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Résumé

L'influence de I’état métabolique sur I'olfaction a été particulierement étudiée
ces dernieres années. Le statut nutritionnel et les hormones impliquées dans la
prise alimentaire sont capables de moduler le systeme olfactif, du neurone
individuel jusqu’au comportement. Il semble donc logique que les pathologies
lies a I'alimentation puissent induire des dysfonctionnements olfactifs. De fait,
les patients atteints de diabéte de type 2 (DT2) présentent des capacités
olfactives réduites bien que les effets du DT2 en lui-méme soient toujours
inconnus.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la modulation de |'olfaction
chez des souris rendues diabétiques apres consommation d’un régime enrichi
en fructose (HFruD). Les animaux présentent un DT2 précoce apres 8 semaines
de régime. De plus, ils montrent une baisse de leurs capacités olfactives
globales. Les réponses électrophysiologiques aux odorants de la muqueuse
olfactive et des neurones sensoriels olfactifs (OSN) sont diminuées apres 8
semaines de HFruD. Une augmentation du nombre d’OSN ainsi qu’une
diminution de I'apoptose ont lieu dans la muqueuse olfactive, indiquant que le
HFruD induit un changement de la dynamique cellulaire dans ce tissu.

Nos résultats démontrent que, chez le rongeur, I'olfaction est modulée par un
régime diabétogene enrichi en fructose. Des changements fonctionnels,
anatomiques et comportementaux surviennent au sein du systeme olfactif a un
stage précoce de la pathologie, indiquant que le DT2 en lui-méme est suffisant
pour perturber |'olfaction. Les changements métaboliques ayant lieu durant la
mise en place du DT2 pourraient étre a l'origine des dysfonctionnements
olfactifs.

Mots-clés : Olfaction, Diabéte de type 2, Physiologie, Comportement animal



Abstract

The influence of metabolic status on olfactory processes has been thoroughly
investigated over the last few years. Both nutritional status and hormones
implicated in food metabolism can effectively modulate the olfactory system
from the single neuron to the behavior. Thus, it seems likely that metabolic
disorders such as type 2 diabetes (T2D) can induce olfactory dysfunctions. In
fact T2D patients display poor olfactory performances however the effects of
diabetes in itself (as well as underlying mechanisms) are still unknown.

In this study, we investigated the modulation of olfaction in young adult male
mice caused by a high-fructose diet (HFruD) inducing T2D in rodents. Animals
displayed early diabetic state after only 4 weeks of HFruD. In addition, animals
exhibited a decrease in olfactory capacities for both neutral and food odors.
These behavioral effects persisted and were amplified after 8 weeks of HFruD.
Electrophysiological responses to odorants of both olfactory mucosa and
olfactory sensory neurons were reduced in HFruD animals after 8 weeks of diet.
Immunohistochemistry experiments then revealed an increase in the number
of olfactory sensory neurons and a reduction of apoptosis in the OM indicating
that HFruD modifies cell dynamics.

Our results demonstrate that, in rodents, olfaction is modified by HFruD-
induced diabetes. Functional, anatomical and behavioral changes occurred in
the olfactory system even at a very early stage of the disease, indicating that
T2D in itself can disrupt olfaction. Metabolic changes taking place during the
onset of T2D may trigger olfactory dysfunctions.

Key-words: Olfaction, Type 2 Diabetes, Physiology, Animal behavior
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Avant-propos

« Nos yeux, nos oreilles, notre odorat, notre go(t différent,
créent autant de vérités qu’il y a d’"Hommes sur la Terre »

C’est sur cette citation de Guy de Maupassant que je souhaiterais commencer cet avant-
propos. Elle met en exergue I'importance des sens qui n’est plus a démontrer pour les étres
humains, et de facon plus générale au sein du régne animal. Les organes des sens nous
permettent d’appréhender le monde extérieur et d’interagir avec notre environnement. Ces
modalités sensorielles sont nécessaires a la survie d’un individu et il n’est pas étonnant que
la sélection naturelle ait favorisé et maintenu leur existence chez une écrasante majorité des
espéces animales.

L’olfaction est la modalité sensorielle nous permettant de percevoir les odeurs. Ce sens est
présent, a degrés divers si on parle d’animaux macrosmates (tels les rongeurs) ou
microsmates (tel I'étre humain), chez la quasi-totalité des espéces animales ou il joue un réle
crucial : alimentation, interactions sociales, navigation spatiale, etc... Chez les mammiferes, il
est nécessaire pour chercher et trouver de la nourriture, se reproduire, interagir avec ses
congéneres ou encore renseigner sur de potentielles menaces pour I'organisme.

Dans ce travail de these, I'olfaction a été étudiée sous I'angle de son importance pour
I'alimentation. Il est évident de voir en quoi 'olfaction a une importance capitale dans la
recherche et la consommation de nourriture et ce point a été étudié dés I'antiquité et
jusqu’a nos jours. Cependant, il est aussi vrai que I'alimentation, et de facon plus générale le
statut nutritionnel d’un individu, peut moduler la perception que nous avons des odeurs. Si
eme

les premiéres observations de ce phénomene datent du début du 207 siécle, celui-ci a

surtout été étudié au cours des 30 derniéres années.

Les études sur les liens étroits qu’entretiennent les systémes nutritionnels et olfactifs sont
aujourd’hui nécessaires étant donné I'augmentation drastique des probléemes de santé dus
aux pathologies liées a I'alimentation. Les maladies cardio-vasculaires sont désormais la
principale cause de déces dans le monde (31% de la mortalité totale en 2012 selon 'OMS).
Les principales causes des maladies cardio-vasculaires restent une mauvaise alimentation, la
sédentarité, le tabagisme et la consommation d’alcool.

La prévalence de pathologies telles que I'obésité, le diabéte ou encore I'hypertension ne
cesse d’augmenter. Prévenir les risques liés a I'alimentation est devenu l'un des enjeux
prioritaires au niveau européen. En France, le Programme National Nutrition Santé
coordonne les actions relatives aux questions d’alimentation, notamment via I'information
du grand public sur ce domaine. Par ailleurs, la santé et la sécurité alimentaire sont deux des
défis sociétaux décrits dans la stratégie nationale de la recherche.



Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux liens entre 'olfaction et le diabete de
type 2 (DT2). Cette pathologie, causée en majeure partie a cause d’'une mauvaise
alimentation, est en constante progression dans le monde, a tel point qu’on parle
aujourd’hui « d’épidémie de diabéte ». Il a été décrit que des patients diabétiques de type 2
éprouvent des difficultés a détecter, identifier, discriminer et reconnaitre les odeurs.
Cependant I'implication du DT2 en lui-méme ainsi que les mécanismes sous-jacents restent
a élucider.

Le but de ce travail de thése a donc été d’étudier les relations entre le DT2 et I'olfaction (et
particulierement au niveau du systeme olfactif périphérique) en utilisant un modele animal
de DT2 induit par la consommation d’un régime enrichi en fructose (HFruD). Avant de
présenter les résultats expérimentaux obtenus au cours de cette étude, je présenterai
brievement des données issues de la littérature afin de mieux comprendre les aspects cités
ci-dessus.

La section introductive de ce manuscrit est organisée en trois chapitres distincts.
Premierement, I'organisation anatomique et fonctionnelle du systeme olfactif sera
présentée avec une emphase particuliere sur le systéme olfactif périphérique, notre modele
d’étude. Le deuxiéme chapitre sera consacré a |'étude des liens entre l'olfaction et la
nutrition, en insistant, la aussi, sur les phénoménes se déroulant au niveau périphérique. Le
troisieme chapitre se focalisera sur le diabéte de type 2, le fructose et les relations de cause
a effet entre la surconsommation de fructose et le DT2. Enfin, je présenterai brievement la
problématique de cette étude et les questions auxquelles nous avons souhaité répondre
durant ce travail de thése.



Chapitre 1 : Le systéeme olfactif des mammiféres

Le systeme olfactif des mammiféres permet la perception des odeurs présentes dans
I'environnement. Ces informations odorantes sont tout particulierement utiles dans les
processus liés a I'alimentation ou aux interactions sociales (inter ou intra-especes). On décrit
classiquement le systéeme olfactif comme étant composé de deux niveaux :un niveau
périphérique, la muqueuse olfactive (MO) et un niveau central, le bulbe olfactif (BO). Le réle
principal de la MO est la chémoréception des molécules odorantes alors que le BO est
responsable de I'analyse et du traitement du message olfactif (Figure 1).

Les molécules odorantes sont de taille et de structure variées. Le nombre de ces dernieres
pouvant étre détectées par le systeme olfactif varie fortement d’'une espéce animale a une
autre, y compris au sein des mammiféres. Une odeur peut étre associée a une unique
molécule odorante ou a un mélange de plusieurs odorants. Une étude récente suggere que
le nombre d’odeurs pouvant étre reconnues par le systéme olfactif humain serait quasi-
illimité (Bushdid et al., 2014).
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Figure 1 : Le systéme olfactif de la souris. Les neurones de chaque organe du systéme olfactif périphérique
projettent a un endroit spécifique du bulbe olfactif. GG : Ganglion de Grueneberg ; VNO : Organe voméronasal ;
SO : Organe septal ; MOE : Epithélium olfactif principal ; OB : Bulbe olfactif ; AOB : Bulbe olfactif accessoire.
D’apreés (Tirindelli et al., 2009)

Classiquement, il a été décrit que le systeme olfactif des mammiféres est divisé en deux
sous-ensembles chez la plupart des espéces : un systéme principal et un systéme accessoire.
Le systéme olfactif principal est composé en périphérie de I"épithélium olfactif principal et,
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en central, du bulbe olfactif principal. Le systeme olfactif accessoire est composé, en
périphérie, de I'organe voméro-nasal (OVN) et, en central, du bulbe olfactif accessoire.

Jusgu’a récemment il était admis que le systéme olfactif principal permettait de percevoir les
odeurs générales et que le systéme olfactif accessoire était spécialisé dans la détection des
phéromones (Meisami and Bhatnagar, 1998; Firestein, 2001). Cependant il a été prouvé que
cette distinction n’était pas aussi évidente que cela, et qu’en fait, les deux systemes
pourraient s’occuper aussi bien de la détection des odeurs générales que des phéromones
(Zufall and Leinders-Zufall, 2007; Martinez-Marcos, 2009). Pour la suite de ce manuscrit, je
ne parlerai que du systeme olfactif principal.

(N Organisation et fonctionnement de la muqueuse olfactive

a. Anatomie de la muqueuse olfactive

La muqueuse olfactive est située en profondeur dans la cavité nasale. Elle est répartie au
sein des deux fosses nasales, séparées par une cloison cartilagineuse, le septum. Avant de
rencontrer la MO, les molécules odorantes doivent parcourir plusieurs épithélia dont le réle
est de filtrer, d’humidifier, de dépolluer et de réchauffer I'air inspiré. L'épithélium olfactif
(EO) repose sur des excroissances cartilagineuses qu’on appelle les cornets. L'EO est un
neuro-épithélium pseudo stratifié reposant sur une laminia propria. La MO est donc
constituée de I'EO et de la lamina propria. L'EO est composé de plusieurs types cellulaires
recouvert de mucus (Figure 2).

Le mucus

Le mucus est une couche d’environ 10 um d’épaisseur. C'est une substance aqueuse et
visqueuse composée de sodium, de potassium, de polysaccharides et de diverses protéines,
dont les odorant binding proteins (ou OBP) qui aident les odorants (hydrophobes) a
traverser le mucus pour atteindre les cils des neurones olfactifs (Lobel et al., 2001). Les OBP
ont un réle de protection face aux produits toxiques, permettent d’éviter la saturation des
récepteurs olfactifs (Burchell, 1991) et pourraient servir de cofacteurs aux récepteurs
olfactifs (Pelosi, 1994). Le mucus est sécrété par les glandes de Bowman, situées dans la
sous-muqueuse, via des canaux sécrétoires traversant I'épithélium olfactif.

Les neurones sensoriels olfactifs (OSN)

Les OSNs sont des neurones bipolaires, responsables de la transduction et du codage
olfactifs (Figure 3). Leur corps cellulaire sont situés dans la partie médiane de I'EO et
représentent 75 a 80% de I'ensemble des cellules de I'EO. Les neurones olfactifs matures
sont repérables grace a I'expression de la protéine OMP (olfactory mature protein) (Farbman
and Margolis, 1980) bien que le réle exact de cette protéine reste toujours inconnu (Figure
4). Les OSNs projettent une unique dendrite vers la lumiére de la cavité nasale. Cette



dendrite se termine par un renflement appelé le bouton dendritique, lequel est muni de cils
olfactifs. C’est au niveau de ces cils qu’a lieu la fixation de I'odorant sur son récepteur puis la
transduction du message olfactif, d’'ou la présence d’'une importante concentration de
récepteurs olfactifs (OR) et des éléments de la cascade de transduction (Firestein, 2001).
Pour une description détaillée de I'anatomie fonctionnelle des cils olfactifs voir la revue de
Dyke P. McEwen (McEwen et al., 2008). Les OSNs sont donc les seuls neurones du corps
humain a étre en contact direct avec I'environnement extérieur, ce qui les expose aux
molécules odorantes mais également a toutes sortes d’agressions. Les phénomeénes de
développement et de régénération de I'EO seront abordés dans la partie L.b et les
phénomeénes de transduction du signal olfactif seront abordés dans la partie l.c de ce
chapitre.
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Figure 2 : Localisation et anatomie de la muqueuse olfactive. La MO se compose d’un neuro-épithélium
pseudo-stratifié reposant sur une lamina propria. Cet EO est composé de neurones olfactifs intercalés entre
des cellules de soutien et est renouvelé par la prolifération et la différenciation des cellules basales. BG : glande
de Bowman.




Chaque neurone olfactif exprime un récepteur olfactif donné (Buck, 1996; Imai and Sakano,
2008) cependant chaque récepteur (et par extension chaque type de neurones) répond a
une gamme de composés chimiques et non a un seul composé chimique (Holley et al., 1974;
Malnic et al., 1999). Au sein d’un neurorécepteur olfactif donné, I'expression d’un alléle d’un
OR réprime I'expression des autres génes de la méme famille (Chess et al., 1994; Serizawa et
al., 2000). Les OSNs exprimant un récepteur donné sont restreints a une zone de I'EO. Ainsi,
qguatre différentes zones ont été identifiées selon les axes dorso-ventral et médian-latéral
(Mori et al., 2000). Les OSNs projettent leur axone vers le bulbe olfactif, a travers la lame
criblée de I'éthmoide selon un schéma particulier. En effet les axones des OSNs exprimant
un méme récepteur olfactif projettent tous vers le méme glomérule dans le bulbe olfactif
(Sullivan and Dryer, 1996). Il a d’ailleurs été démontré qu’il y avait une corrélation directe
entre le nombre d’OSNs exprimant un OR donné et la taille du glomérule correspondant
dans le bulbe olfactif (Bressel et al., 2015). Le pattern particulier des projections épithélio-
bulbaires sera abordé dans la partie Il de ce chapitre.

Figure 3 : Le neurone sensoriel olfactif. A gauche : un neurone sensoriel olfactif mature. c : cils olfactifs, d :
dendrite, s : soma, a : axone. Barre d’échelle : 10um. D’apreés (Kleene and Gesteland, 1981). A droite : photo en
microscopie électronique d’un bouton dendritique. Barre d’échelle : 1 um. D’aprés (Morrison and Costanzo,
1990).

Les cellules de soutiens

Les cellules de soutien (SUS pour sustaining cells) sont des cellules pourvues de
microvillosités a leur p6le apical qui s’intercalent entre les OSNs. Elles représentent 15 a 25%




du nombre de cellules totales de I'EO. Elles assurent la cohésion cellulaire de I'EO grace a la
présence de jonctions serrées a leur po6le basal. Elles jouent un réle dans la détoxification et
la phagocytose des neurorécepteurs apoptotiques (Schwob, 2002). De plus elles sont
impliquées dans la régulation de la balance hydrique, de la composition en ions du mucus et
méme dans la modulation de la sensibilité aux odeurs, via leurs récepteurs purinergiques
(Menco et al., 1998; Hegg et al., 2003).

Les cellules basales

Dans le tiers basal de I'épithélium olfactif sont situés deux types de cellules basales. Les
cellules basales horizontales (ou HBC), au niveau le plus basal, sont de formes allongées et
les cellules basales globulaires (ou GBC), a un niveau un peu plus apical que les HBCs, sont de
forme sphérique (Graziadei, 1973). Le role de ces deux populations cellulaires impliquées
dans la régénération de I'EO sera étudié dans la partie Lb de ce chapitre.

Figure 4 : Les OSNs sont repérables grace a I’expression de la protéine OMP. BO : Bulbe olfactif ; EO :
Epithélium olfactif ; OS : Organe septal, OVN : Organe voméro-nasal ; GG : Ganglion de Grueneberg. D’apres
(Munger et al., 2009).

Les cellules a microvillosités

En plus des types cellulaires sus-cités, il existe 4 types de cellules a microvillosités, classées
en fonction de la morphologie de leurs microvillosités. Leur corps cellulaire se situe dans la




couche superficielle de I'EQ. On distingue les cellules a microvillosités (Moran et al., 1982),
les cellules de Jourdan de type B (Jourdan, 1975) et les cellules a microvillosités de type 2 et
4. Certaines de ces cellules émettent a la fois une dendrite vers la lumiere de la cavité nasale
et un axone qui traverse la lamina propria mais il n’est toujours pas clair qu’il s’agisse de
neurones a part entiére. Leur fonction au sein de I'EO reste non élucidée a ce jour bien que
des éléments de la cascade de transduction de I'inositol triphosphate (IP3) soient présents
dans certaines cellules a microvillosités (Hegg et al., 2010).

b. Développement et régénération de I'EO
Développement de I'EO

La morphogénese du systeme olfactif peut se résumer en trois grandes étapes : formation
de la placode olfactive, formation de la cavité nasale et maturation de 'EO embryonnaire.
Cette derniere étape est elle-méme divisée en 5 sous-étapes (Brunjes and Frazier, 1986) :
stade placodal (prolifération et différenciation cellulaires), stade de genése axonale, stade de
genese dendritique, stade de différenciation des neurones et de maturation des cils et un
stade final de différenciation des cellules de soutien et des glandes de Bowman. Il est a noter
gue la maturation du systeme olfactif se poursuit aprées la naissance, probablement a cause
de I'exposition de I'EO aux molécules odorantes. Enfin le role des récepteurs olfactifs dans le
cablage des connexions épithélio-bulbaires est critique (Imai and Sakano, 2007; DeMaria and
Ngai, 2010) et sera vu plus en détail dans la partie Il de ce chapitre.

