females;
n =17 WC males; n = 17 WH males.

3.2. Maternal High-Fat Diet Leads to Glucose Intolerance in a Sex-Dependent Manner in Offspring

To evaluate the impact of maternal HF on glucose metabolism, we challenged the
3-month-old mice with an intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) and monitored
glycaemia at different time points. Interestingly, the results indicate that the maternal HF
induces a greater increase in glycaemia in male offspring at 15 min post-glucose injection,
with a return to baseline at 120 min, suggesting a glucose intolerance (Figure 2A, p < 0.001
at 15 min following glucose injection, 2-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test).
Furthermore, this effect was sex-dependent since it was not observed in females (Figure 2B).
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Figure 2. Effect of maternal high-fat diet during lactation on intraperitoneal glucose tolerance test
(IPGTT) in 3-month-old male and female offspring. Glycaemia changes during IPGTT over time,
respectively in males (A) and females (B). Values are represented as mean £ SEM. *** p < 0.001 vs.
WC mice using two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. n = 19 WC females; n = 19 WH
females; n = 17 WC males; n = 17 WH males.

3.3. Maternal High-Fat Diet Impairs Long-Term Spatial Memory in Offspring

Although the aim of this study was to focus on stages before the onset of aging pro-
cesses, including cognitive disorders, we tested the long-term spatial memory of 6-month-
old mice. Indeed, some studies report cognitive impairment at early stages [22,45,46],
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although these results are still debated. Before studying the mice’s memory, we verified
that the maternal HF did not alter the mice’s locomotion and anxiety, using the open field
test and the elevated plus maze task, respectively. The data showed no difference, enabling
us to carry out memory tests without bias (Supplementary Data S2). Next, we evaluated
long-term spatial memory using the Barnes maze, which is a hippocampus-dependent task.
During the learning phase, all groups showed a decrease in the distance moved across trials
(p < 0.001, two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test) (Figure 3A,B). Seventy-two
hours following learning, a probe trial was performed to assess long-term spatial memory.
Male and female WC mice explored the target quadrant significantly more than the other
quadrants (males: p = 0.005, females: p < 0.001, two-way ANOVA followed by Tukey’s post
hoc test), suggesting that they learned properly. Conversely, male and female mice from HF
mothers did not explore the target quadrant significantly more than the other quadrants
(males: p = 0.242, females: p = 0.064, two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test)
(Figure 3C,D). In line with this, only WH males and females explore the target quadrant
more than 25% (chance level) of time (males: WC p = 0.006, WH p = 0.0224; females: WC
p <0.001, WH p = 0.1199; one sample t-test). These data indicate that the maternal HF
impairs long-term spatial memory in adult offspring, suggesting hippocampal dysfunction
in both sexes.
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Figure 3. Effect of maternal high-fat diet during lactation on long-term spatial memory analysis
using the Barnes maze task in 6-month-old male and female offspring. (A,B) Distance moved during
the learning phase representing the capacity to find the escape box during the four days of training,
respectively, in male and female offspring. (C,D) Percentages of time spent in the target and other
quadrants during the probe test, 72 h after the last day of learning, respectively, in male and female
offspring. The dotted line corresponds to the theoretical percentage chance of exploring the quadrant.
Values are represented as mean + SEM. ** p < 0.01 vs. WC using two-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test. n = 13 WC females; n = 11 WH females; n = 6 WC males; n = 10 WH males.
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3.4. Maternal High-Fat Diet Increases the Number of Proliferating Neural Stem Cells in the
Subgranular Zone in Male Offspring

Past studies suggest that a maternal HF can modify adult hippocampal neurogenesis
(AHN) [47], and that the dysregulation of AHN could lead to cognitive impairments [48].
To address this question, we injected intraperitoneally 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EDU),
a modified thymidine analog that is incorporated into nascent DNA during cell division.
The mice were sacrificed 21 days after the last injection, at 7 months of age. EDU" cell
count in the subgranular zone of the dentate gyrus of the hippocampus, the region where
AHN takes place, indicates that the maternal HF induced an increase of AHN in male
offspring (p = 0.002, unpaired t-test) (Figure 4A,C). In contrast, this effect was not observed
in females, suggesting sexual dimorphism (Figure 4B,D).
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Figure 4. Effect of maternal high-fat diet during lactation on adult hippocampal neurogenesis of
dentate gyrus cells in 7-month-old male and female offspring. (A,B) EDU incorporation in the cells
of the subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus (red arrow), respectively, in male and female
offspring. EDU was injected 21 days before sacrifice. (C,D) Quantification of the total number of
proliferating cells in the SGZ (EDU positive) respectively, in male and female offspring. Values are
represented as mean £ SEM. ** p < 0.01 vs. WC mice using Student’s unpaired t-test. n =7 WC
females; n =7 WH females; n = 4 WC males; n = 8 WH males.