Régénération de I'EO

Du fait de leur proximité avec I'environnement extérieur, les OSNs sont particulierement
exposés a toutes sortes d’attaques (produits toxiques, fortes concentrations en odorants,
variations de température importantes, etc...) et leur durée de vie n’excede pas deux mois
chez les mammiféres. De plus, les OSNs sont une porte d’entrée vers le cerveau pour les
virus et les bactéries (Owen et al., 2009) et sont donc vulnérables a I'apoptose, qui agit
comme un mécanisme de défense face a l'infection (Harris et al., 2009). Pour toutes ces
raisons les phénomeénes de mort cellulaire et de neurogenése sont hautement controlés
dans I'EO. La régénération de I'EQ est assurée par les cellules basales (HBC et GCB) qui se
multiplient et se différencient afin de remplacer les cellules mortes. Lorsqu’on a une perte
des OSNs, on observe une hausse de la mitose des cellules basales (Graziadei, 1973). Les
neurones mourants relachent d’ailleurs des facteurs stimulant la prolifération des cellules
basales (Bauer et al., 2003; Carter et al., 2004).

Les phénomeénes de mort cellulaire et de régénération au sein de I'EO ont été étudiés par
des approches de lésion (bulbéctomie), ou I'apoptose résulte de la destruction de I'axone
des OSNs, ou des approches pharmacologiques, par |'utilisation de produits toxiques au
niveau de la MO (Gokoffski et al., 2010).



Plusieurs facteurs intrinseques et extrinseques (Calof, 1995; Mackay-Sim, 2010) induisent la
prolifération des cellules basales : EGF et TGFa pour les HBC (Farbman and Buchholz, 1996;
Newman et al., 2000) et FGF2 pour les GBC (DeHamer et al., 1994; Newman et al., 2000)
ainsi que le facteur de transcription Mash-1 (Calof et al., 1996). La concentration en
molécules odorantes peut avoir un effet protecteur (si la concentration est faible) (Watt et
al., 2004) ou, au contraire, induire I'apoptose des OSNs (en cas de fortes concentrations)
(Brauchi et al., 2006). Il est aujourd’hui admis que les véritables cellules souches de I'EO sont
les HBC, lesquelles sont totipotentes et peuvent donc produire tous les types cellulaires de
I’'EQ (Carter et al., 2004; Leung et al., 2007) y compris les GBC qui elles sont multipotentes et
servent de précurseurs neuronaux (Calof and Chikaraishi, 1989; Newman et al., 2000) (Figure

5).
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Figure 5 : Schéma possible de la neurogenése au sein de I’'EO. La prolifération et la différenciation des
cellules souches est sous le contréle de facteurs intrinséques (en rouge) et extrinseques (en noir). HBC : cellule
basale horizontale, GBC : cellule basale globulaire, IN : neurone immature, MN : neurone mature. Modifié
d’apres (Newman et al., 2000).

c. Transduction et terminaison du signal olfactif
Transduction du signal olfactif
e Voie canonique (voie de ’AMPc)

La transduction du signal olfactif a lieu au niveau des cils olfactifs. La premiere étape de la
transduction est la liaison de I'odorant a son récepteur (Buck, 1996). Celui-ci fait partie de la
superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), récepteur a 7 domaines
transmembranaires chargés d’effectuer la transduction de signaux extracellulaires. Les
récepteurs aux odeurs sont codés par plus de 1000 génes répartis sur un grand nombre de
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chromosomes et font partie de la plus grande famille de récepteurs couplés aux protéines G,
et probablement de la plus grande famille multigénique de tout le génome (Buck and Axel,
1991; Zhang and Firestein, 2002).

Les OR sont couplés a une protéine G spécifique, hétérotrimere composé des sous-unités
Gaolf, B1 et y13 (Jones and Reed, 1989; Kerr et al., 2008). La sous-unité Gaolf va activer
I'adénylyl cyclase Il (ACIlI), qui va produire de I'AMPc. LAMPc permet I'ouverture des
canaux CNG (activés par les nucléotides cycliques) qui sont perméables aux cations
monovalents et au calcium (Schild and Restrepo, 1998; Gold, 1999). Il en résulte une entrée
de calcium et de sodium et donc une dépolarisation de la membrane (Broillet and Firestein,
1999). La concentration basale en AMPc étant proche du seuil d’activation des CNG, méme
une faible augmentation suffit a entrainer un influx de calcium (Pun and Kleene, 2003).

odorants

Ca?*

(TN
IR

Figure 6 : Transduction du signal olfactif par la voie de ’AMPc. La fixation des odorants au récepteur
provoque |’activation de la protéine Golf qui, a son tour, active I'ACIll qui produit de 'AMPc. Ce dernier
provoque l'ouverture des canaux CNG, ce qui permet I'entrée de calcium et de sodium et entraine la
dépolarisation. Le calcium se fixe ensuite sur les canaux CaCC, ce qui potentialise la dépolarisation en
permettant la sortie de chlore. D’aprés (Kaneko et al., 2004).

Toutefois le calcium va également bloquer I'activité des CNG (voir sous-partie terminaison
du signal), il participe donc peu a la dépolarisation (Frings et al., 1995). Le r6le des canaux
CNG serait plutot d’augmenter le calcium intracellulaire (Leinders-Zufall et al., 1998) qui va
activer les canaux CaCC (Calcium-activated Chloride Channel) (Kleene and Gesteland, 1991;
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Lowe and Gold, 1993), qui sont des canaux perméables aux ions chlorure et activés par le
calcium (Hartzell et al., 2005). Du fait de la forte concentration en ions chlorure due aux
canaux NKCC1 (cotransporteur sodium, chlore, potassium) (Kaneko et al., 2004), les ions
chlorure sortent de la cellule ce qui entraine une dépolarisation. Les canaux CaCC sont
essentiels dans la transduction du signal olfactif, comme le prouvent les réponses olfactives
réduites chez des souris KO pour ce transporteur (Reisert et al., 2005) (Figure 6). Une autre
étude a mis en évidence que lorsqu’on supprime le canal chlore responsable de
I’'amplification du signal (Ano2), les réponses de la MO en réponse aux odorants ne semblent
pas modifiées (Billig et al., 2011).

La dépolarisation des OSNs induite par ces mouvements ioniques provoque I'émission de
potentiels d’actions transmis le long de I'axone vers le bulbe olfactif (Schild and Restrepo,
1998; Firestein, 2001).

e Autres voies de transduction

Outre la voie de I’AMPc, plusieurs autres voies de transduction pourraient jouer un réle dans
la transduction olfactive. L'existence d’une guanilyl cyclase (GC-D) a été démontrée au sein
de certains neurones olfactifs (Juilfs et al., 1997; Meyer et al., 2000; Leinders-Zufall et al.,
2007). Le GMPc produit stimulerait les canaux CNG (Leinders-Zufall et al., 2007). Du fait de
I'importante localisation de la GC-D au niveau des cils olfactifs, un role dans la perception
des odorants est probable (Juilfs et al., 1997; Meyer et al., 2000; Leinders-Zufall et al., 2007).
Plus précisément, elle serait impliquée dans la détection des stimuli hormonaux et/ou
présents dans 'urine (Leinders-Zufall et al., 2007) voire dans la détection du CO, (Hu et al.,
2007).

Un autre type de récepteurs, les TAARs (pour trace amino acid receptors) a été trouvé au
sein de I'EO (Borowsky et al., 2001; Liberles and Buck, 2006). Il s’agit également d’un
récepteur a 7 domaines transmembranaires, mais dont la structure est plus proche des
récepteurs dopaminergiques ou sérotoninergiques que des récepteurs olfactifs classiques
(Liberles and Buck, 2006). Ces récepteurs se trouvent au niveau des cils olfactifs et
répondent aux amino acides volatils trouvés dans I'urine de souris, ce qui suggérerait un roéle
dans la détection des stimuli sociaux (Liberles and Buck, 2006). En effet, il a été démontré
qgue ces récepteurs, présents au sein de I'EO principal, joueraient un réle dans la détection
de certaines phéromones murines (Liberles, 2009, 2015).

Mais la voie de transduction alternative la plus étudiée a été la voie IP3/DAG. En effet il a été
démontré une réponse de certains neurones olfactifs a des odorants via la voie de I'inositol
triphosphate (IP3) et de la phospholipase C (PLC) (Boekhoff et al., 1990). Pendant plus d’une
décennie, un vif débat a opposé les scientifiques de I'olfaction sur le role exact de cette voie
de transduction. Est-elle spécifique a certains odorants, IP3 est-il un second messager
alternatif a I’AMPc ou encore est-ce que les deux voies agissent ensemble ? Cette derniéere
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hypothése est appuyée par le fait que I'activité de I’ACIIl augmente lorsqu’on ajoute de I'IP3
a une culture de neurones olfactifs (Ronnett et al., 1993).

Néanmoins la densité de canaux sensibles a I'lP3 par rapport aux canaux sensibles a ’AMPc
au niveau des boutons dendritiques est trés faible (85 canaux/um? pour IP3 et 1000
canaux/um? pour les CNG, i.e. 3,6%) (Lischka et al., 1999). Le role de I'IP3 comme second
messager alternatif a été remis en question par le fait que les OSNs de souris KO pour les
éléments de la voie de transduction de ’AMPc ne présentent plus de réponses aux odorants
(y compris ceux connus pour activer la voie IP3). Les auteurs de ces différentes études
concluent que I’AMPc est le seul second messager nécessaire dans la transduction olfactive -
souris KO pour CNG (Brunet et al., 1996), souris KO pour Golf (Belluscio et al., 1998), souris
KO pour ACIII (Wong et al., 2000).

Le rble de la signalisation IP3 reste donc incompris a ce jour bien que certains auteurs
supposent que les cellules exprimant la PLCB2 pourraient étre des cellules a microvillosités.
Pour une description détaillée du réle de I'lP3 dans I'olfaction voir la revue de Rebecca
Elsaesser (Elsaesser and Paysan, 2005). Par ailleurs, une étude récente a démontré qu’un
méme récepteur olfactif pouvait utiliser la voie canonique de ’AMPc ou la voie IP3/DAG en
fonction du ligand lié au récepteur (Yu et al., 2014). Il serait également possible que cette
voie soit utilisée lorsque le ligand entraine une inhibition de la réponse du neurone sensoriel
olfactif (Ukhanov et al., 2010).

Terminaison du signal olfactif

Outre l'arrét de la stimulation olfactive, un grand nombre de processus sont a I'ceuvre pour
terminer le signal olfactif. Le plus évident pour terminer la réponse olfactive est de
supprimer la source de stimulation, i.e. 'odorant en lui-méme. Il a été prouvé que le
complexe odorant/OBP est rapidement internalisé par les cellules de soutien aprés la
stimulation (Strotmann and Breer, 2011).

Au niveau des OSNs, la terminaison du message olfactif a lieu a plusieurs niveaux. La
phosphorylation de I'OR par GRK3 (G protein receptor kinase 3) est le principal mécanisme
de terminaison du signal au niveau du récepteur olfactif en lui-méme. Des études ont
montré I'implication de la phosducine (Boekhoff et al., 1997) et de I'arrestine 2 (Dawson et
al., 1993) dans ce processus. Une autre facon de mettre fin a la transduction du signal est de
faire baisser le niveau intracellulaire en calcium, ce qui est possible grace a I'action d’un
échangeur sodium/calcium au niveau des boutons dendritiques (Noé et al., 1997).

Mais le calcium a également un réle inhibiteur en lui-méme en se liant a la calmoduline. Le
complexe calcium/calmoduline va activer la PDE (phosphodiesterase) ce qui va entrainer une
baisse de la concentration intracellulaire en AMPc (Yan et al.,, 1995). Le calcium va aussi
diminuer la sensibilité des canaux CNG aux nucléotides cycliques (Zufall et al., 1991; Kramer
and Siegelbaum, 1992) via une interaction directe entre les canaux CNG et le complexe
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calcium/calmoduline (Chen and Yau, 1994; Liu et al., 1994). Enfin le complexe
calcium/calmoduline va activer la CaM kinase Il qui va phosphoryler et ainsi inhiber I’ACIII
(Wei et al., 1996) (Figure 7).

Y Y
Ca2+

Figure 7 : Schéma présentant le réle du calcium dans la transduction du signal olfactif. Les fleches

violettes représentent une inhibition et la fleche rouge une activation. Modifié d’aprés (Matthews and Reisert,
2003).

Il. Les connexions épithélio-bulbaires

Comme expliqué dans la partie précédente, chaque OSN n’exprime qu’un seul OR choisi
dans un large répertoire. Or, étant donné le nombre important de neurones au sein de I'EQ,
plusieurs milliers d’OSNs vont exprimer le méme récepteur olfactif. Ces neurones ne sont
pas répartis au hasard mais ségrégent dans l'une des 4 zones décrites dans I'EO. Les OSNs
exprimant le méme OR sont répartis au sein d’'une méme zone (Ressler et al., 1993; Vassar et
al., 1993). Cette répartition grossiere au sein de I'EO (4 zones pour environ 1000 OR
différents) va néanmoins permettre aux axones des OSNs de projeter vers le BO de facon
précise. En effet, les OSNs exprimant un OR particulier vont projeter vers un ou deux
glomérules dans le BO de fagcon symétrique entre chaque BO (Ressler et al., 1993; Vassar et
al., 1993; Mombaerts et al., 1996). La répartition grossiere des neurones dans I'EO devient
donc une répartition fine et hautement controlée au niveau du BO (Figure 8).
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Figure 8 : Organisation zonale de 'EO et connexions épithélio-bulbaires. Les OSNs sont répartis au sein
de I'EO en fonction du type d’OR qu’ils expriment. Tous les OSNs exprimant un OR donné projettent vers le
méme glomérule dans le bulbe olfactif. Modifié d’aprés (Mori et al., 2000).

Le role des ORs dans ce processus semble étre des plus importants. Si on supprime
I’expression du géne codant pour le récepteur olfactif d’'un OSN, alors I'axone de ce dernier
projette bien vers le BO mais reste a la surface de ce dernier, sans jamais réussir a prendre
sa place au sein du glomérule (Wang et al., 1998). De méme si on substitue le géne de I'OR
normalement exprimé dans un OSN par un autre géne codant pour un autre OR, des
projections glomérulaires anormales se mettent en place (Mombaerts et al., 1996; Wang et
al., 1998; Feinstein et al., 2004). Les récepteurs olfactifs jouent donc un réle essentiel pour le
guidage des axones vers le bon glomérule dans le bulbe olfactif (Mombaerts et al., 1996;
Wang et al., 1998; Zou et al., 2009).

lll.  Organisation et fonctionnement du bulbe olfactif
a. Anatomie du bulbe olfactif

Le bulbe olfactif est le premier relai de l'information olfactive, le lieu ou le message
électrique porteur de I'information olfactive est analysé et intégré avant d’étre transmis aux
structures supérieures dans le cerveau. Historiquement, le bulbe olfactif a été décrit comme
étant composé de couches concentriques de cellules et de fibres (axones et dendrites)
(Figure 9). Des couches extérieures vers les couches intérieures, se trouvent :

- La couche des nerfs : composée des axones des OSNs arrivant dans le bulbe olfactif
(Shepherd, 1972).
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- La couche glomérulaire : composée, comme son nom l'indique, des glomérules : des
structures sphériques d’environ 100 um de diameétre. Les axones des OSNs y font
synapse avec les dendrites des neurones-relais. C'est également la couche ou se
trouvent les corps cellulaires des cellules péri-glomérulaires (Pinching and Powell,
1971a). Ces cellules de 8 a 10 um de diametre connectent entre eux différents
glomérules (Pinching and Powell, 1971b). On y trouve aussi les corps cellulaires des
cellules a axone court superficielles. Ces cellules, d’environ 15 um de diamétre,
possedent des axones plus longs pouvant contacter plusieurs glomérules distants et
non uniquement des glomérules adjacents (Pinching and Powell, 1971b).

- La couche plexiforme externe : principalement composée de fibres, notamment les
dendrites des neurones-relais, les dendrites des cellules granulaires et les axones des
neurones des structures supérieures du cerveau innervant le bulbe olfactif (Pinching
and Powell, 1971b). On y trouve également les corps cellulaires des cellules a
panaches, I'un des deux types de neurones-relais (Shepherd, 1972).

- La couche des cellules mitrales : composée, comme son nom l'indique, des corps
cellulaires des cellules mitrales. Ces dernieres constituent le deuxiéme type de
neurones-relais au sein du bulbe olfactif et leur diamétre varie de 10 a 30 um
(Shepherd, 1972; Royet et al., 1988). Certaines cellules granulaires dites superficielles
se trouvent également dans cette couche.

- La couche plexiforme interne : composée de fibres exclusivement. On y trouve les
axones des neurones-relais, des projections axonales centrifuges (vers le bulbe
olfactif) ainsi que des dendrites des cellules granulaires (Shepherd, 1972).

- La couche granulaire : composée des cellules granulaires, interneurones de 6 a 10 um
de diametre. Ces cellules, les plus nombreuses au sein du bulbe olfactif, possedent
une arborisation dendritique trés développée (Price and Powell, 1970a). Cette
couche est traversée par les axones des neurones-relais qui se regroupent en un
faisceau appelé le tractus olfactif latéral (Shepherd, 1972), qui convoie I'information
olfactive vers les structures supérieures du cerveau.

b. Fonctionnement du bulbe olfactif

L'information olfactive en provenance des neurones sensoriels olfactifs est donc transmise
vers le cerveau grace aux neurones-relais du bulbe olfactif (cellules mitrales et cellules a
panaches) via des synapses excitatrices au niveau du glomérule (Pinching and Powell,
1971a). Néanmoins l'information n’est pas transmise telle quelle et deux niveaux de
modulation du signal olfactif interviennent dans le bulbe olfactif (Figure 10).
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Figure 9: Organisation en couches du bulbe olfactif. ONL: couche des nerfs olfactifs, GL: couche
glomérulaire, EPL: couche plexiforme externe, MCL : couche des cellules mitrales, IPL: couche plexiforme
interne, GCL : couche granulaire. Modifié d’apreés (Zou et al., 2009).

Le premier niveau de modulation se situe au niveau du glomérule ou les dendrites des
neurones-relais forment des synapses excitatrices vers les dendrites des cellules péri-
glomérulaires (Pinching and Powell, 1971a; Giustetto et al., 1996). En retour ces derniéres
projettent des synapses inhibitrices gabaergiques vers les dendrites des neurones-relais
(Pinching and Powell, 1971a; Mugnaini et al.,, 1984). Ces synapses inhibitrices sont
également présentes directement au niveau des axones des OSNs (Nickell et al., 1994;
Bonino et al.,, 1999). Les cellules péri-glomérulaires vont donc limiter la quantité
d’informations et, de facon plus générale, moduler I'information olfactive en provenance de
I’épithélium olfactif. Les cellules a axone court superficielles sont, quant a elles, impliquées
dans les phénomenes d’inhibition latérale via leurs synapses projetant vers les cellules péri-
glomérulaires (Aungst et al., 2003).

Le deuxieme niveau de régulation de l'information olfactive se situe dans la couche
plexiforme externe ou les dendrites des neurones-relais forment des synapses réciproques
avec les dendrites des interneurones de la couche granulaire (Price and Powell, 1970b)
permettant les phénomenes d’inhibition latérale (Yokoi et al., 1995). Cette organisation
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fonctionnelle particuliere du bulbe olfactif permet donc d’affiner la réponse aux stimuli
odorants (Mori et al., 1999).
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Figure 10 : Organisation fonctionnelle du bulbe olfactif. ONL : couche des nerfs olfactifs, GL: couche
glomérulaire, EPL: couche plexiforme externe, MCL : couche des cellules mitrales, IPL: couche plexiforme
interne, GCL : couche granulaire, PG cell : cellule péri-glomérulaire, sSA cell : cellule a axone court superficielle.
D’aprés (Nagayama et al., 2014)

Plus récemment, la compréhension de I'anatomie fonctionnelle du bulbe olfactif s’est
améliorée et reflete davantage la diversité des types cellulaires présents dans les différentes
couches le composant, notamment dans les couches glomérulaires et granulaires (Nagayama
et al.,, 2014). De plus, de nouveaux types cellulaires ont été découverts au niveau de la
couche plexiforme externe, en particulier des interneurones inhibiteurs GABAergique
(Nagayama et al., 2014).
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Figure 11 : Diversité des types cellulaires de la couche plexiforme externe du bulbe olfactif. De
nombreux neurones existent permettant une régulation fine de la transmission du message olfactif. GL :
couche glomérulaire, s-EPL: couche plexiforme externe superficielle, i-EPL: couche plexiforme externe
intermédiaire, d-EPL : couche plexiforme externe distale, MCL : couche des cellules mitrales, SRIF-ir cell: cellule
immunoréactive a la somatostatine. D’apres (Nagayama et al., 2014).

IV.  Structures supérieures et olfaction

Les neurones-relais du bulbe olfactif projettent vers différentes structures dans le cerveau
au moyen de deux voies principales. Par la voie latérale, les axones des neurones-relais,
regroupés au sein du tractus olfactif latéral, projettent directement sur plusieurs structures
cérébrales : le tubercule olfactif, le cortex piriforme ou encore le cortex entorhinal (Haberly
and Price, 1977; Ennis et al., 2007). Par la suite des projections sont envoyées vers
I’'amygdale, le thalamus ou encore I’hypothalamus (Barone et al., 1981; Price et al., 1991).
L'information olfactive est donc envoyée vers des structures limbiques et / ou cognitives (par
I'intermédiaire du thalamus).

Les collatérales des axones des neurones-relais projettent principalement vers le noyau
olfactif antérieur par la voie médiane (Shepherd, 1972; Haberly and Price, 1977; Ennis et al.,
2007). Le noyau olfactif antérieur se projette également au niveau du cortex piriforme, du
tubercule olfactif et de I’hypothalamus (Barone et al., 1981; Price et al., 1991). De facon
générale, les structures recevant des afférences du bulbe olfactif rétro-projettent ensuite
vers ce dernier au niveau des couches plexiformes internes et externes (Ennis et al., 2007).

Le bulbe olfactif va aussi recevoir des projections noradrénergiques en provenance du locus
coeruleus, sérotoninergiques en provenance du raphé et cholinergiques en provenance du
noyau de la bande latérale de Broca (Ennis et al., 2007). Enfin le bulbe olfactif est fortement
innervé par I'hypothalamus (Peyron et al.,, 1998; Nambu et al.,, 1999), ce qui est
particulierement intéressant étant donné le réle prépondérant de cette structure dans la
régulation de la prise alimentaire.
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Le systeme olfactif est donc relié, aussi bien anatomiquement que fonctionnellement, avec
différentes structures cérébrales. Cela permet une modulation importante de I'information
olfactive en fonction de différents états internes, notamment |’état nutritionnel. Dans le
chapitre suivant, nous nous intéresserons donc aux liens étroits qui unissent le systeme
olfactif et le systéeme de régulation du métabolisme énergétique.
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Chapitre 2 : Les relations entre le systeme olfactif et le

systéeme de régulation de I’énergie homéostasique

L’olfaction est un sens primordial dans la recherche et la consommation de nourriture. La
plupart des animaux se fient a leur odorat dans leur recherche de nourriture et une perte de
I'odorat induit de nombreuses perturbations du comportement alimentaire. Cependant il est
aussi vrai que I'état nutritionnel d’'un animal peut moduler son systéme olfactif. Ces deux
systemes semblent donc agir réciproquement I'un sur l'autre.

Comme nous l'avons vu au chapitre précédent, il existe des voies neuro-anatomiques
communes entre le systéme olfactif et le systeme de régulation de la prise alimentaire,
notamment I’hypothalamus. Le bulbe olfactif projette directement vers I’hypothalamus, au
niveau du noyau supra-optique (Smithson et al., 1989). D’ailleurs la stimulation électrique du
bulbe olfactif induit une réponse de I'hypothalamus (Guevara-Aguilar et al., 1988; Price et
al., 1991). De plus, de nombreuses structures recevant des afférences du BO se projettent
ensuite vers I’"hypothalamus.

De facon réciproque, I’"hypothalamus émet des projections directement vers le bulbe olfactif
(Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999) ainsi que vers d’autres structures impliquées dans
I'olfaction (de Olmos et al., 1978; Newman and Winans, 1980; Shipley and Adamek, 1984).
Enfin, de facon générale, de nombreux récepteurs aux hormones impliquées dans la
régulation de la prise alimentaire sont exprimés a tous les niveaux du systéme olfactif
(Palouzier-Paulignan; Lacroix et al., 2012).

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés en particulier au systeme olfactif
périphérique et au comportement olfactif de I’'animal diabétique. C’est pourquoi, dans la
suite de ce chapitre, j'aborderai principalement I'étude des liens entre le systéme olfactif et
le systéme de régulation de la prise alimentaire au niveau de la muqueuse olfactive et au
niveau du comportement en général. Bien évidemment, cela ne signifie pas que de tels liens
ne sont pas présents au niveau du bulbe olfactif. Bien au contraire, de nombreux liens, aussi
bien anatomiques que fonctionnels, unissent le BO et les structures en charge du contréle de
la prise alimentaire. Nous verrons, dans un premier temps, I'importance de |'olfaction dans
le controle de la prise alimentaire, puis les effets du statut nutritionnel sur le systéme
olfactif.

I L’olfaction agit sur la prise alimentaire

La perception sensorielle de la nourriture agit sur la prise alimentaire des I'arrivée de la
nourriture dans la cavité buccale et méme avant cela. Les organes des sens (en particulier
I'olfaction ou la vision), en réponse a un stimulus alimentaire, peuvent induire des
changements physiologiques préparant a l'ingestion et a la digestion de la nourriture.
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L’exemple le plus connu nous vient de Pavlov, ou ce dernier observait la salivation d’un chien
en réponse a un stimulus sensoriel préalablement associé a la consommation de nourriture
(Pavlov, 1902).

La perception sensorielle de nourriture induit également une rapide et légere
hyperinsulinémie qui participe au déclenchement de la prise alimentaire (Louis-Sylvestre,
1976). Si, dans ces études, la perception sensorielle est traitée comme un tout (sans faire de
distinction entre les différentes modalités sensorielles), I'olfaction en elle-méme est
suffisante pour agir sur la prise alimentaire. En effet, le simple fait de sentir de la nourriture
suffit a augmenter la sécrétion de salive et celle de la gastrine dans I'estomac (Pangborn et
al., 1979).

De plus, la variation de la qualité sensorielle d’un repas (plats odorisés avec un seul odorant
versus plusieurs odorants) augmente la quantité de nourriture ingérée au cours du repas (Le
Magnen, 1999). Ce phénomene, appelé « rassasiement sensoriel spécifique », a été décrit
pour la premiére fois par Le Magnen en 1956 et a été intensément étudié par la suite. Non
seulement, la quantité de nourriture ingérée augmente lorsque la variété sensorielle du
repas augmente, mais c’est aussi le cas du nombre total de calories (Rolls et al., 1984). Le
plaisir ressenti en mangeant joue aussi un role important dans le controle de la prise
alimentaire. La palatabilité d’un aliment, i.e. sa valeur hédonique, module la quantité de
nourriture ingérée, méme dans le cas ou cette palatabilité n’a été évaluée que grace a des
indices olfactifs sans ingestion de la nourriture (Rolls et al., 1984; Sgrensen et al., 2003).

Afin de mieux comprendre l'influence de I'olfaction sur le controle de la prise alimentaire,
des études chez I'animal anosmique ont été réalisées. Dans la plupart des études, I'anosmie
était obtenue par bulbéctomie bilatérale. L’ablation des bulbes olfactifs provoquerait une
diminution de la taille des repas mais une augmentation du nombre de ces derniers chez le
rat et ce phénomeéne serait transitoire (Meguid et al., 1993, 1997). D’autres auteurs ont pu
observer l'installation d’une hyperphagie chez les animaux anosmiques, accompagnée de la
mise en place d’une obésité (Miro et al., 1980, 1982; Séguy and Perret, 2005). Cependant le
contrble de la prise alimentaire est régi par de nombreux mécanismes que la perte de
I'olfaction ne suffit pas a dérégler totalement. De plus l'anosmie résultante de Ia
bulbéctomie bilatérale a d’autres effets adverses sur I'organisme, tels que la perturbation
des relations sociales des animaux et la mise en place d’un phénotype dépressif (Song and
Leonard, 2005).

Il. L’état nutritionnel agit sur le systéeme olfactif
a. Role de I’état nutritionnel
Les premiéres études sur le role de I'état nutritionnel sur 'olfaction remontent au début du

20°™ siecle. A cette époque, Langfeld remarquait déja que les capacités olfactives d’un
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individu augmentaient en situation de jeline prolongé (Langfeld, 1914). Il s’agissait de la
premiere observation de la modulation olfactive par I’état nutritionnel.

Depuis, de nombreux travaux ont été menés sur l'influence du jeline sur la perception
olfactive chez ’humain. Chez 'individu sain, les études sur les effets du jeline ont donné des
résultats mitigés. Les études réalisées dans les années quarante et cinquante ont conclu
alternativement a une augmentation des capacités olfactives aprés le jeline et a une
diminution en état de satiété (Goetzl and Stone, 1947, 1948; Goetzl et al., 1950) ou a I'exact
opposé (Janowitz and Grossman, 1949; Zilstorff-Pedersen, 1955). Certaines études ont
notamment conclu qu’une satiété artificielle induite par l'ingestion de sucrose ou par
distension gastrique diminuait la perception olfactive (Ahokas and Goetzl, 1951; Goetzl et al.,
1951).

Plus récemment, deux études ont également trouvé des résultats contradictoires concernant
I'effet du jelne qui augmenterait la sensibilité olfactive pour une odeur neutre (Stafford and
Welbeck, 2011) alors qu’une autre équipe ne trouve aucune influence de I'effet du jeline sur
la sensibilité olfactive a une odeur neutre (Albrecht et al., 2009). De plus pour une odeur de
nourriture, les conclusions des deux équipes sont opposées. En effet la sensibilité olfactive a
une odeur de nourriture serait plus élevée en état de satiété (Albrecht et al., 2009) ou en
état de jeGne (Stafford and Welbeck, 2011). En résumé, les deux équipes retrouvent les
résultats de Berg et collaborateurs selon lesquels I'état nutritionnel chez I’humain module la
sensibilité olfactive pour une odeur de nourriture (Berg et al., 1963). De plus il a été montré
gue I'état nutritionnel a une influence sur la palatabilité des aliments consommeés (Sgrensen
et al., 2003; Yeomans, 2006). Bien entendu, la disparité des études chez I'étre humain peut,
en partie, s’expliquer par le fait qu’il est difficile de contréler avec exactitude la quantité et la
qualité des repas.

Les études chez I'animal sont plus tranchées. Chez le rongeur en particulier, le jelne
augmente la détection d’'une odeur neutre (Aimé et al., 2007) ainsi que I'exploration d’'une
boule a thé contenant une odeur de nourriture (Prud’homme et al., 2009). De plus, des rats
ayant eu un acces limité a la nourriture de facon répétée présentent des comportements
olfactifs altérés (Badonnel et al., 2012). La plupart des études se sont focalisées sur le bulbe
olfactif et il a été démontré que le jeline augmente I'activité des cellules mitrales alors que
cette derniere est diminuée en état de satiété (Pager et al., 1972). Cependant cette étude
n’arrivait a cette conclusion que pour des odeurs alimentaires et non des odeurs neutres.
Depuis, d’autres études ont prouvé que l'activité des cellules mitrales était augmentée en
période de je(ine et diminuée en état de satiété, et ce, que les odeurs soient alimentaires ou
non (Apelbaum and Chaput, 2003).

Lorsque le phénomeéne de satiété est imité par distension gastrique, une diminution de
I'activité des cellules mitrales est observée (Chaput and Holley, 1976). A l'inverse lorsque
I'hypoglycémie en état de jeline est imitée chez des animaux rassasiés par injection
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périphérique d’insuline, une augmentation de l'activité des cellules mitrales est observée
(Pager et al., 1972; Cain, 1975). L'insuline n’est pas la seule molécule a avoir été utilisée afin
d’imiter les changements hormonaux liés a I’état nutritionnel et d’autres études utilisant
diverses hormones impliquées dans la régulation du métabolisme énergétique ont trouvé
des résultats similaires au niveau du systeme nerveux central (Palouzier-Paulignan; Lacroix
et al., 2012). La partie suivante se focalisera sur les études menées au niveau du systeme
olfactif périphérique et au niveau comportemental.

b. Rodle des hormones et peptides impliqués dans la régulation de la prise alimentaire

Les molécules impliquées dans la régulation du métabolisme énergétique peuvent étre
classées en fonction de leurs effets sur la prise alimentaire: d’'un c6té les molécules
stimulant la prise alimentaire (orexigenes) et de I'autre celles inhibant la prise alimentaire
(anorexigénes). Les récepteurs a ces molécules sont présents au sein de la muqueuse
olfactive et permettent aux hormones orexigenes et anorexigenes d’agir directement sur le
systeme olfactif périphérique (Figure 12).
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Figure 12: Localisation des récepteurs aux hormones impliquées dans la régulation du
métabolisme énergétique au sein de la muqueuse olfactive. IR : récepteur a l'insuline, Ob-R : récepteur
a la leptine, OXR: récepteur a lorexine, GLUT: transporteur du glucose, CB1: récepteur aux
endocannabinoides, NPY Y1 : récepteur au NPY, AdipoR1: récepteur a l'adiponectine. D’apres (Palouzier-
Paulignan; Lacroix et al., 2012)
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Molécules orexigenes
e Neuropeptide Y (NPY)

Le NPY est un peptide produit par I'hypothalamus, le thalamus ou encore I'hippocampe
(Chronwall et al., 1985). Apres un repas le niveau de NPY augmente dans I’"hypothalamus ou
il joue un role dans la régulation de la prise alimentaire (Nguyen et al.,, 2011). Dans la
muqueuse olfactive le NPY se retrouve au niveau des cellules de soutien (Hansel et al.,
2001), dans certaines cellules a microvillosités (Montani et al., 2006), dans les cellules
engainantes (Ubink and Hokfelt, 2000) et dans les corps cellulaires des neurones sensoriels
olfactifs (Doyle et al., 2008).

Deux isoformes du récepteur au NPY, Y1 et Y5, sont impliqués dans la prise alimentaire
(Beck, 2006). Y1 est exprimé dans les OSNs (Negroni et al., 2012) et dans les cellules basales
(Hansel et al., 2001). De plus chez des souris KO pour le récepteur Y1, le nombre d’OSNs est
diminué (Doyle et al., 2008) et les capacités olfactives des animaux sont altérées. Dans une
étude récente, Negroni et collaborateurs ont prouvé que 1) 'amplitude de la réponse a un
odorant de la muqueuse olfactive (par électroolfactogramme) est augmentée aprées
application de NPY (et d’un agoniste de Y1) et que 2) le récepteur Y1 est surexprimé apres un
jelne de 14h chez le rat (Negroni et al., 2012). Le NPY pourrait agir a plusieurs niveaux dans
la muqueuse olfactive. Il a notamment été prouvé qu’il pourrait agir sur le guidage axonal
des connexions épithélio-bulbaires (Ubink and Hokfelt, 2000) et qu’il aurait un réle dans les
phénomeénes d’apoptose et de régénération de I'épithélium olfactif (Montani et al., 2006;
Martin et al., 2009).

e QOrexines

Les orexines A et B (OXA et OXB) sont des neuropeptides synthétisés par I’"hypothalamus
latéral (Broberger et al., 1998) qui stimulent la prise alimentaire (Tsujino and Sakurai, 2009).
Chez I'humain, on sait que les patients narcoleptiques et cataleptiques qui n‘ont pas de
neurones produisant OXA ont une détection et une discrimination olfactives réduites (Baier
et al., 2008; Bayard et al., 2010; Buskova et al., 2010). Cette baisse des capacités olfactives
peut étre annulée par l'instillation intranasale d’OXA (Baier et al., 2008).