3.5. Maternal High-Fat Diet Impairs Hippocampal Transcriptome in a Sex-Dependent Manner in
the Offspring

To identify early-deregulated biological pathways that may explain the observed
cognitive alteration (Figure 3), we performed a hippocampal transcriptome analysis of
7-month-old offspring by RNA-seq. Gene set enrichment analysis (GSEA) reveals that
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the maternal HF leads to marked changes in the hippocampal transcriptome in both 7-
month-old male and female offspring. In male offspring, among the 176 gene sets that
were significantly modified by the maternal HF, 110 exhibited an activation whereas 66
showed an inhibition (Figure 5A). The effect of maternal HF in female offspring appears
less prominent, with 82 gene sets significantly enriched, including 71 and 11 showing an
activation and an inhibition by the maternal HF, respectively (Figure 5A).
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Figure 5. Sex comparison of gene set enrichment analysis (GSEA) results from the hippocampal
transcriptome of 7-month-old male and female offspring. (A) The Venn diagram represents the
number of gene ontology (GO) terms significantly enriched (false discovery rate < 0.25) in terms
of cellular components, biological pathways and molecular functions in GSEA. (B) Heatmap of the
22 common significantly deregulated gene sets by the maternal high-fat diet between male and
female offspring and associated significance. n = 5 WC females; n = 5 WH females; n = 4 WC males;
n =4 WH males. = pathways increased by the maternal high-fat diet. \, = pathways decreased by
the maternal high-fat diet.

Cluster analysis allowed the identification of the biological functions of the enriched
gene sets (Figure 6). In males, there are two large clusters with gene sets associated with
postsynaptic component synaptic and dynein motile cilium. There are also seven other
clusters with a lower number of enriched gene sets, including five linked to metabolic
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processes (complex iv mitochondrial, cholesterol efflux lipid, catabolic process acid, glu-
tathione metabolic thyroid and metal ion homeostasis) and two linked to immunity (antigen
mhc processing and suppression release host). Apart from the synapse-related cluster, all
gene set clusters are increased by the maternal HE. In 7-month-old females, a large cluster
of gene sets associated with mitochondrial ribosomal subunit is increased by the mater-
nal HF. In addition to this cluster, four gene set clusters are enriched: two are decreased
(component presynaptic active and voltage gated channel) and two are increased (cell
regulation positive and endopeptidase peptidase regulator). Interestingly, although some
sex-specific gene sets differences are observed, such as the cilium found only in males,
commonalities are also present. The synapse appears to be affected in both males and
females, with a reduction in related gene sets by the maternal HE. Mitochondria were also
affected in both males and females, with related gene sets increased by the maternal HF.
Notably, 20 mitochondria-related gene sets are enriched in both males and females, with a
higher significance (FDR g-value) in females (Figures 5B and 6). In addition, leading edge
analysis (LEA) of common mitochondria-related gene sets between males and females,
which allowed the identification of the genes mostly involved in enriching these gene sets,
indicated that several genes involved in oxidative phosphorylation complexes, are key
targets of the maternal HF, in particular in females. Taken together, these data indicate that
the maternal HF significantly modifies the hippocampal transcriptome of 7-month-old male
and female offspring with particular alterations of mitochondrial and synaptic pathways.
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Figure 6. Network analysis of gene set enrichment analysis (GSEA) results from the hippocampal
transcriptome of 7-month-old male and female offspring. The network, built using Cytoscpape,
shows gene ontology (GO) terms significantly enriched (false discovery rate < 0.25) in terms of
cellular components, biological pathways and molecular functions in GSEA (males on the left and
females on the right). Groups with fewer than 5 gene sets were deleted. n =5 WC females; n =5 WH
females; n = 4 WC males; n = 4 WH males.
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3.6. Identification of Upstream Regulators Triggering Changes in Gene Expression Induced by
Maternal High-Fat Diet