Chez I’'animal, Julliard et collaborateurs ont utilisé des injections intracérébroventriculaires
(icv) d’OXA dans le ventricule latéral chez des animaux rassasiés afin d’imiter un état de
jetne (Julliard et al., 2007). Grace au protocole de COA (conditionned olfactory aversion), qui
consiste a mesurer la détection olfactive des animaux en les rendant aversifs a un odorant,
ils ont montré une hausse de la détection olfactive chez les animaux rassasiés ayant recu de
I’OXA en icv par rapport aux animaux rassasiés contréles. Néanmoins les animaux a jeun
détectent mieux les odeurs que les animaux rassasiés ayant recu de I'OXA en icv. De plus une
administration orale d’antagonistes des récepteurs OX1R et OX2R chez des animaux a jeun,
induit une baisse du comportement de flairage pour une odeur de nourriture (Prud’homme
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et al., 2009). Néanmoins la baisse de I'activité locomotrice observée dans cette étude, bien
gue cohérente avec les résultats d’autres études (Nakamura et al., 2000), doit nous faire
considérer ces résultats avec prudence.

Au niveau de la muqueuse olfactive, Caillol et collaborateurs (Caillol et al., 2003) ont localisé
OXA et OXB au niveau apical, dans les boutons dendritiques et les cils des OSNs et dans les
microvillosités des cellules de soutien, ainsi qu’au niveau basal (vaisseaux sanguins et nerfs).
OXB se retrouve dans les vésicules des SUS proches de la membrane, ce qui laisserait penser
a un phénomeéne d’endocytose et/ou d’exocytose. De plus, I'expression des orexines au
niveau du réticulum endoplasmique ainsi que celle de son ARNm laisserait penser qu’une
synthése locale d’orexine par la MO est possible (Caillol et al., 2003). Enfin les récepteurs
OX1R et OX2R sont localisés uniquement au niveau apical de la MO (SUS et OSNs). Il a
également été démontré qu’OXA et OXB activent les voies de I'adénylyl cyclase et de la
phospholipase C dans les OSNs (Gorojankina et al., 2007).

e Ghréline

La ghréline est une hormone produite principalement par I'estomac et le tractus gastro-
intestinal (Kojima et al., 1999; Date et al., 2000). Elle a une action orexigéne et participe a
I'initiation du repas (Cummings, 2006) ainsi qu’a la régulation de la prise alimentaire (Wren
et al.,, 2000; Nakazato et al., 2001). En outre, la ghréline augmente la sensibilité olfactive
chez I’'humain et le rat (Tong et al., 2011), qu’elle soit injectée en systémique ou en icv (pour
le rat). De plus, dans une étude récente, Loch et collaborateurs ont prouvé que le gene du
récepteur a la ghréline ghsrla est exprimé dans la MO et plus précisément dans les OSNs.
Par ailleurs, un traitement a la ghréline augmente l'activité des OSNs, I'expression du gene
d’activité précoce Egrl étant augmentée dans ces derniers (Loch et al., 2015).

e Endocannabinoides

Les endocannabinoides sont des dérivés lipidiques produits par clivage des phospholipides
de la membrane post synaptique. Deux récepteurs aux endocannabinoides, CB1 et CB2,
existent mais seul CB1 semble étre impliqué dans la régulation de la prise alimentaire (Di
Marzo et al., 2001). Il a été prouvé que les endocannabinoides augmentent la détection
d’une odeur alimentaire et la consommation de nourriture via I'implication de CB1 dans le
bulbe olfactif (Soria-Gémez et al., 2014). Au niveau de la muqueuse olfactive, il a été
démontré la présence des récepteurs CB1 et CB2 chez le rongeur. Lorsque les souris ne
possedent pas ces récepteurs, le nombre d’OSNs est diminué. Les auteurs indiquent
cependant que ces récepteurs ne jouent aucun réle dans la modulation de I'olfaction mais
les résultats de leurs tests comportementaux ne sont pas concluants (Hutch et al., 2015).
Chez la larve du xénope, en revanche, il a été montré que l'endocannabinoide 2-
arachidonoylglycérol (2-AG) est produit dans les OSNs et agit via CB1 pour diminuer le seuil
de réponse des OSNs en état de jeline (Breunig et al., 2010).
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Molécules anorexigenes
e Insuline

L'insuline est une hormone produite par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas.
Elle est sécrétée dans le sang en cas d’élévation de la glycémie (Henquin, 2011). Dans
I’"hypothalamus elle agit comme un peptide anorexigéne (Williams et al., 2011). Chez le
rongeur, des instillations intranasales d’insuline entrainent une hausse des capacités de
discrimination olfactive (Marks et al., 2009). En effet, on observe une augmentation du
temps d’exploration des animaux pour une nouvelle odeur. Néanmoins cette conclusion est
biaisée par le fait que les animaux explorent aussi plus un nouvel objet (ce qui laisse
supposer une curiosité accrue ou un effet sur la mémoire a court et a long terme). Les
instillations intranasales d’insuline ne semblent pas non plus affecter le seuil de détection
des odorants. Il est de toute fagon difficile d’étudier les capacités olfactives d’'un animal avec
la méthode d’instillation intranasale d’insuline en aigu. C’est pour cela que les auteurs ont
utilisé un protocole d’instillations répétées ce qui rend difficile de conclure avec précision sur
les effets de I'insuline sur I'olfaction.

Une autre étude a été effectuée en utilisant des injections d’insuline icv dans le ventricule
latéral d’animaux a jeun afin d’imiter les effets du rassasiement (Aimé et al., 2012). Il en
résulte une baisse du seuil de détection olfactive des animaux (par la méthode du COA). Les
auteurs trouvent également une diminution du comportement de flairage pour une odeur
de nourriture. En résumé, il semblerait bien que l'insuline diminue les capacités olfactives
des animaux, ce qui est cohérent avec les résultats obtenus en utilisant des animaux
rassasiés.

Comme pour les autres tissus périphériques, il est probable que l'insuline présente dans la
mugqueuse olfactive provienne principalement de la circulation générale mais selon un
mécanisme encore inconnu a ce jour. En effet I'épithélium olfactif possede au niveau basal
des jonctions serrées qui rendent difficile le passage de I'insuline des vaisseaux sanguins vers
les cellules de I'épithélium olfactif (Hussar et al., 2002).

Cependant on retrouve de linsuline au sein de la muqueuse olfactive. Il est possible que
I'insuline puisse étre produite localement car des études en qPCR ont montré |'expression de
Pdx1 (un facteur de transcription de l'insuline) et de la prohormone convertase (impliquée
dans la maturation de l'insuline) au sein de la muqueuse olfactive (Lacroix et al., 2008).
Néanmoins cette synthése d’insuline est tres faible par rapport a I'insuline de la circulation
générale (environ 1 versus 200).

Le récepteur de l'insuline est lui aussi exprimé dans la muqueuse olfactive. On le retrouve
dans les OSNs au niveau des boutons dendritiques et des cils olfactifs mais également dans
les cellules basales, les cellules de soutien et au niveau de I'endothélium des vaisseaux
sanguins (Lacroix et al., 2008; Marks et al., 2009). De facon intéressante les deux isoformes
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du récepteur a l'insuline, ir-a et ir-b, sont exprimés en quantité égale dans la muqueuse alors
gu’en générale seule la forme courte ir-a est exprimée dans les tissus nerveux (Lacroix et al.,
2008). Traditionnellement ir-a est décrit comme ayant un rOle mitogénique et anti-
apoptotique alors qu’ir-b est impliqué dans les processus de différenciation cellulaire
(Sciacca, 2003). De plus, apres 48h de mise a jeun chez le rat, on constate une augmentation
des transcrits du récepteur a I'insuline ainsi qu’une hausse du nombre de récepteurs dans la
mugqueuse olfactive (Lacroix et al., 2008). Enfin des effecteurs de la voie de signalisation de
I'insuline sont également exprimés dans ces cellules, notamment IRS 1 et 2 ou la PI3 kinase
(Lacroix et al., 2008).

Des expériences en patch clamp ont montré que l'insuline était capable d’augmenter la
fréquence de décharge spontanée des OSNs (Savigner et al., 2009). De fagon surprenante
I'insuline augmente I'excitabilité des OSNs mais diminue leur réponse a une stimulation
olfactive. De plus 'amplitude de la réponse de la muqueuse olfactive a une odeur neutre
(obtenue en EOG) est diminuée apres application d’insuline (Lacroix et al., 2008; Savigner et
al.,, 2009). L'augmentation de la fréquence de décharge spontanée des neurones et la
diminution de la réponse obtenue en EOG aprés application d’insuline correspond donc a
une diminution du ratio signal sur bruit au niveau de la muqueuse olfactive (Savigner et al.,
2009). Linsuline pourrait aussi agir sur les phénoménes de mort et de régénération de
I’épithélium olfactif puisqu’il a été prouvé que l'insuline a un effet anti-apoptotique sur la
muqueuse olfactive (Lacroix et al., 2011).

e leptine

La leptine est une hormone produite par le tissu adipeux et sécrétée dans la circulation
sanguine aprés un repas (Saladin et al., 1995). Grace a des souris transgéniques ob/ob (pas
de production de leptine) et db/db (récepteur non fonctionnel), Getchell et collaborateurs
ont étudié I'effet de la leptine sur I'olfaction (Getchell et al., 2006). Les souris ob/ob et db/db
retrouvent plus facilement de la nourriture enfouie sous la litiere que les souris contréle. De
plus en injectant de la leptine en intrapéritonéal (ip) chez les souris ob/ob, le temps
nécessaire a trouver la nourriture est ramené a celui des animaux contréles. De plus il a été
montré, par la méthode du COA, que la leptine injectée icv chez des animaux a jeun (afin
d’imiter un état rassasié) diminue la détection olfactive (Julliard et al., 2007) ainsi que le
temps d’exploration d’une odeur de nourriture (Prud’homme et al., 2009).

Au niveau de la muqueuse olfactive, deux isoformes du récepteur a la leptine sont présents,
la forme longue Ob-Rb et une des formes courtes Ob-Ra. On les retrouve notamment a la
surface de I'épithélium, dans les boutons dendritiques des OSNs ainsi que dans les OSNs
immatures (Baly et al., 2007). Ils sont également exprimés dans les cellules de soutien et les
cellules des canaux des glandes de Bowman (Getchell et al., 2006; Baly et al., 2007). Une
faible production locale de leptine est également présente dans la muqueuse olfactive (Baly
et al., 2007).
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De méme que pour l'insuline, il a été prouvé que 48h de mise a jeun chez le rat entraine une
augmentation de la transcription de la forme longue du récepteur a la leptine, Ob-Rb (Baly et
al., 2007). Des expériences en patch clamp ont montré que la leptine était capable
d’augmenter la fréquence de décharge spontanée des OSNs (Savigner et al., 2009). A l'instar
de l'insuline, la leptine augmente I'excitabilité des OSNs et diminue leur réponse a une
stimulation olfactive. De plus I'amplitude de la réponse de la muqueuse olfactive a une
odeur neutre (EOG) est diminuée aprés application de leptine (Savigner et al.,, 2009).
L'augmentation de la fréquence de décharge spontanée des neurones et la diminution de la
réponse obtenue en EOG apreés application de leptine correspond donc a une diminution du
ratio signal sur bruit au niveau de la muqueuse olfactive (Savigner et al., 2009).

Autres facteurs métaboliques

D’autres facteurs intervenant dans la régulation du métabolisme énergétique pourraient agir
sur la muqueuse olfactive. Le récepteur a I'adiponectine (orexigéne), AdipoR1 est présent au
sein des OSNs (Hass et al., 2008) et I'adiponectine augmente I'activité électrique de la
muqueuse olfactive (Loch et al., 2013). Le peptide YY (anorexigéne) est seulement présent
dans les cellules de soutien. Cependant chez des souris KO YY -/-, le nombre d’OSNs est
augmenté, ce qui laisserait penser que le peptide YY a un réle dans la différenciation des
OSNs (Doyle et al., 2012).

Enfin il est possible que le glucose lui-méme puisse agir directement sur la muqueuse
olfactive. Dans le systeme nerveux central, le glucose entre dans les cellules via les
transporteurs au glucose de la famille des GLUT (McEwen and Reagan, 2004). Au sein de la
mugqueuse olfactive, il a été montré que GLUT1 et 3 sont exprimés au niveau des glandes de
Bowman et des cellules de soutien. Au niveau des OSNs en revanche, seul GLUT1 est
exprimé (Nunez-Parra et al., 2011). Il semblerait aussi que le transporteur au glucose
sensible a l'insuline, GLUT4, soit présent dans la MO (Lacroix et al., 2015). Cependant,
malgré I'expression de ces protéines, il n’est pas encore déterminé si les OSNs sont capables
de détecter le glucose, comme c’est le cas pour certains neurones du bulbe olfactif (Tucker
et al., 2010; Al Koborssy et al., 2014).

c. Role des pathologies liées a I’alimentation

Au niveau pathologique, I'olfaction est perturbée dans de nombreuses pathologies liées au
comportement alimentaire : diabéte (Le Floch et al., 1993; Weinstock et al., 1993), obésité
(Obrebowski et al., 2000; Richardson et al., 2004), anorexie (Fedoroff et al., 1995; Roessner
et al.,, 2005; Aschenbrenner et al., 2008) ou encore boulimie (Fedoroff et al., 1995;
Aschenbrenner et al., 2008; Rapps et al., 2010). Le cas particulier des liens entre le diabete
de type 2 et |'olfaction sera abordé plus en détails au cours du Chapitre 4 ou je présenterai
la problématique de I'étude.
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Chez I'animal, plusieurs d’études ont été menées sur l'influence des pathologies liées a
I’alimentation sur 'olfaction. Certains modéles animaux d’obésité et / ou de diabéte, tel le
rat Zucker (fa/fa), présentent une insulino-résistance du bulbe olfactif se traduisant par des
changements fonctionnels de la réponse a linsuline dans ce tissu (Baskin et al., 1985;
Figlewicz et al., 1985; Aimé et al.,, 2014). L’insuline, appliquée directement sur le bulbe
olfactif ou délivrée par voie intranasale (IND pour intranasal insulin delivery), induit un
changement fonctionnel du bulbe olfactif (Fadool et al., 2000, 2004, 2011; Marks et al.,
2009; Tucker et al., 2010). Cependant aucun de ces modeéles ne correspond a un modéle
animal de diabéte exclusivement.

Au niveau de la muqueuse olfactive, l'influence a long terme d’un régime obésogene et
diabétogene enrichi en graisses a été étudiée chez la souris (Thiebaud et al., 2014; Lacroix et
al., 2015). Les souris soumises a ce type de régime présentaient des changements
fonctionnels et anatomiques de la muqueuse olfactive, laissant penser que le régime
alimentaire et / ou les pathologies liées a I'alimentation peuvent induire des modifications
du systeme olfactif périphérique. Cependant, il est impossible de différencier les effets dus a
I'obésité de ceux dus au diabéete dans ces études.

Il semble donc établi que les maladies métaboliques entrainent des effets nocifs au niveau
du systéme olfactif. Différentes études ont mis en évidence des difficultés olfactives chez des
patients diabétiques (voir Chapitre 4). Dans le chapitre suivant, nous verrons les causes de la
mise en place de cette pathologie et, en particulier, le r6le du fructose dans ce processus.
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Chapitre 3 : Le fructose et ses implications dans le

développement des maladies métaboliques

Le fructose est un monosaccharide retrouvé principalement dans les fruits et le miel. Ces
guarante derniéres années, son utilisation s’est faite plus fréquente dans le régime
alimentaire humain, notamment via l'introduction des high fructose corn syrup (HFCS). Dans
le méme temps, I'augmentation des maladies métaboliques, comme le diabéte par exemple,
s’est considérablement amplifiée, dans les pays occidentaux d’abord, puis de fagon
généralisée dans le monde. De nombreuses études ont pointé du doigt le role de
I'augmentation de la consommation de fructose dans |'épidémie de diabete actuelle
(DiNicolantonio et al., 2015) mais, aprés plusieurs décennies de débat, la lumiere est encore
loin d’étre faite sur un possible lien de cause a effet.

l. Le diabeéte
a. Définitions et symptomes

Selon le vulgaris medical, le diabéte est un trouble de I'assimilation, de I'utilisation et du
stockage des sucres apportés par I'alimentation. Les symptomes les plus courants sont : une
soif intense, une polyurie importante, une grande fatigue, des douleurs abdominales et
parfois une augmentation de la sensation de faim. Cette pathologie est connue depuis
I'antiquité (description dans I'empire romain et dans la civilisation indienne il y a plus de
3000 ans).

Il est plus juste de parler des diabétes que du diabéte. En effet, il existe plusieurs pathologies
regroupées sous le nom de diabéte. On distingue principalement le diabete de type | (ou
insulino-dépendant, DT1) et le diabéte de type Il (ou non insulino-dépendant, DT2). Le DT1
représente environ 10% des cas de diabétes dans le monde (Cefalu, 2006) et le DT2 environ
90% (Korc, 2004). Pour le reste de ce rapport, je ne parlerai que du DT2, étant celui le plus
impacté par le style de vie (dont I'alimentation) et dont la progression a le plus augmenté
ces derniéres années (80% d’augmentation dans le monde entre 2000 et 2013)
(International Diabetes Federation, 2013). L'augmentation de la prévalence du DT2 dans le
monde (8,3% en 2013) fait que I'on parle désormais d’épidémie de diabéte (Chen et al.,
2011; Lam and LeRoith, 2012; Kharroubi and Darwish, 2015).

b. Meécanismes de la mise en place du DT2

Le DT2 est classiquement décrit par une hyperglycémie chronique a jeun, provoquant a
terme, une résistance a l'insuline puis une diminution de la synthese et de la production
d’insuline. De facon générale, le métabolisme énergétique est complétement bouleversé
apres l'établissement d’'un DT2, en particulier le métabolisme glucidique. Au niveau
hépatique, le DT2 est caractérisé par une synthese de glycogene anormale, due a la fois a
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une baisse de I'activité de la glycogene synthase et a un probleme de captation du glucose
par le foie. De plus I'activité de la voie de la néoglucogenése est augmentée (Van den
Berghe, 1978).