Since it is now widely accepted that transcriptome and proteome changes are not
always correlated in response to environmental modifications, we also performed analysis
of the hippocampal proteome of 7-month-old male and female offspring by tandem mass
spectrometry (using the same animals for RNAseq and mass spectrometry studies). GSEA
analysis indicated that the maternal HF modifies very few enriched protein sets in 7-month-
old offspring, with two clusters in males (motive atp respiration increased and negative
regulation actin decreased) and none in females (Supplementary Data S3). In order to get
an overview and to integrate hippocampal transcriptomic and proteomic data, we studied
the regulome of 7-month-old offspring. Briefly, the aim of this approach is to identify
regulons (a group of genes that co-vary and are regulated by the same transcription factor)
and finally to identify whether each identified regulon is associated with the maternal HF.
Five regulons are found respectively deregulated by the maternal HF in males (Apexl1,
Ctnnb1, Mecp2, Sfpq, Trim28) and females (Ctnnb1, Fhl2, Hdac2, Myef2, Smarca5), and
only one is common to both sexes (Ctnnb1) (Figure 7). Interestingly, all these regulons
exhibit increased expression of their genes by the maternal HF (NES > 0).
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Figure 7. Identification of regulons deregulated by the maternal high-fat diet from hippocampal
transcriptome and proteome data of 7-month-old male and female offspring. The bar plots represent
regulons significantly (adjusted p-value < 0.001 and |normalized enrichment score (NES) | > 2)
enriched in upregulated /downregulated genes in WH mice (females on the left and males on the
right). A positive NES means that the regulon is enriched in upregulated genes. In the regulon name,
“up” and “down” correspond to the activating or inhibiting effect of the transcription factor on the
regulon genes, respectively.

Pathway enrichment analysis indicated that, although males and females have only
one common regulon deregulated by maternal HF, the other regulons are associated with
similar functions in both sexes (Figure 8). In males, the Mecp2, Apex1 and Sfpq regulons
are associated with metabolic processes, cellular respiration, and RNA-related processes.
In females, the Myef2, Fhl2 and Smarca5 regulons are also associated with these functions.
The Ctnnb1 regulon, which is deregulated in both sexes, is involved in metabolic processes
and cellular respiration. However, there are also differences: blood vessels appear to be
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affected only in male offspring (Mecp2 and Trim28 regulons), while cytokine production is
deregulated only in females (Hdac2 regulon), suggesting sexual dimorphism.
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Figure 8. Analysis of pathway enrichment in regulons associated with maternal high-fat diet in
7-month-old male and female offspring. (A,B) The heatmap represents the top 5 gene ontology terms
(biological processes, molecular functions and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG))
enriched in each of the regulons in Figure 7, respectively, in male and female offspring. * p < 0.05,

*p < 0.01, ** p < 0.001.

4. Discussion

It is now widely accepted that, according to the concept of the developmental origin
of health and diseases (DOHaD) [7], a maternal high-fat diet (HF) during the early stages
of life induces long-lasting changes, such as metabolic [49] and cognitive dysfunctions [15].
Indeed, the perinatal period is a critical window for brain development with peak mat-
uration occurring during lactation in rodents, which corresponds to the last trimester of
gestation in humans. As a result, this period is particularly sensitive to environmental
stresses [29]. At present, numerous studies investigating the consequences of a mater-
nal HF on the central nervous system have demonstrated the deleterious effects on the
hypothalamus to explain metabolic disorders [49-51]. On the other hand, few studies
have examined the impact on the hippocampus, even though this structure is sensitive to
metabolic disorders and is involved in cognitive processes [18]. Indeed, the hippocampus
represents a central computing center in the brain, capable of detecting and responding
to various stresses [52]. Some recent studies have investigated the impact of a maternal
HF on hippocampal synaptic plasticity [19,22,24,45,53], neuroinflammation [54], and on
cognition [16,17]. However, they did not combine integrated experimental approaches,



Nutrients 2023, 15, 4691

16 of 23

such as behavioral tasks and a multi-omics strategy, nor did they take into account the
sexual dimorphism that has been demonstrated to exist in the brain [55,56], as well as in
response to perinatal environmental changes [21,26-28]. The present study focused on
the effects of maternal HF during lactation in the young adult male and female offspring
and examined, via a multi-omics approach, the integrated consequences on hippocampal
transcriptome, proteome and regulome in order to identify early programming mechanisms
putatively involved in cognitive disorders.