La baisse de la production de glycogene et I'augmentation de la production de glucose
participent a I'hyperglycémie constatée chez les diabétiques. Cette hyperglycémie provoque
une résistance a l'insuline, aussi bien chez les animaux (Rossetti et al., 1990) que chez les
humains (Yki-Jarvinen et al., 1987). Sans rentrer dans les détails de la mise en place de la
résistance a l'insuline (Pessin and Saltiel, 2000), cela va se traduire par une augmentation de
la sécrétion et de la synthése de I'insuline par les cellules B du pancréas jusqu’a épuisement
de ces dernieres (Cavaghan et al., 2000). Le DT2 est alors caractérisé par une diminution de
la masse des cellules B (Jackerott et al., 2006), une baisse de leur activité électrique et une
baisse de la sécrétion d’insuline (Bell and Polonsky, 2001; Florez et al., 2003).
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Figure 13 : Sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques chez les patients DT2. Chez les
patients DT2, la premiere phase de libération de I'insuline par exocytose est absente et la seconde phase est
diminuée. En noir : sécrétion normale, en rouge : sécrétion chez les DT2. RRP : readily releasable pool (pool
d’insuline prét a étre sécrété, RP : reserve pool (pool de réserve). D’apres (Seino et al., 2011).

Les concentrations sanguines de glucose et d’insuline suivent un rythme journalier chez les
animaux (Jolin and Montes, 1973; Peret et al., 1973; Lesault et al., 1991) et chez les humains
(Carroll and Nestel, 1973; Bolli et al., 1984; Van Cauter, 1990). Plus précisément, la sécrétion
d’insuline suit des oscillations ultradiennes (de I'ordre de 1 a 2h (Polonsky et al., 1988)) ainsi
gue des oscillations plus rapides (10 a 15 minutes (Lang et al., 1979)). L’insuline est d’ailleurs
plus efficace lorsqu’elle est libérée de maniére pulsatile que de maniére continue (Matthews
et al., 1983). Or, les patients atteints d’'un DT2 présentent une absence de rythme circadien
de la sécrétion d’insuline (Van Cauter et al., 1997; Boden et al., 1999). De plus si on supprime
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le rythme circadien de la libération de I'insuline, un DT2 se met en place chez I'animal (Oster
et al., 1988; Velasco et al., 1988; Shimomura et al., 1990).

La sécrétion d’insuline par le pancréas en réponse au glucose se fait par un mécanisme en
deux phases: une premiére phase rapide et transitoire suivie d’une phase plus longue
(Cerasi and Luft, 1967; Curry et al., 1968; Luzi and DeFronzo, 1989). La premiére phase
consiste en la libération par exocytose d’un pool de vésicules contenant de I'insuline préte a
étre sécrétée. La deuxieme phase nécessite la mobilisation des granules contenant de
I'insuline et dure tant que le stimulus induit par le glucose est présent (Rorsman and
Renstrom, 2003). Or, la perte de la premiére phase et une seconde phase réduite est
caractéristique du DT2 (Cerasi and Luft, 1967; Davis et al., 1993) (Figure 13).

Pendant la mise en place du DT2 (lors de I’hyperinsulinémie chronique), il semble probable
qgue linsuline puisse agir au niveau du noyau accumbens en inhibant la clairance de la
dopamine et ainsi diminuer le plaisir ressenti en mangeant (Anderzhanova et al., 2007). De
plus l'insuline inhibe la signalisation de la leptine au niveau central (Kellerer et al., 2001; Hill
et al., 2008), ce qui va entrainer une hausse de la prise alimentaire.
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Figure 14 : Les dysfonctions mitochondriales dans la mise en place du DT2. Les dysfonctions des
mitochondries présentes dans différents organes peuvent participer a la mise en place du DT2, en particulier en
favorisant I'apparition d’une résistance a l'insuline généralisée. D’apres (Wang et al., 2010).

Parmi les causes de |'établissement du DT2, le style de vie a énormément d’influence. En
effet, on estime que I'évolution du régime alimentaire humain (contenant plus de gras et de
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sucre), associé a une diminution de I’activité physique sont parmi les causes majeures de la
mise en place du DT2 (International Diabetes Federation, 2013). En effet, 80% des patients
DT2 sont obéses et 25 a 30% des obéses vont développer un DT2 (Vaag and Lund, 2007).
Néanmoins les facteurs génétiques et épigénétiques ne sont pas a négliger pour autant
(Bernard et al., 2013). De plus, des dysfonctionnements mitochondriaux sont aussi impliqués
dans le phénomeéne de résistance a l'insuline (Martinez, 2006) (Figure 14), notamment au
niveau du tissu adipeux (Choo et al., 2006). La hausse de la production des espéces réactives
a l'oxygéne (ROS) par les mitochondries est aussi responsable de la diminution de la
sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques (Kawahito et al., 2009) (Figure 15). Enfin,
la hausse de la production des acides gras (AG) par le foie, et la hausse résultante du taux de
triglycérides (TG) dans le sang, sont également parmi les premiers facteurs de la mise en
place du DT2 (pour un schéma récapitulatif : Figure 16).
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Figure 15 : Role des ROS dans la mise en place du DT2. La hausse de la production de ROS va agir sur la
cellule B pancréatique afin de diminuer la synthése et la sécrétion d’insuline. D’aprés (Kawahito et al., 2009).

c. Complications dues au diabéte

A mesure de la progression du DT2, de nombreuses complications peuvent apparaitre. En
effet, le DT2 est souvent accompagné d’hypertension, de dyslipidémie, d’obésité et / ou de
maladies cardiovasculaires (Després and Lemieux, 2006). On parle alors plus volontiers de
syndrome métabolique (MetS). Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, le MetS est
caractérisé par un DT2, une hyperglycémie a jeun, une intolérance au glucose ou une
résistance a linsuline ainsi qu’au moins deux des pathologies suivantes : hypertension,
hyperlipidémie, obésité, microalbuminurie (Bruce and Byrne, 2009).

Les maladies rénales et / ou hépatiques sont aussi fortement associées au DT2. La stéatose
hépatique non alcoolique (NAFLD pour non-alcoholic fatty liver disease) est I'une des
complications les plus courantes (Angulo, 2002; Clark and Diehl, 2002). D’ailleurs une étude
a prouvé que les patients DT2 ayant développé un NAFLD étaient plus insulino-résistants que
les patients DT2 chez qui cette pathologie n’était pas présente (Kelley et al., 2003).
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Enfin les complications les plus connues (car les plus courantes et les plus séveres) sont les
complications vasculaires. Elles se divisent en deux groupes : les complications macro et
micro-vasculaires (Forbes and Cooper, 2013). Les complications macro-vasculaires touchent
principalement les arteres. Elles sont la cause des maladies cardiovasculaires, de I'infarctus
du myocarde ou des attaques. Les complications macro-vasculaires sont d’ailleurs la
premiere cause de déces chez les patients DT2, ou elles sont 2 a 8 fois plus fréquentes que
dans la population générale (Kannel and McGee, 1979; Cefalu, 2006). Les complications
micro-vasculaires touchent les petits vaisseaux sanguins et provoquent des pathologies
telles que la rétinopathie diabétique ou les neuropathies diabétiques. Les conséquences de
ces pathologies peuvent étre trés sérieuses (cécité, amputation). De plus 40 a 50% des
patients atteints de neuropathie diabétiques éprouvent des douleurs chroniques (Obrosova,
2009).
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Figure 16 : Schéma général de la possible mise en place du DT2. Les facteurs endogénes et exogénes
provoquent la mise en place d’une résistance a I'insuline au niveau du muscle, ce qui conduit a I'augmentation
de la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques jusqu’a leur épuisement, établissant ainsi un DT2.
D’apres (Saltiel, 2001).

d. Modéles animaux pour I'étude du DT2

Il existe de trés nombreux modeles animaux pour I’étude du DT2 chez le rongeur. Cela va des
cas de diabéte spontané aux manipulations génétiques, en passant par des inductions
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chirurgicales, chimiques ou encore en modifiant le régime alimentaire des animaux (Rees
and Alcolado, 2005; Cefalu, 2006; Chatzigeorgiou et al., 2009; Panchal and Brown, 2011;
Islam, 2013). Il existe d’ailleurs de nombreux outils diagnostiques du DT2 chez le rongeur
(McMurray and Cox, 2011).

Parmi les modeles d’étude du DT2, la souris C57BI/6J (issue de chez Jackson laboratory)
présente une intolérance au glucose, indépendante de I'obésité (Kaku et al., 1988;
Kooptiwut et al., 2002; Fergusson et al., 2014). Cette souche possede une insulinémie
normale a jeun mais, durant la phase postprandiale, la sécrétion de I'insuline par le pancréas
est diminuée (Kaku et al., 1988; Kayo et al., 2000). De plus la glycémie et I'insulinémie sont
peu corrélées chez cette souche (Surwit et al., 1991; Stoehr et al., 2000; Burcelin et al., 2002)
qui a été particulierement utilisée pour étudier le DT2 aprés induction par un régime riche
en graisses (Burcelin et al., 2002; Toye et al., 2005). En revanche, les études réalisées sur
cette souche apres induction du DT2 par un régime riche en fructose, une autre modification
du régime alimentaire des rongeurs bien connue pour induire un DT2, sont moins
concluantes (voir partie Ill de ce chapitre).

Il. Le fructose

a. Les sources de fructose

Le fructose est un sucre que l'on trouve principalement sous deux formes dans
I’alimentation humaine : sous forme de monosaccharide dans les fruits ou le miel ou sous
forme de disaccharide que I'on appelle le sucrose (le fructose étant alors lié a une molécule
de glucose) et qui est tres présent dans I'alimentation humaine (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma d’une molécule de fructose libre ou liée au glucose sous forme de sucrose.

Le fructose est aussi retrouvé sous forme de monosaccharide au sein des sirops de mais
enrichis en fructose (HFCS). Ces derniers ont été introduits a la fin des années 60 aux USA et
depuis leur consommation n’a fait qu’augmenter (voir partie Il.b). En effet, le fructose
présente de nombreux avantages pour l'industrie agroalimentaire par rapport au glucose ou
au sucrose. Le premier d’entre eux est le prix des HFCS par rapport a celui du sucrose. Avant
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I'introduction des HFCS, le fructose ne pouvait s’obtenir que par extraction, ce qui en faisait
un produit tres colteux. Cependant, le fructose des HFCS s’obtient par isomérisation du
glucose obtenu apres hydrolyse de I'amidon du mais. Le fructose ainsi obtenu est ensuite
purifié et mélangé a du glucose avec des proportions variées (Bhosale et al., 1996). On
retrouve jusqu’a 90% de fructose dans les HFCS mais la proportion la plus largement utilisée
est un ratio de 55% de fructose pour 45% de glucose (Guzman-Maldonado and Paredes-
Lépez, 1995). Or le sucrose est produit dans des régions équatoriales et son prix est soumis a
de nombreuses fluctuations alors que les USA sont les premiers producteurs de mais. La
production de fructose via les HFCS est donc beaucoup plus économique et son prix plus
stable que celui du sucrose (White, 2008).

Le fructose a d’autres avantages pour I'industrie agroalimentaire. Premiérement, il est plus
soluble que le glucose et forme moins de cristaux a la cuisson, ce qui fait qu’il est tres utile
dans I'élaboration des sucreries et des patisseries industrielles (Hallfrisch, 1990). De plus, le
sucrose s’hydrolyse en milieu acide et a besoin d’étre solubilisé avant usage. Les HFCS sont
stables en milieux acide et n’ont besoin que d’étre dilués, ce qui en fait un excellent produit
pour |'élaboration des boissons sucrées. De plus, le fait que les HFCS soient sous forme de
sirop est également un avantage non négligeable pour le stockage de ce produit (White,
2008). Enfin le fructose est un sucre qui nous parait tres sucré. A titre de comparaison, si on
fixe le pouvoir sucrant du sucrose a 100, alors le glucose se situe a 74 et le fructose a 173
(Krause and Mahan, 1984). Pour toutes ces raisons, |'utilisation des HFCS est devenue de
plus en plus fréquente dans I'industrie agroalimentaire et, par voie de conséquence, au sein
du régime alimentaire humain. En effet, les sucres ajoutés représentaient 16% des calories
totales aux USA en 1996 (Nielsen et al., 2002) et les HFCS représentaient 40% de ces sucres
ajoutés (Bray et al., 2004).

Enfin, il est a signaler que le fructose est produit naturellement en petite quantité par le
corps humain. On retrouve une production endogéne de fructose dans le cristallin, les
vésicules séminales et le placenta. Il peut également étre produit a partir du glucose par la
voie du sorbitol (Mayes, 1993).

b. Evolution de la consommation du fructose

Les HFCS ont été introduits aux USA en 1967 et une rapide hausse de leur consommation
s’est effectuée pendant les 20 premiéres années (Hallfrisch, 1990). La consommation des
HFCS est ainsi passée de 200g par an et par habitant en 1970 a 23,3kg par an et par habitant
en 1997. Dans le méme temps la consommation de sucrose a diminué, passant de 38kg a
25kg (Elliott et al.,, 2002). Ramenée au taux de fructose présent dans ces composés, la
consommation de fructose est donc passée de 64g/j/hab en 1970 a 81g/j/hab en 1997, soit
une augmentation de 26%. En revanche si on considere la consommation de fructose
uniqguement sous forme de monosaccharide alors la consommation est passée de 0,5g/j/hab
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a 40g/j/hab. La tendance s’est poursuivie par la suite, la consommation de fructose
augmentant encore de 16% entre 1986 et 2007 (Tappy and L&, 2010).

Enfin il est a signaler que ces chiffres, s’ils peuvent étre surestimés, car basés sur la
disparition du fructose per capita, sont peut-étre sous-estimés car ils sont basés sur
I’estimation que le ratio fructose / glucose des HFCS est de 55 / 45. Or, une étude a mis en
évidence qu’il y a plus de fructose dans les boissons sucrées que ce que I'on pense, trouvant
des quantités de fructose allant jusqu’a 70% au lieu de 55% (Ventura et al., 2011).

Malheureusement, il est difficile d’estimer la consommation mondiale de fructose et tous
ces chiffres représentent la consommation des USA uniquement. Cependant les USA ne sont
pas les seuls producteurs de HFCS. Ces derniers sont également produits en grande quantité
au Japon, au Canada, en Corée du Sud, en Chine ou encore en Argentine (Vuilleumier, 1993).

c. Devenir du fructose apreés ingestion : métabolisme intestinal

Comme dit précédemment, le fructose peut étre ingéré sous deux formes : sous forme pure
ou sous forme de sucrose. Méme si une enzyme clivant le sucrose en glucose + fructose est
présente dans les entérocytes, la sucrase (Rosenweig and Herman, 1969), le fructose ne sera
pas absorbé de la méme maniéere s’il est, ou non, accompagné de glucose. Chez le rongeur,
le fructose est absorbé par I'intestin par transport passif et par diffusion facilitée, grace aux
transporteurs GLUTS5 au niveau de la lumiére des entérocytes et GLUT2 au niveau basolatéral
(Skoog and Bharucha, 2004). L’absorption du fructose est plus importante dans le jéjunum
gue dans l'iléon. Si le fructose est absorbé avec du glucose, alors le transport du fructose par
I'intestin est augmenté (Hallfrisch, 1990). En effet, le fructose est moins facilement absorbé
sous forme libre que sous forme de sucrose. De méme, il a été prouvé qu’un régime enrichi
en fructose allait modifier I'absorption intestinale du glucose (Tobin et al., 2008).

On estime que 80 a 90% du fructose ingéré est absorbé par l'intestin (Cook, 1969).
Néanmaoins, I'absorption intestinale du fructose est incompléte chez la plupart des individus
(80% des sujets sains apres un bolus de 50g de fructose (Skoog and Bharucha, 2004)).
Lorsqu’il est non absorbé, le fructose induit des probléemes de transit et des crampes
intestinales.

Si la majorité du fructose absorbé passe dans la circulation sanguine et est ensuite
métabolisée par le foie, une faible partie (moins de 10%) est métabolisée directement dans
les entérocytes (Van den Berghe, 1986). Le fructose métabolisé dans les intestins donne
principalement du lactate et du glucose (Tappy and L&, 2010). Néanmoins, la majeure partie
du fructose traverse intacte les entérocytes et parvient alors au foie par la veine porte, ou il
va étre métabolisé (Figure 18).
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Figure 18 : Absorption intestinale du fructose et devenir du fructose aprés métabolisation par le
foie. Le fructose arrive au foie par la veine porte, aprés passage par les entérocytes. L3, il va étre transformé
en glucose, en glycogeéne, en lactate, en AG ou produire de I'énergie. D’aprés (Spruss and Bergheim, 2009).

d. Devenir du fructose aprés absorption : métabolisme hépatique

Le foie est un excellent capteur de fructose. Prés de 90% du fructose absorbé péneétre dans
le foie ou il est ensuite métabolisé (Mayes, 1993). A titre de comparaison, seul 20 a 30% du
glucose absorbé est capté par le foie (DeFronzo et al., 1978; Pagliassotti and Cherrington,
1992). Le fructose rentre dans les hépatocytes par I'intermédiaire de GLUT2 et subit ensuite
de nombreuses modifications (Hallfrisch, 1990; Mayes, 1993) (Figure 19). La premiére étape
du métabolisme du fructose est sa phosphorylation. Cette derniére peut se faire par
I'intermédiaire de deux enzymes : I’hexokinase, ubiquitaire, qui va phosphoryler le fructose
sur le carbone 6 (F-6P) et la fructokinase, spécifique du foie, qui va phosphoryler le fructose
sur le carbone 1 (F-1P). La fructokinase a une trés forte affinité pour le fructose. Au niveau
du foie c’est donc par elle que le catabolisme du fructose va passer.