At the metabolic level, we show that a maternal HF during lactation decreases the
body weight of dams and increases that of the offspring at weaning, suggesting an “energy
transfer”. These results are in line with a recent meta-analysis of animals indicating
that a maternal HF increases body weight of offspring at weaning [57]. Several studies
suggest that this effect is due to richer milk and/or increased milk consumption caused by
modified maternal behavior [58,59]. In our study, the increased body weight observed in
weaned mice from maternal HF was normalized in adulthood, whereas it is usually still
augmented in other reports probably reflecting strong heterogeneity between studies [57].
The absence of long-term effects of maternal HF on offspring body weight is correlated with
normal concentrations of plasma triglyceride, cholesterol and free-fatty acids. In addition,
maternal HF did not modify fasting glycaemia as well as body temperature, suggesting
that in 7-month-old animals, maternal HF has few consequences on offspring metabolic
parameters. However, male offspring from dams that were fed a HF failed to respond to
a supra-physiological glucose load suggesting mild glucose intolerance presumably due
to altered insulin secretion. This effect is consistent with the decrease in insulin-fasting
levels in this experimental group. However, since we performed the glucose tolerance
test at 3 months of age and measured insulin levels at 7 months of age, future studies
are clearly required to better analyze sex-dimorphic effects of maternal HF on glucose
homeostasis in the offspring. Indeed several studies have also reported disturbances in
glucose homeostasis induced by a maternal HF [22], whereas others show no change [60]
or a beneficial effect of the diet [27]. Moreover, the mild glucose intolerance observed only
in males runs counter to Daerden and Balthasar’s study showing that a maternal high-
fat/high-sugar diet during the perinatal period induces glucose intolerance only in female
offspring [61]. These apparently contradictory results may be explained by different diet
application periods, strains and diet compositions, but also by the age of the offspring. It is
possible that glucose homeostasis alterations would appear in older animals in particular if
they are still fed by HF after weaning [62].

In humans, a meta-analysis indicates that maternal obesity induces neurodevelop-
mental impairments leading to cognitive disorders (attention deficit hyperactivity disorder,
autism spectrum disorder, and emotional and behavioral problems) in the offspring [15].
Similarly, a recent study of a cohort of 11,276 children associated an increase in body mass
index in pregnant women with a decrease in various cognitive scores in the adolescents [63].
In line, several studies applying a maternal HF before mating, during gestation, and lacta-
tion show impaired long-term spatial memory in adult offspring [23,45,46]. This effect is
long-lasting and can be passed on to subsequent generations [22]. Accordingly, we show
here that the maternal HF during lactation impairs long-term spatial memory in male and
female offspring, without locomotor or anxiety disorders, indicating that application of
maternal HF during a shorter period (lactation) is sufficient to induce memory alterations.
This also suggests that the hippocampus is a sensitive and early target of maternal HF in
the offspring.

To date, although it has been published that maternal HF exerts long-lasting cog-
nitive impairments associated with synaptic changes in the hippocampus of adult off-
spring [19,22,45,53], no global, unbiased and integrative approaches have been reported.
Using a multi-omics approach, combining hippocampal transcriptome and proteome anal-
ysis of 7-month-old male and female mice, we show that there is a profound change in the
hippocampal transcriptome in 7-month-old animals, when cognitive decline is observed.
The gene sets decreased by the maternal HF in males and females are mainly associated
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with synaptic processes, and those increased with mitochondrial processes. However, the
genes involved in the enrichment of these gene sets are different according to sex, suggest-
ing that although the biological consequences are similar, the genes responsible for this
deregulation are different between males and females. Such sex-specific divergent trajecto-
ries of gene expression have already been observed in the placenta of mice from maternal
HF [64]. The biological mechanisms involved in sex-specific effects of maternal HF are not
fully understood but may result from sex hormones that can modify the developmental
trajectory and the susceptibility to environmental insults [28]. Future studies will need to
investigate the way by which maternal HF programs gene expression in a sex-dependent
manner. The decrease in synaptic processes is in line with studies showing a cognitive de-
cline. Indeed, it has been reported that an obesogenic diet induces a loss of dendritic spines
and alterations in their morphology in the adult offspring hippocampus [22,45,53,65], and
decreases synaptic protein expression [19]. As synapses play a fundamental role in memory
mechanisms, their loss could be at the root of the observed cognitive declines. Interestingly,
transcriptome analysis of total fetal brain showed that a maternal HF also induced dereg-
ulation of genes associated with synapse organization, suggesting that synaptic changes
in adulthood may be the result of modifications during neurodevelopment [66]. More
surprising is the increase in mitochondrial-related gene sets by the maternal diet. Indeed,
it is widely accepted that mitochondrial processes decline during aging [67,68], neurode-
generative diseases [69], or cognitive impairment [70]. Similarly, several studies indicate
that a maternal HF can program a later decrease in brain mitochondria function [71,72],
although no studies have been carried out in the hippocampus. Conversely, an increase
in mitochondprial function, by a physical exercise for example, is associated with positive
consequences, such as memory improvement [73]. However, a study on the regulation of
the oxidative phosphorylation chain during aging indicates that complexes I, II, IV, and V
are decreased at 24 months of age in mice, but that they are increased at 12 and 18 months
of age [74]. The authors suggest that an adaptive mechanism is put in place to compensate
for brain dysfunctions such as synaptic loss, which is also reported in a second study [75].
In fact, in a healthy young individual, the increase in the oxidative phosphorylation chain
increases ATP production, which in turn increases neurotransmitter release and memory
processes [76]. It is thus plausible that the increased mitochondrial activity in young adults
from maternal HF occurs to limit the brain dysfunction and synapses alterations. One could
speculate that mitochondrial activity would decrease in the long-term, promoting acceler-
ated hippocampal aging and cognitive dysfunctions. In addition to the biological pathways
impacted by the maternal HF in both males and females, others are sex-dependent. Among
these pathways, gene sets associated with the cilium are increased by the diet only in male
offspring. The primary cilium corresponds to an extension of the plasma membrane and
has a primarily sensory role. In the brain, it is found in neurons and astrocytes, where
it plays a role in regulating metabolism [77] and cognition [78]. Moreover, the primary
cilium is also required during neurogenesis. Indeed, ablation of the primary cilium reduces
the formation and proliferation of neural stem cells in the dentate gyrus, and alters the
maturation of newly formed neurons [79]. Thus, an increase in primary cilium-related
pathways could enhance neurogenesis, which may represent an adaptive mechanism to
limit hippocampal alterations. In line with this, in the present study, we have also shown
that the maternal HF during lactation increases adult hippocampal neurogenesis (AHN)
only in male offspring. However, as with the increase in mitochondprial function, this result
may seem surprising. Indeed, it has been reported in a mouse model of Alzheimer’s disease
that neural stem cell ablation improves memory, suggesting a beneficial effect of AHN on
cognitive processes [80]. In this sense, it has also been shown that the increase in AHN by
physical exercise [81] or in transgenic mouse models [82] reduces age-related cognitive de-
cline. In addition, studies indicate that a maternal HF during the perinatal period decreases
cell proliferation and differentiation during AHN, altering memory [83,84]. However, other
studies agree with our results, showing an increase in the number of stem cells and newly
formed neurons in offspring whose mothers were fed a HE. In contrast, the authors show
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a decrease in the number of mature neurons [47], which is also reported in chronic early
stresses [85]. This study suggests the importance of studying the maturation phase of
newly formed neurons, which could be the subject of future work. Indeed, studies indicate
that neurons with maturation defects do not function properly and cannot participate in
the cognitive process. On the other hand, the increase in AHN could, in the same way as
for mitochondria, be a compensatory mechanism in response to stress, but not sufficient to
maintain functional cognitive processes. Moreover, this notable effect on AHN is present
only in male offspring, suggesting sexual dimorphism which, to our knowledge, has never
been shown in this context. These data need to be clarified, as gender-specific effects
on neurogenesis vary widely depending on the study, the stress applied and the age of
the animals.