Le F1P est ensuite clivé en dihydroxyacétone phosphate (DHP) et en glycéraldéhyde par la F-
1P aldolase. Si cette enzyme est absente, alors on parle d’intolérance au fructose, ce qui
peut se traduire par un retard de croissance et des dommages au foie pouvant étre létaux.
Lorsque la consommation de fructose est importante, I'activité de la F-1P aldolase est
augmentée.

Les deux oses formés vont ensuite suivre différentes voies. Le DHP peut étre isomérisé en
glycéraldéhyde phosphate, lequel va ensuite entrer dans la voie de la glycolyse pour donner
du pyruvate. Ce pyruvate peut ensuite donner du lactate ou entrer dans le cycle de Krebs
pour donner de I’ATP ou participer a la biosynthése des acides gras (AG). Le DHP peut aussi
étre réduit en glycérol triphosphate (G-3P), lequel va rejoindre la voie de biosynthése des
AG. Enfin le DHP et le G-3P, sous l'action de |'aldolase, vont donner du fructose 1,6-
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biphosphate (F1,6-2P), lequel peut ensuite donner du glycogene ou du glucose (en rentrant
dans la voie de la néoglucogeneése).
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Figure 19 : Métabolisme hépatique du glucose et du fructose. Le fructose et le glucose peuvent
s’engager dans les mémes voies métaboliques. Cependant le fructose n’a pas besoin de passer par les étapes
régulatrices du métabolisme du glucose (phosphofructokinase principalement). D’apres (Mayes, 1993).

Le glycéraldéhyde peut étre phosphorylé par la triokinase pour donner du glycéraldéhyde
phosphate, lequel peut ensuite rentrer dans les voies de la glycolyse ou de Ila
néoglucogenese. Enfin le glycéraldéhyde, sous I'action de |'alcool déshydrogénase ou de
I'aldose reductase, peut donner du glycérate, qui va rejoindre la voie de la glycolyse, ou du
glycérol, qui va rejoindre la voie de la biosynthése des AG.

Le fructose peut donc étre métabolisé en glycogéne, en glucose, en AG, en lactate ou donner
de I"énergie sous forme d’ATP. Néanmoins le fructose ne va pas donner ces différents
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produits en quantités égales. Apres un bolus de fructose en état de jeline, le fructose va étre
transformé en : 66% de glucose, 25% de lactate, 8% de glycogéne, 1% d’AG et autres. Ces
chiffres sont a peu prés les mémes dans plusieurs études réalisées chez I'animal (Exton and
Park, 1967; Sestoft and Fleron, 1974) et chez I’'humain (Bjorkman and Felig, 1982).

Le métabolisme du glycogene est régulé par deux enzymes clés : la glycogene synthase (pour
produire du glycogene) et la glycogene phosphorylase (pour dégrader le glycogene) (Mayes,
1993). Or le fructose va activer la glycogéne synthase et inhiber la glycogéne phosphorylase
(Thurston et al.,, 1974; Whitton and Hems, 1975). Comment expliquer alors la faible
production de glycogéne aprés un bolus de fructose ? Il se trouve que le fructose a besoin
d’étre ingéré avec du glucose pour avoir un effet glycogénique (Topping and Mayes, 1976).
Seul, le fructose ne va donner que peu de glycogene.

Nous avons vu précédemment que le fructose va également donner du lactate. Or, il a été
prouvé que c’est uniqguement en état de satiété que le fructose va étre transformé
préférentiellement en lactate (Macdonald and Turner, 1968). Concernant la faible
production en AG, celle-ci est suffisante pour provoquer une augmentation des TG dans le
sang. D’ailleurs un régime riche en fructose induit une plus forte augmentation de la
triglycéridémie que les autres glucides (Reiser, 1985). Signalons également que la
phosphorylation du fructose par la fructokinase est un mécanisme utilisant de I’ATP, ce qui
va augmenter le niveau d’AMP et ainsi la synthése de 'acide urique (Reiser, 1985).

Néanmoins le produit le plus abondamment donné par le métabolisme du fructose reste le
glucose. A cela, il y a plusieurs explications. Le métabolisme du glucose est un processus
hautement régulé, en particulier par I'action de plusieurs enzymes clés de la glycolyse. La
phosphofructokinase est I'étape régulatrice par excellence, or elle est completement
contournée par l'ingestion de fructose (Underwood and Newsholme, 1965). Néanmoins, une
forte absorption de fructose devrait augmenter la concentration en F1,6-2P et activer la voie
de la glycolyse. L’activation de la néoglucogenése, au détriment de la glycolyse, est due a
une autre molécule : le fructose 2,6-biphosphate (F2,6-2P). La concentration de ce dernier
est élevée aprés un repas, car il est produit a partir du F-6P, lui-méme produit a partir du
glucose dans la voie de la glycolyse. Or le F2,6-2P va activer la phosphofructokinase (et donc
la glycolyse (Underwood and Newsholme, 1965)) et inhiber la fructose 1,6-bisphosphatase
(et donc la néoglucogenese (Hers and Van Schaftingen, 1982)). Lors de la consommation de
fructose, le F2,6-2P n’est pas produit, ce qui fait qu’il n’y a pas d’inhibition de Ia
néoglucogenese par le fructose, et donc production de glucose.

En résumé, un repas riche en fructose va donner principalement du glucose et
secondairement du lactate méme si la faible production en AG n’est pas a dédaigner aux
vues de ses implications pour la santé.
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e. Utilisation du fructose par d’autres organes

Comme cela a été mentionné plus haut, le foie posséde un trés fort taux d’absorption du
fructose. Il n’est donc pas surprenant que I'on retrouve peu de fructose dans le sang
(Macdonald and Turner, 1968; Crossley and Macdonald, 1970; Topping and Mayes, 1971). Le
transporteur du fructose GLUT5 est présent dans le rein et dans le tissu adipeux, méme si on
ignore |'utilisation qui peut en étre faite par ces tissus (Corpe et al., 2002; Litherland et al.,
2004). GLUTS est également exprimé dans les cellules B pancréatiques mais faiblement (Sato
et al., 1996). La sécrétion d’insuline en réponse a une stimulation de fructose est donc de
faible importance (Grant et al., 1980; Curry, 1989). De méme GLUT5 est présent dans le
cerveau, au niveau des cellules microgliales et de la barriere hémato-encéphalique, mais il
est absent dans les neurones (Mantych et al., 1993; Payne et al., 1997). L’hexokinase du
cerveau a d’ailleurs 20 fois moins d’affinité pour le fructose que pour le glucose (Hallfrisch,
1990).

En conclusion, le fructose est donc principalement métabolisé par le foie et donne en
majeure partie du glucose, sécrété dans la circulation sanguine. Néanmoins, |'ingestion de
fructose a long terme va avoir des effets déléteres sur I'organisme et est notamment
suspectée de provoquer des pathologies telles que le DT2.

. Le fructose et le diabete

a. Implication du fructose dans le diabéte et les pathologies liées

Historiqguement, le fructose est un sucre conseillé aux diabétiques. En effet, il est reporté dés
1874 que le fructose est mieux toléré que le sucrose ou le glucose par les diabétiques
(Hallfrisch, 1990). Le fructose induit une hausse de la glycémie moins forte que le glucose
(Koivisto, 1978; Olefsky and Crapo, 1980; Bantle, 1989; Henry et al., 1991). De méme, la
hausse de l'insulinémie induite par le fructose est moins importante qu’avec du glucose
(Lamar, 1959; Bruckdorfer and Yudkin, 1975; Crapo and Kolterman, 1984; Henry et al.,
1991). Pour ces raisons, le fructose a longtemps été conseillé comme sucre de
remplacement pour les patients diabétiques.

Néanmoins, les effets a long terme du fructose peuvent étre déléteres. Ainsi les régimes
riches en fructose (HFruD) sont suspectés d’induire de I’hypertension, une résistance a
I'insuline, une intolérance au glucose, une obésité et une dyslipidémie. De facon plus
générale la consommation excessive de fructose semble étre lI'une des causes de
I’établissement du MetS (Bray et al., 2004; Bray, 2008; Tran et al., 2009; Tappy and L€&, 2010;
Tappy et al., 2010).

Les premieres études ont été réalisées avec des régimes enrichis en sucrose. Ainsi un régime
riche en sucrose induit une intolérance au glucose, a la fois chez I'animal (Uram et al., 1958)
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et chez '"humain (Cohen et al., 1966) ainsi qu’une hyperinsulinémie (Bruckdorfer and Yudkin,
1975; Reaven et al., 1979; Sleder et al., 1980).

Chez le rat, il a été démontré que les HFruD induisaient une résistance a l'insuline (Hallfrisch,
1990) ainsi qu’une hyperlipidémie (Storlien et al., 1993; Okazaki et al., 1994; Inoue et al.,
1995) et une hypertension (Verma et al., 1994; Dai and McNeill, 1995; Erlich and Rosenthal,
1995; Suzuki et al., 1997). Les mécanismes de la mise en place de I’hypertension chez des
rats nourris avec un HFruD ont été résumés par Tran en 2009 (Tran et al., 2009).

Ainsi, des rats nourris avec un HFruD ont une triglycéridémie plus élevée qu’avec une
guantité égale de glucose (Verschoor et al., 1985). De facon générale, on observe une hausse
de la concentration plasmatique des TG aprés un régime HFruD comparé a d’autres régimes
enrichis avec d’autres glucides, ce qui représente un risque important pour le
développement des maladies cardiovasculaires (Carlson and Bottiger, 1972). En revanche,
I'augmentation du cholestérol ne se retrouve pas dans toutes les études (Klevay, 1975;
Reiser et al., 1985; Failla et al., 1988).

Les HFruD vont également induire d’autres pathologies associées au MetS : NAFLD (Tuovinen
and Bender, 1975), maladies rénales (Johnson et al., 2010) ou encore DT2 (Cohen et al.,
1977). Il a également été montré que l'augmentation de l'acide urique produit par la
consommation de fructose était un facteur de risque pour le développement du DT2
(Dehghan et al., 2008).

Bray a été le premier a dénoncer I'implication du fructose, et particulierement des HFCS,
dans I'épidémie d’obésité actuelle (Bray et al., 2004). Par la suite, beaucoup d’études ont
critiqué cette affirmation en se basant sur le fait que les proportions en fructose des HFCS ne
sont pas différentes de celles du sucrose (White, 2008, 2013; Rippe, 2013; Rippe and
Angelopoulos, 2013). lls dénoncaient également le fait que les doses de fructose employées
dans les études animales étaient bien supérieures a celles retrouvées dans I'alimentation
humaine.

Cependant d’autres études ont démontré qu’il était prématuré d’exclure tout lien de cause a
effet entre I'utilisation des HFCS et le développement des maladies métaboliques. En effet,
un régime contenant 15% de fructose pendant 15 mois (soit des doses proches de ce qu’il
est observé dans I'alimentation humaine) est suffisant pour induire une hyperinsulinémie
chez le rat (Blakely et al., 1981). Il a aussi été prouvé que les effets a long terme du sucrose
étaient dus principalement au fructose (Vrana and Fabry, 1983) et qu’il ne semblait pas y
avoir de différence entre les effets du fructose sous forme libre ou lié au glucose (Tappy et
al., 2010). De plus, il est possible que les effets du fructose présent dans les fruits et le miel
soient différents de ceux du fructose contenu dans les HFCS ou le sucrose, grace a la
présence d’antioxydants et de fibres dans ces produits (Busserolles et al., 2003; Montonen
et al., 2007).
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Chez I’humain, il a été démontré que la consommation de fructose et de glucose dans les
boissons sucrées était associée a un risque de développer un DT2 (Montonen et al., 2007).
Une étude sur 8 ans a également prouvé que les femmes qui consommaient le plus de
boissons sucrées étaient plus susceptibles de développer un DT2 (Schulze et al., 2004). De
plus, la consommation de boissons sucrées est également associée a une hyperinsulinémie
(Yoshida et al., 2007). Enfin, une étude récente a démontré que la prévalence du diabete
était plus importante dans les pays ou la disponibilité des HFCS était la plus forte (Goran et
al., 2013).

Cependant certaines revues arrivent a la conclusion inverse, selon laquelle la consommation
des HFCS n’est pas associée a I'obésité, au diabéte ou au MetS (White, 2008, 2013; Rippe,
2013; Rippe and Angelopoulos, 2013). Néanmoins, ces revues citent principalement des
études portant sur une faible durée de consommation de fructose. Il est également a
signaler que dans toutes les revues arrivant a cette conclusion, les auteurs ont regu des
financements de la part de I'industrie agroalimentaire.

En conclusion, il semble donc que la consommation de fructose a long terme soit associée au
développement d’un certain nombre de maladies métaboliques. Comment expliquer que le
fructose puisse avoir de tels effets déléteres sur I'organisme ?

b. Mécanismes de la mise en place des maladies métaboliques aprés consommation de
fructose a long terme

Il est assez évident de voir que l'importante production de glucose par le foie apres
I'ingestion de fructose va avoir des conséquences néfastes sur I'organisme. En effet,
I'hyperglycémie résultante de la consommation de fructose va obliger le pancréas a sécréter
plus d’insuline, ce qui constitue I'une des premieres étapes de la mise en place du DT2.

De plus, plusieurs adaptations enzymatiques vont avoir lieu aprés une surconsommation a
long terme de fructose. Tout d’abord, le fructose va induire une baisse de la synthese de
glycogéne a partir du glucose (Vrana et al.,, 1978b) alors que la synthese de glycogene
résultant du fructose va étre augmentée (Freedland and Harper, 1957). De fagcon générale, le
fructose va diminuer la capacité du foie a métaboliser le glucose (Bender and Thadani, 1970;
Tuovinen and Bender, 1975). Ce phénomene va également se produire dans le muscle
(Vradna et al., 1978a) et le tissu adipeux (Bender and Thadani, 1970; Vrana et al., 1974).

Au niveau hépatique, le fructose provoque une hausse de I'activité de la fructokinase (Heinz,
1973) et diminue I'activité de I’hexokinase, de la pyruvate kinase et de la fatty acid kinase
alors que, au contraire, la surconsommation de glucose a long terme induit une hausse de
I'activité de ces enzymes (Vrana and Fabry, 1983). Le fructose va également stimuler la voie
de biosynthese des AG par le foie alors que celle-ci va étre diminuée dans le tissu adipeux
(Naismith, 1971; Bruckdorfer et al.,, 1972; Moser and Berdanier, 1974; Waterman et al.,
1975; Winder et al., 1975; Sturton et al., 1978). Cela explique pourquoi on assiste a une

44



hausse des TG dans le sang alors que le HFruD n’est pas considéré comme un régime
obésogéne.

Le fructose va aussi diminuer la sensibilité du foie et des tissus périphériques a l'insuline
(Tappy et al., 2010). Cela est d( a 'augmentation de la synthése des AG par le foie (Stanhope
and Havel, 2008). En effet celle-ci va produire du diacylglycérol (DAG) qui va activer la
protein kinase C (PKC) laquelle va phosphoryler le récepteur a l'insuline. Cela va inhiber la
signalisation de l'insuline, ce qui va diminuer la sensibilité du foie a I'insuline. Le foie va alors
produire plus de VLDL (very low density protein), augmentant ainsi le taux de TG dans le
sang, et plus de glucose, ce qui va stimuler la sécrétion d’insuline par le pancréas et
participer a la mise en place d’une insulino-résistance généralisée dans I'organisme
(Stanhope and Havel, 2009).

Une surconsommation a long terme de fructose va induire la production d’espéces réactives
de I'oxygéne (ROS) et d’espéces réactives aux carbonyls (RCS), ce qui va avoir des effets
déléteres sur I'organisme (Semchyshyn, 2013).

Enfin, 'augmentation de la synthése d’acide urique va inhiber I'’eNOS, I'enzyme responsable
de la production du monoxyde d’azote (NO). Or I'utilisation de glucose par les muscles en
réponse a l'insuline est possible grace a la hausse du débit sanguin au niveau des muscles
squelettiques, processus contrdlé par le NO produit par I'activation de I’'eNOS par l'insuline
(Steinberg et al.,, 1994). L'inhibition de I'’eNOS provoquée par I'augmentation de |'acide
urique apres une surconsommation de fructose va donc diminuer la vasodilatation des
vaisseaux sanguins desservant les muscles squelettiques, ce qui va participer a la mise en
place de l'insulino-résistance de ces derniers. D’ailleurs, si on diminue la concentration en
acide urique dans le sang grace a un agent uricosurique chez des rats HFruD, ces derniers ne
développent pas de résistance a l'insuline (Nakagawa et al., 2006).

En conclusion, la surconsommation de fructose induit des effets déléteres dans I'organisme
entier et notamment l'apparition d’une hyperglycémie et d’une résistance a linsuline
caractéristiques du DT2.

c. Cas particulier des HFruD chez la souris C57BI/6

Si I'utilisation des HFruD pour induire un DT2 chez le rat est bien documentée (Cohen et al.,
1977; Panchal and Brown, 2011), les choses semblent étre plus compliquées chez la souris. Il
existe de nombreuses souches de souris de laboratoire, certaines étant consanguines afin de
diminuer la variabilité génétique des animaux. Or, une étude, réalisée par Nagata et
collaborateurs (Nagata et al., 2004), a testé I'effet d’'un HFruD (66% de fructose) pendant 8
semaines sur différentes souches de souris males dgées de 5 semaines. Une partie des souris
était mise a jeun 14h avant les expériences et l'autre non. Il en résultait une
hyperinsulinémie a jeun et / ou postprandiale, une hyperglycémie a jeun, une
hypertriglycéridémie et une accumulation de graisse viscérale chez certaines souches mais
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pas chez la C57BI/6J. Les résultats étaient tres différents d’une souche de souris a une autre.
Pour les mesures faites a jeun, la nourriture des animaux était retirée la veille. De plus, les
animaux étaient anesthésiés avant récolte du plasma, bien que la méthode d’anesthésie ne
soit pas précisée.

Cette étude m’a incité a faire une bibliographie plus poussée de I'utilisation de HFruD sous
forme solide (et non rajouté dans I'eau de boisson) chez la souris C57BI/6. Avant de
présenter les différents articles et leurs résultats, il faut préciser plusieurs points qui ont
rendu difficile I'interprétation des résultats.

Premiérement, les auteurs se contentent la plupart du temps de dire que les souris sont des
C57BI/6 sans préciser de quel laboratoire elles sont issues. Or, comme nous |’avons vu dans
la partie I.d. de ce chapitre, seules les souris issues de chez Jackson Laboratory présentent
une intolérance au glucose, une sécrétion d’insuline postprandiale anormale et une
susceptibilité accrue de développer un DT2. Ensuite, les compositions des HFruD varient
sensiblement d’une étude a 'autre ainsi que I'age des souris et la durée du régime. Afin
d’éviter d’introduire un biais supplémentaire, je n’ai inclus que les études faites sur des
males.

Une autre précision rarement donnée dans ces études est |la période de la journée a laquelle
sont réalisés les prélevements sanguins. La durée de la mise a jeun des souris avant le
préléevement est également tres variable. Or, chez les rongeurs, pendant le jeline, on
constate une baisse de I'insulinémie et une inversion du rythme jour / nuit (I'insulinémie
devenant plus élevée pendant la période diurne (La Fleur et al., 1999)). Il est possible que la
baisse de 'insulinémie pendant la nuit soit due a une hausse de I’activité locomotrice, qui est
connue pour étre augmentée durant le jeline (Sclafani and Rendel, 1978). En effet, la hausse
de l'activité locomotrice (expliquée par une intense recherche de nourriture) va augmenter
le relargage de la noradrénaline par le systeme nerveux sympathique, ce qui va diminuer la
sécrétion d’insuline par le pancréas (Scheurink et al., 1989).

Enfin, j'ai précisé, lorsqu’il était connu, le type d’anesthésie. Une augmentation de la
glycémie intervient toujours peu de temps aprés anesthésie, seulement il n’est jamais
précisé dans les articles si les auteurs attendent que la glycémie retombe a un niveau basal
avant de prélever le sang des animaux. De plus le type d’anesthésie a également son
importance. Il est conseillé d’utiliser du pentobarbital car celui-ci naugmente pas la
glycémie de facon significative par rapport aux autres anesthésiants chez le rat wistar
(Guarino et al., 2013). Néanmoins certaines études sont en désaccord avec ce résultat et
trouvent une augmentation, a la fois de la glycémie et de l'insulinémie chez le rat wistar
(Vera et al., 2002). Pour la C57BI/6, une étude a mis en évidence une hausse de la glycémie
aprés anesthésie avec un mélange kétamine + xylazine ainsi qu’avec l'isoflurane, alors que le
pentobarbital n’avait pas d’effet (Zuurbier et al., 2014). Dans tous les cas, il est préférable de
ne pas anesthésier les souris avant de collecter le plasma.
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Les résultats de cette analyse sont présentés dans la Table 1.
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Article souche age au début Proportionde | Durée du anesthésie Durée de poids Prise glycémie insulinémie triglycéridémie Intolérance Résistance
de la mise sous | fructose dans régime mise a alimentaire au glucose alinsuline
régime le régime jeun
Farah, C57BI\6 NA 66% 10 non NA Pas NA Pas Pas d’effet Pas d’effet Oui (ipGTT) NA
2006 semaines d’effet d’effet
Chess, C57BI\6J NA 61% 8 isoflurane Pas de baisse Pas d’effet Pas Pas d’effet Pas d’effet NA NA
2008 semaines mise a d’effet
jeun
Mellor, C57BI\6J 4 3 5 semaines 60% 6 pentobarbital 12h baisse Pas d’effet baisse Pas d’effet NA NA NA
2010 semaines
Mellor, C57BI\6J 4 3 5 semaines 60% 12 pentobarbital 3a4h baisse NA hausse Pas d’effet NA Oui (?) NA
2011 semaines
Mellor, C57BI\6J 4 a 5 semaines 60% 12 non 6h baisse NA hausse NA NA NA NA
2012 semaines
Lee, 2012 C57BI\6 4 semaines 60% 8 non 12h NA NA hausse hausse NA Oui (OGTT) NA
semaines
Chan, C57BI\6J 14 semaines 35% 2 non 5a7h hausse hausse hausse NA hausse Oui (OGTT) NA
2013 semaines
Schultz, C57BI\6 12 semaines 34% 18 pentobarbital 6h Pas Pas d’effet hausse hausse hausse Oui (OGTT) oui
2013 semaines d’effet
Singh, C57BI\6 6 semaines 70% 18 Xylazine + NA Pas NA hausse hausse Pas d’effet NA NA
2015 semaines thiopentane d’effet
sodium
Sodhi, C57BI\6 8 semaines 66% 8 pentobarbital 8h NA NA hausse NA hausse NA NA
2015 semaines
Sun, 2015 C57BI\6J 14 semaines 35% 1 semaine NA 4h Pas hausse hausse hausse NA Oui (?) NA
d’effet
Sun, 2015 C57BI\6J 14 semaines 35% 8 NA 4h Pas hausse hausse hausse NA Oui (?) NA
semaines d’effet
Wang, C57BI\6J 12a14 35% 2 non 5a7h hausse hausse hausse Pas d’effet NA Oui (ipGTT) NA
2015 semaines semaines

Table 1 : Lutilisation d’un régime riche en fructose induit des changements métaboliques chez la C57BI/6. Les principaux changements métaboliques induits par un HFruD chez la souris
C57BI/6 sont présentés. Les différences dans les protocoles peuvent expliquer la variabilité importante des résultats de ces différentes études. NA : non étudié.

48




Etant données les différences de composition et de durée de régime enrichi en fructose dans
ces études, les conditions nécessaires pour faire une méta-analyse ne sont pas atteintes ici.
Je me contenterai juste de faire un rapide résumé des études. Il semble que des effets
déléteres d’une surconsommation de fructose se développent chez la souris C57BI/6 a partir
de 8 semaines de régime, lorsque le régime contient plus de 60% de fructose. Or, le seul
article ou la durée de régime est inférieure a 8 semaines est contradictoire avec une étude
ultérieure menée par le méme groupe (Mellor et al., 2010, 2011, 2012). Pour les articles
utilisant un régime enrichi en fructose ne contenant « que » 35% de fructose, des
changements métaboliques surviennent également mais ne coincident pas forcément avec
ceux des autres études (Chan et al., 2013; Schultz et al., 2013; Sun et al., 2015; Wang et al.,
2015). Il convient donc de traiter ces études séparément lors de I'analyse de ces paramétres.
De facon générale, il semble difficile d’estimer le temps de régime nécessaire pour
I’apparition des changements métaboliques.

Concernant le poids des souris, il semble que le HFruD induise une baisse du gain de poids
des animaux méme si celle-ci n’est pas expliquée dans ces papiers. Pour les études ne
trouvant pas cette baisse de poids, soit la durée de régime est tres importante (4 mois (Singh
et al., 2015)), soit on ne sait pas si les animaux ont été mis a jeun (non renseigné (Farah et
al., 2006)). De plus, la baisse de poids se retrouve dans des études ou le changement de
régime alimentaire se fait sur le jeune animal (4 a 5 semaines). On retrouve donc ici 'une
des caractéristiques du HFruD chez le rat, a savoir un régime non obésogene.

Pour les études utilisant un régime a 35% de fructose, les résultats sont plus mitigés.
Certaines études ne trouvent pas d’effet du HFruD sur le gain de poids (Schultz et al., 2013;
Sun et al., 2015) et confirment donc que ce type de régime ne semble pas obésogene chez la
souris alors que d’autres concluent a une augmentation du gain de poids (Chan et al., 2013;
Wang et al., 2015). Cependant, il convient de nuancer I'importance de cette prise de poids
(3% chez Chan et collaborateurs et poids total non renseigné chez Wang et collaborateurs).

De méme, il ne semble pas y avoir d’effets de ce régime sur la prise alimentaire pour les
études réalisées avec des régimes contenant une forte proportion de fructose. En revanche,
pour les études utilisant des régimes enrichis a 35% de fructose, une hausse de la prise
alimentaire est observée (Chan et al., 2013; Sun et al., 2015; Wang et al., 2015). Seuls Schultz
et collaborateurs ne retrouvent pas cet effet sur la prise alimentaire mais la durée de régime
est, au minimum, deux fois plus longue comparée a celle des articles cités précédemment
(Schultz et al., 2013). Il est possible que la palatabilité du HFruD soit différente en fonction
de la proportion de fructose utilisée. Le fructose pourrait étre palatable jusqu’a une certaine
proportion ou il deviendrait neutre voire répulsif.

Une hyperglycémie a jeun est retrouvée par la quasi-totalité des études hormis chez Farah et
collaborateurs ol on ignore si les animaux ont été mis a jeun ou non (Farah et al., 2006) et
chez Chess et collaborateurs ol de l'isoflurane a été employé (Chess et al., 2008). Vue
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I"augmentation de la glycémie provoquée par cet anesthésiant, il n’est pas surprenant qu’il
n’y ait pas de différence significative entre les animaux contréle et les animaux HFruD. Une
seule étude (Mellor et al., 2010) fait état d’'une baisse de la glycémie mais se trouve étre en
contradiction avec deux études ultérieures menées par le méme groupe (Mellor et al., 2011,
2012).

Il est, en revanche, bien plus difficile de conclure concernant I'insulinémie des animaux au
sein de ces études. La moitié des études ne trouvent pas d’augmentation de I'insulinémie
(Farah et al., 2006; Chess et al., 2008; Mellor et al., 2010, 2011; Wang et al., 2015) alors que
les autres études font état d’'une hyperinsulinémie a jeun (Lee et al., 2012; Schultz et al.,
2013; Singh et al., 2015; Sun et al., 2015). Cependant, comme expliqué plus haut, la période
de la journée, I'anesthésie ainsi que la durée de mise a jeun sont des parameétres cruciaux a
prendre en compte lorsque I’'on souhaite doser I'insuline plasmatique.

De méme, il est difficile de conclure sur une possible augmentation du niveau des
triglycérides plasmatiques, les études se partageant entre I'absence d’effet du HFruD (Farah
et al., 2006; Chess et al., 2008; Singh et al., 2015) et une hausse de la triglycéridémie (Chan
et al., 2013; Schultz et al., 2013; Sodhi et al., 2015).

Une intolérance au glucose semble se mettre en place chez la C57BI/6 aprés un HFruD.
Cependant la plupart de ces études ont été réalisées en faisant un test de tolérance oral au
glucose (OGTT) ou alors la méthode utilisée n’a pas été précisée (symbolisé par un point
d’interrogation dans le tableau). Or, comme précisé dans la partie ll.c., le fructose va
modifier I'absorption intestinale du glucose. Il serait alors plus juste de vérifier I'intolérance
au glucose des animaux en utilisant un test de tolérance au glucose par voie intra-
péritonéale (ipGTT). Néanmoins, deux études parviennent a cette conclusion en réalisant
une ipGTT (Farah et al., 2006; Wang et al., 2015). Il semble donc raisonnable d’avancer que
le HFruD entraine une intolérance au glucose.

Enfin, il est difficile de conclure concernant la mise en place d’une résistance a l'insuline car
le nombre d’études prenant en compte ce parameétre est bien trop restreint.

En conclusion, 'utilisation d’un HFruD pour induire un DT2 chez la souris est une méthode
qui reste a clarifier, bien que I'on puisse affirmer que des changements métaboliques ont
bien lieu avec ce type de régime chez la C57BI/6. Dés lors, il est important de bien prendre
en compte les différents parametres d’évaluation du DT2 lorsque ce dernier est induit a
I’aide d’un HFruD chez des souris C57BI/6J.

50



Chapitre 4 : Problématique de I’étude : Diabéete de

type 2 et olfaction

Comme cela a été précisé dans les chapitres précédents, les liens entre le diabéte et les
déficits olfactifs restent encore a élucider. Cependant, il existe plusieurs études, menées sur
des patients diabétiques, qui concluent a une relation entre cette pathologie et des
difficultés a réaliser des taches olfactives simples. Certains auteurs avancent méme qu’il
serait intéressant de mettre au point un outil diagnostique du diabéte a I'aide d’un test
olfactif (Brady et al., 2013).

Chez I'étre humain, toute une série de tests servant a évaluer les capacités olfactives a été
mise au point. Ces tests sont souvent regroupés sous l'appellation de « Sniffin” Sticks », du
nom des batonnets odorisés présentés aux participants. Différentes modalités peuvent ainsi
étre étudiées : seuil de détection d’'un odorant, capacité a discriminer entre deux odeurs,
identification d’'une odeur, etc... Souvent (mais pas toujours), ces modalités sont toutes
testées et le résultat présenté sous forme d’un index général de « performance olfactive »
appelé TDI (Treshold-Discrimination-ldentification).

Les patients diabétiques présentent des difficultés a identifier les odeurs (Le Floch et al.,
1993; Weinstock et al., 1993; Naka et al., 2010; Brady et al., 2013; Gouveri et al., 2014;
Sanke et al., 2014), une hausse du seuil de détection (Jorgensen and Buch, 1961; Patterson
et al., 1966; Hubert et al., 1980; Brady et al., 2013; Gouveri et al., 2014; Mehdizadeh Seraj et
al., 2015), une difficulté a discriminer les odeurs (Brady et al., 2013; Gouveri et al., 2014)
ainsi qu’un risque plus élevé d’anosmie (Bramerson et al., 2004).

Cependant, bon nombre de ces études ne précisent pas si les patients sont atteints de
diabete de type 1 ou de diabéte de type 2 (Jorgensen and Buch, 1961; Patterson et al., 1966;
Hubert et al., 1980; Le Floch et al., 1993; Weinstock et al., 1993; Bramerson et al., 2004).
Néanmoins, les études réalisées sur des patients diabétiques de type 2 sont concordantes et
affirment toutes que cette pathologie est reliée a une baisse générale des capacités
olfactives.

De plus, la plupart de ces études n’indiquent pas le niveau de progression du DT2 et, en
particulier, s’il est accompagné ou non de complications dues au diabete. Dans une étude en
2010, Naka et collaborateurs ont mis en évidence que les patients DT2 n’avaient pas de
problemes olfactifs hormis ceux qui avaient développé des pathologies secondaires, en
I'occurrence des maladies hépatiques et rénales (Naka et al., 2010). Cependant seule la
capacité a reconnaitre les odeurs était testée dans cette étude.

Une étude plus récente (Brady et al., 2013) conclut que les problémes olfactifs des patients
DT2 se retrouvent uniquement chez les patients ayant développé une neuropathie
diabétique accompagnée de douleurs neuropathiques. Cela se retrouve uniquement pour le
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seuil de détection. Les patients ayant une neuropathie diabétique sans douleur
neuropathique, et les patients DT2 n’ayant pas de neuropathie diabétique ne semblent pas
rencontrer de probleme olfactif particulier. Néanmoins, il est curieux que, lorsqu’on prend
en compte l'intégralité des patients, alors des problemes olfactifs surviennent, non
seulement pour le seuil de détection, mais également pour la discrimination, la
reconnaissance et l'intensité des odeurs. Il est donc probable que d’autres mécanismes, en
plus des douleurs neuropathiques, soient a I'ceuvre pour expliquer les faibles résultats des
patients DT2 a ces différents tests olfactifs.

Dans une autre étude, Gouveri et collaborateurs, concluent a une baisse généralisée des
capacités olfactives en utilisant le méme protocole que Brady en 2013 (Gouveri et al., 2014).
lIs concluent que la présence de pathologies secondaires, en I'occurrence la rétinopathie
diabétique et la neuropathie diabétique périphérique, diminuent le score TDI des patients
par rapport a ceux n‘ayant pas développé ces pathologies secondaires. En revanche, les
auteurs n’arrivent pas a la conclusion que les patients DT2 n’ayant pas développé ces
pathologies présentent une olfaction normale contrairement a I'étude précédente.

Enfin, dans une autre étude récente, il a été montré que les patients diabétiques de type 2
présentaient un seuil de détection plus élevé (Mehdizadeh Seraj et al., 2015). En revanche,
un seul odorant a été utilisé pour faire le test dans cette étude, ce qui rend difficile de
conclure sur ces résultats. Cependant, il est intéressant de noter que les auteurs n’ont pas
retrouvé d’association entre l'augmentation du seuil de détection et des pathologies
secondaires au DT2 (en I'occurrence, rétinopathie et neuropathie diabétiques).

Il est donc difficile, a la suite de ces études, de conclure quant a I'implication du DT2 en lui-
méme ou a celle d’autres pathologies sur la baisse constatée des performances olfactives
chez 'lhumain.

Le méme probléme se pose pour I'étude des liens entre le DT2 et l'olfaction chez I'animal.
Comme cités précédemment, les quelques travaux réalisés sur le sujet ont utilisé des
modeles génétiques (Baskin et al., 1985; Figlewicz et al., 1985; Aimé et al., 2014) ou des
modeles animaux utilisant un changement de régime alimentaire (Thiebaud et al., 2014).
Cependant, ces modeles n’induisent pas uniquement un DT2 (accompagné ou non de
complication) mais un modele plus proche du syndrome métabolique (notamment DT2 et
obésité). Le DT2 a aussi été étudié en utilisant des instillations intranasales d’insuline (Marks
et al., 2009), mais, la encore, il est difficile de conclure sur I'effet du DT2 dans son ensemble
car seul I'effet de I’hyperinsulinémie (et uniguement au niveau de la MO et du BO) est alors
étudié. De plus les doses d’insuline utilisées sont de tres loin supérieures a celles retrouvées
dans le sang d’animaux diabétiques (facteur 1 pour 1 000 000).

En conclusion, s’il est admis que le DT2 et des capacités olfactives réduites peuvent aller de
pair chez I'étre humain, il est bien plus difficile d’étre aussi catégorique concernant les
études chez I'animal. De plus, il n‘est toujours pas clair que le DT2 en lui-méme soit
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responsable de la baisse des performances olfactives constatée chez les patients diabétiques
de type 2. Enfin, les mécanismes possibles pouvant expliquer ce phénoméne (et tout
particulierement au niveau de la muqueuse olfactive) restent totalement inconnus a ce jour.