The GSEA analysis suggests that the maternal HF has a small effect on the proteome,
reinforcing the idea that there is therefore no correlation between the transcriptome and the
proteome [86]. Nevertheless, proteomics data combined with transcriptomics data enabled
us to develop a more integrative approach by performing a regulome analysis. This enabled
us to identify regulators (transcription factors) deregulated at protein level by the maternal
HF, which are associated with a modified expression of a group of genes known as regulon.
In 7-month-old animals, the maternal HF induced a significant increase in several regulons
in sex-specific manner. Interestingly, although the regulons differ according to sex, the
associated biological functions are similar. Indeed, the regulons are mainly involved in
mitochondrial respiration and the purine pathway. Interestingly, mitochondria supply
precursors for purine de novo biosynthesis suggesting that the increase in mitochondrial
function may participate in enhancing the purine pathway [87]. Future studies will be
clearly required to analyze the consequences of maternal HF on the hippocampal mitochon-
dria functionality and respiration in the offspring [88]. Moreover, these analyses allow us
to target upstream regulators that could be interesting targets to better understand how
the maternal HF modifies mitochondrial processes. Furthermore, it should be noted that
only one regulon is common between the two sexes: Ctnnb1. Nevertheless, analyses of the
top 50 most deregulated genes in this regulon indicates that none are in common between
the two sexes, suggesting that gene deregulations differing according to sex can have the
same consequences. Finally, this analysis also reveals differences between the sexes, with
regulons deregulated by the diet associated with vascularization in males (Mecp2 and
Trim28) and with cytokine production in females (Hdac2).

5. Conclusions

In summary, our results indicate that the application of a maternal HF only during lac-
tation induces long-term memory impairment in adult mice offspring, associated with mild
glucose intolerance only in males. Furthermore, the multi-omics and integrative approach
(transcriptomics, proteomics, and regulomics) enabled us to show that hippocampal synap-
tic and mitochondrial processes are impacted by the maternal HF in both male and female
offspring. However, although the biological consequences seem similar, the genes and
proteins deregulated upstream appear to differ between the sexes. Finally, this approach,
which has never before been carried out in this context, enables us to demonstrate that the
hippocampus of the offspring is a sensitive and early-affected target of maternal HF. In addi-
tion, the effects of maternal HF reported here may help to better characterize sex-dependent
molecular pathways involved in cognitive disorders and neurodegenerative diseases.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /nu15214691/s1, Table S1: Diet composition. Percentages of
protein, fat and carbohydrates in each diet, and associated total amount of kilocalories per kilogram
of body weight. Supplementary Data S1: Body weight and food intake of dams during lactation.
(A) Body weight of dams that fed a chow (C) or high-fat (H) diet during lactation at different post-
natal day (P1, P8, P15 and P21). (B) Food intake of dams that fed a C or H diet during lactation
at different post-natal day (P8, P15 and P21). Values are represented as mean + SEM. ** p < 0.01,
*** p < 0.001 vs. C mice using two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Supplementary
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Data S2: Effect of maternal high-fat diet during lactation on locomotion (A-D) and anxiety-like
behavior (E,F) in 6-month-old male and female offspring, using respectively, actimetry and elevated
plus maze. (A,B) Distance moved during the actimetry, respectively in male and female offspring.
(C,D) Velocity during the actimetry, respectively in male and female offspring. (E,F) Percentage of
time spent in the open arms, respectively in male and female offspring representing. n = 13 WC
females; n = 11 WH females; n = 6 WC males; n = 10 WH males. Supplementary Data S3: Network
analysis of gene set enrichment analysis (GSEA) results from the hippocampal proteomic of 7-month-
old male and female offspring. The network, built using Cytoscpape, shows gene ontology (GO)
terms significantly enriched (false discovery rate < 0.25) in terms of cellular components, biological
pathways and molecular functions in GSEA (males on the left and females on the right). Groups with
fewer than 5 gene sets were deleted.
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