La question principale que nous nous sommes posée a donc été de savoir si, dans un modele
animal de diabéte de type 2 (et uniquement de DT2), les animaux présentaient une capacité
olfactive réduite, a I'instar de ce qu’on retrouve chez I'étre humain. L'effet du DT2 sur le
systéeme olfactif périphérique a, quant a lui, fait I'objet de la deuxiéme grande question de ce
travail de these.

Celui-ci s’inscrit dans une étude plus large, menée au sein de I'équipe, sur I'effet du régime
alimentaire sur I'olfaction, et en particulier sur le systeme olfactif périphérique. Pour cette
raison, nous avons décidé d’utiliser un régime enrichi en fructose pour induire le DT2, ce
régime étant connu pour étre diabétogéne mais non obésogene, afin d’étre certains de ne
pas induire d’autre pathologie chez nos animaux (hors complications secondaires au DT2).

De plus, I'étude électrophysiologique des OSNs ne peut étre réalisée que sur une population
de neurones exprimant un OR particulier (afin de savoir quel odorant utiliser pour la
stimulation olfactive du neurone). Cela est possible grace a I'existence d’une lignée de souris
transgéniques, chez qui une population de neurones donnée va étre fluorescente.

Différentes lignées existent (fluorescentes pour différentes populations d’OSNs exprimant
un OR donné) mais toutes ces souches sont réalisées chez des souris présentant un fond
génétique C57BI/6J. Or, comme nous |'avons vu dans le chapitre précédent, I'induction d’un
DT2 chez cette souche de souris particuliere nécessite de bien mesurer les différents
paramétres de mise en place du DT2, étant données les divergences de résultats entre les
différentes études.

C’est pourquoi, il a été décidé de séparer la partie « résultats expérimentaux » de cette
étude en trois chapitres distincts, correspondant chacun a une question précise. Le premier
chapitre (Chapitre 1) est donc consacré a la validation de notre modéle expérimental de
DT2. Le DT2, induit par un régime enrichi en fructose, a donc été évalué chez nos animaux a
I'aide de méthodes anatomiques, métaboliques et biochimiques.

Le deuxieme chapitre (Chapitre 2) est consacré a I'étude de l'olfaction des animaux en
général afin de savoir si, a l'instar des patients diabétiques, des animaux diabétiques
présentent ou non une diminution de leurs capacités olfactives globales. Ces derniéres ont
été étudiées a I'aide de différents tests comportementaux, mesurant I'olfaction des animaux
dans des taches olfactives simples (détection, discrimination, etc...).

Enfin, le dernier chapitre (Chapitre 3) est consacré a l'étude de l'effet du régime
diabétogene sur le systeme olfactif périphérique des animaux. Ce dernier a été étudié a
I'aide de méthodes histologiques (afin de mesurer de possibles changements anatomiques)
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et électrophysiologiques (afin de repérer des changements fonctionnels). L'étude d’un
possible mécanisme au niveau de la MO a été réalisée a I'aide de techniques de biochimie et
de biologie moléculaire.
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Résultats
expérimentaux



Chapitre 1 : Validation du modeéle d’induction du

diabéte de type 2 par l'utilisation d’un régime enrichi

en fructose

Comme expliqué dans les chapitres 3 et 4 de I'introduction, I'induction d’un diabéte de type
2 chez la souris C57BI/6J a 'aide d’un régime enrichi en fructose a donné des résultats
contradictoires en fonction des études. Il nous a donc semblé nécessaire de mesurer
différents parametres physiologiques afin de vérifier la mise en place de la pathologie. Les
parametres classiques utilisés pour mesurer la mise en place du DT2 ont donc été testés ici :
présence d’une hyperglycémie et / ou d’une hyperinsulinémie a jeun, intolérance au glucose
et résistance a l'insuline. L'induction d’un DT2 par un HFruD donnant un profil particulier
(notamment pas d’effet obésogene), le poids, la prise alimentaire, la répartition de la masse
grasse ainsi que la leptinémie des animaux ont également été mesurés. Enfin, pour aller un
peu plus loin que les études citées précédemment, la palatabilité du régime ainsi que la
néophobie alimentaire ont aussi été étudiées.

Dans ce chapitre, nous passerons en revue tout d’abord, les caractéristiques générales des
animaux employés et des régimes (fructose et contrdle) utilisés, ainsi que le protocole
général de mise sous régime utilisé pour toutes les études réalisées au cours de ce travail. La
deuxieme partie sera consacrée a |I'étude des effets du HFruD sur le métabolisme général
des souris (poids, prise alimentaire et hydrique) ainsi qu’a la palatabilité du régime. La
troisieme et derniere partie se focalisera sur I'induction du DT2 a proprement parler.

I Caractéristiques des régimes et des animaux.
a. Régimes alimentaires utilisés

Les deux régimes alimentaires utilisés pour cette étude ont été achetés aupres de la société
Safe. Le régime controle (Ctrl) est un régime classique d’entretien des rongeurs de
laboratoires (A04) et le régime fructose, un régime a facon proposé par Safe. La Table 2
résume la composition des deux régimes.

Composition Ctrl HFruD
Protéines 19% 22%
Glucides 60% (amidon) 60% (fructose)

Lipides 6% (mélange acides gras) 5% (huile soja)

Fibres 7% 5% (cellulose)
Vitamines traces 1%
Minéraux 8% 7%

Table 2 : Composition des régimes contréle et enrichi en fructose.
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Les deux régimes ne sont pas exactement les mémes mais les proportions des différents
éléments les composants sont a peu pres similaires. La principale différence tient a la nature
des carbohydrates (sous forme d’amidon pour le régime contrdle et sous forme de fructose
pour le HFruD). La Table 3 représente le pourcentage d’énergie fourni par chaque catégorie
de nutriments ainsi que I'énergie totale fournie par le régime.

Composition énergétique Ctrl HFruD
Protéines 20% 21.6%
Glucides 65% (amidon) 65,5% (dont fructose 60%)
Lipides 15% 12,9%
Energie totale 2900 kcal/kg 3481 kcal/kg

Table 3 : Composition énergétiques des régimes Ctrl et HFruD.

Les deux régimes utilisés apportent une énergie a peu pres similaire, bien qu’ils ne soient pas
isocaloriques. La encore, la principale différence est liée a la nature du sucre apportant
I’énergie sous forme de glucides (amidon pour le régime Ctrl et fructose pour le HFruD). De
cette facon, nous limitons au maximum les biais entre les deux régimes.

b. Animaux utilisés et mise sous régime

Les animaux utilisés dans cette étude sont des souris issues de la lignée dite MOR23-IRES-
tau-GFP. Ces souris expriment la GFP au sein d’'un ensemble d’OSNs exprimant le récepteur
olfactif MOR23 (Vassalli et al., 2002). Ces souris sont particulierement utiles pour I'approche
électrophysiologique car elles permettent I'enregistrement de la réponse d’un neurone suite
a la stimulation olfactive avec un ligand approprié. Ici, la lignée exprimant la GFP sous le
promoteur du gene codant pour le récepteur olfactif MOR23 a été choisie, car ces neurones
ségrégent dans la zone 4 de I'EQ, soit la zone la plus dorso-médiane, ce qui les rend
facilement accessibles (Vassar et al., 1993). Si la transgénése se fait initialement chez des
souris issues de la souche 129, les animaux transgéniques sont ensuite croisés avec des
souris C57BI/6J jusqu’a ce que le fond génétique des animaux soit identique a celui de la
souche B/6l.

Dans cette étude, uniquement des souris males ont été utilisées. Premierement, cela permet
de réduire les variabilités interindividuelles entre les animaux car les cycles hormonaux
peuvent avoir une influence sur les résultats. De plus, il a été prouvé chez le rat qu’un
régime enrichi en fructose n’a pas les mémes conséquences chez les males et chez les
femelles. En effet, si les femelles développent également une résistance a I'insuline aprées un
HFruD, celle-ci est plus limitée que chez les males. De plus, les femelles ne développent pas
d’hypertension, contrairement aux males (Galipeau et al., 2002).

Les animaux naissent et sont hébergés dans une salle placée en cycle inversé avec 12h de
jour et 12h de nuit, les lumiéres s’allumant a 17h et s’éteignant a 5h, sauf spécifié

57




différemment. Les conditions de température (22 + 0.5°C) et d’humidité (50 + 2%) sont
maintenues stables en permanence. Aprés sevrage, les animaux sont répartis a 2 ou 3 par
cage, en prenant soin d’affecter des animaux issus de la méme portée aux deux groupes
expérimentaux. Jusqu’a 5 semaines, les animaux sont nourris avec le régime controle ad
libitum. Par la suite, les animaux sont nourris pendant 4 a 8 semaines avec, soit le régime
controle, soit le régime enrichi en fructose ad libitum. L’acces a I'’eau est également fourni ad
libitum tout au long des procédures expérimentales. Ces derniéres ont toutes été
approuvées par le ministéere de I'enseignement supérieur et de la recherche (numéro
d’autorisation : 01286.02).

L’age de mise sous régime (5 semaines) a été choisi en fonction, a la fois de criteres
pratiques et scientifiques. Notre protocole d’électrophysiologie des OSNs sur une
préparation intacte d’épithélium olfactif se fait traditionnellement entre 3 et 12 semaines
chez la souris. Sur des animaux plus agés, des données empiriques dans I'équipe ont montré
une dégradation plus rapide du tissu et de la réponse des neurones aux odorants. Il était
donc important de ne pas utiliser des souris trop agées pour étre en mesure de faire ces
expériences.

Cependant, il fallait également que les animaux soient suffisamment résistants pour
supporter la mise sous régime. Le méme régime utilisé sur des souris par une autre équipe
au sein du laboratoire a entrainé la mort des animaux lorsque le changement de régime était
effectué directement aprés le sevrage (non publié). Pour ces raisons pratiques, nous avons
donc décidé de faire la mise sous régime a 5 semaines chez nos animaux.

Enfin, méme s’il n'y a pas a proprement parlé de période d’adolescence chez le rongeur
comme nous |'entendons chez I’étre humain, a 5 semaines, les souris sont considérées
comme étant de jeunes adultes. Cet age était intéressant car plusieurs études ont fait état
que les principaux consommateurs de produits enrichis en fructose (et notamment de
boissons sucrées, contenant de fortes proportions de HFCS) étaient les adolescents et les
jeunes adultes et que cette consommation était associée a un risque plus important de
développement de pathologies tels I'obésité ou le DT2 (Drewnowski and Bellisle, 2007).

c. Protocole général

Différents lots d’animaux ont été utilisés afin de répondre aux questions soulevées dans le
chapitre 4 de l'introduction. La validation de notre modéle de DT2 a I'aide d’'un HFruD
(chapitre 1) a été effectuée sur deux lots d’animaux distincts, le premier restant sous régime
durant 4 semaines et le second pendant 8 semaines. Les effets comportementaux induits par
le HFruD sur l'olfaction (chapitre 2) ont été étudiés grace a 3 lots d’animaux : un groupe pour
les expériences d’habituation / déshabituation ainsi que pour I'open field, un groupe pour le
contre balancement et un groupe pour les expériences de buried food. Chaque groupe
d’animaux était soumis a 3 tests comportementaux : avant mise sous régime puis apres 4 et
8 semaines de régime. A la fin des expériences de comportement, les animaux étaient
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sacrifiés et les tissus olfactifs (frais ou aprés perfusion intracardiaque de PFA a 4%) étaient
prélevés (chapitre 3). A cela, il faut rajouter un groupe supplémentaire d’animaux ayant
servis a réaliser les pré-tests comportementaux (chapitre 2) ainsi que le test de palatabilité
(chapitre 1).

Deux lots d’animaux ont été utilisés pour les expériences d’électroolfactogramme : apres 4
et aprés 8 semaines de régime (chapitre 3). Les EO de ces animaux étaient prélevés a la fin
des expériences (tissus frais) afin de servir pour les expériences de biologie moléculaire et de
western blot (chapitre 3). Enfin, un dernier lot d’animaux a été mis sous régime durant 4
semaines, perfusés avec une solution de PFA a 4% et les EO ont été prélevés afin de réaliser
les expériences d’anatomie aprés 4 semaines de régime (chapitre 3).

A I'exception des deux lots d’animaux servants a la validation du modele de DT2, les naimaux
étaient placés en cycle inversé (obscurité de 5h a 17h) et les prélevements effectués une
heure apres le retrait de la nourriture (Figure 20).
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Figure 20 : Protocole général présentant les différents lots d’animaux utilisés pendant I’étude.

59




Il. Effets du HFruD sur le métabolisme général des souris

Le poids, la prise alimentaire et la prise hydrique des animaux ont été mesurés deux fois par
semaine, dans I’heure suivant le début de la phase diurne. Néanmoins, pour plus de
simplicité de lecture, les données ont été transformées pour avoir une valeur unique chaque
semaine (hormis pour la premiére semaine suivant la mise sous régime).
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Figure 21 : Evolution du poids et de la prise alimentaire des animaux sous HFruD. Toutes les données
sont présentées en moyenne * sem. Les lignes grises représentent les animaux sous régime Ctrl (n=24) et les
lignes noires les animaux sous HFruD (n=34). * : p<0,05, ** : p<0,01 et *** : p<0,001 aprés une ANOVA a deux
facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer. A. Evolution du poids. B. Evolution du
gain de poids. C. Evolution de la quantité de nourriture ingérée. D. Evolution de I'énergie ingérée.

Premiérement, le régime enrichi en fructose induit une baisse du poids total des animaux
(Fi1,56) = 19,32 ; p<0,001). Lorsqu’on regarde dans le détail, on voit qu’une baisse de poids
d’environ 10% a lieu durant les premiers jours et que celle-ci n’est jamais rattrapée par les
animaux HFruD (Figure 21.A). Si on calcule le gain de poids par rapport a la mesure
précédente, on doit obtenir un poids stable pour des animaux ayant fini leur croissance (un
peu plus de 100% chez la souris jeune adulte qui gagne du poids trés lentement). Ici, on peut
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voir qu’a 5 semaines les animaux sont toujours dans leur phase de croissance mais que leur
gain de poids se stabilise (environ 101%) a 7 semaines (Figure 21.B). De facon générale, les
animaux sous HFruD présentent un gain de poids plus faible que les animaux contrdle (F(1se)
= 6,6 ; p<0,05). En revanche, grace a cette représentation, on peut voir que la baisse de
poids initiale (environ 10% du poids des animaux) suivant la mise sous HFruD est suivie juste
apres par une hausse plus importante du gain de poids. Dés 7 semaines, ce dernier est stable
par rapport a celui des animaux controle.

La prise alimentaire des animaux a été mesurée en termes de quantité de nourriture et de
calories ingérées. La quantité de nourriture consommeée par les souris HFruD est diminuée
par rapport a celles des animaux contrdle (F(1,56) = 4,12 ; p<0,05) (Figure 21.C). De facon plus
détaillée, on se rend compte qu’une baisse importante de la prise alimentaire a lieu juste
aprés la mise sous régime puis est compensée les jours suivants (les animaux HFruD
mangeant plus que les animaux contréle). On observe également une baisse de la quantité
de nourriture ingérée par les souris HFruD apres 6 et 7 semaines de régime.

Etant donné que le régime enrichi en fructose est |égerement plus calorique que le régime
contréle, il convient de mesurer la prise alimentaire en termes de calories ingérées plut6t
gu’en termes de quantité (Figure 21.D). De facon générale, le régime enrichi en fructose
n’induit pas de changement de la prise alimentaire (F(1,56) = 0,52 ; p = 0,47). Si on regarde de
facon plus détaillée, une baisse de la prise alimentaire a lieu les jours suivants la mise sous
HFruD puis est compensée par une hausse de la prise alimentaire jusqu’a deux semaines
apres le changement de régime. Par la suite, la prise alimentaire des souris HFruD se stabilise
et ne differe plus de celle des animaux contréle.

Ces résultats sont cohérents avec ce que I'on sait des études concernant le HFruD chez la
C578BI/6J (Chess et al., 2008; Mellor et al., 2010, 2011, 2012). A l'instar des études ayant
utilisé un HFruD contenant une forte proportion de fructose (260%), une baisse du poids
total des souris est retrouvée chez nos animaux. De méme, notre régime enrichi en fructose
n’induit pas de changement global de la prise alimentaire, conformément a ce que nous
attendions. Notre étude retrouve donc les résultats attendus avec ce type de régime lorsque
la mise sous régime se fait chez la souris jeune adulte (Mellor et al., 2010).

Cependant, contrairement aux études citées précédemment, nous avons établi le décours
temporel de I’évolution du gain de poids et de la prise alimentaire. Ces derniers concordent
parfaitement entre eux (r? = 0,97 ; p<0,05), ce qui indique que la baisse de poids des
animaux est probablement due a une diminution de la prise alimentaire dans les premiers
jours suivant la mise sous régime.

Néophobie alimentaire ?

Comment expliquer cette importante baisse de la prise alimentaire suivant la mise sous
régime enrichi en fructose ? Tout d’abord, il est possible qu’il s’agisse de néophobie
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alimentaire. Les rongeurs, comme de nombreux autres animaux, sont réticents a manger
autre chose que leur nourriture habituelle (File, 2001). La néophobie alimentaire chez le
rongeur se manifeste par une diminution de la quantité de nourriture ingérée lors de la
premiére et / ou de la deuxieme journée aprées un changement de régime alimentaire.

Afin de tester ce parameétre, nous avons proposé a nos animaux, un mélange graduel de leur
régime alimentaire traditionnel (Ctrl) et du HFruD. Pendant une semaine, les animaux (agés
de 4 semaines) ont eu droit, pour le groupe controle a 100% de régime contréle et, pour le
groupe HFruD, a un mélange des deux régimes dont la proportion en fructose augmentait
graduellement (proportion Ctrl / HFruD : 75 / 25, 50 / 50 puis 25 / 75). A 5 semaines, les
animaux HFruD étaient passés sous 100% de régime enrichi en fructose. De cette fagon, les
animaux avaient plus d’'une semaine pour s’habituer au nouvel aliment, ce qui nous permet
d’exclure la néophobie alimentaire si des différences entre les deux groupes apparaissent
apres la mise sous régime totale (100% de HFruD). Le poids, le gain de poids et la prise
alimentaire ont été mesurés comme précédemment mais uniquement durant les deux
premieres semaines aprés la mise sous régime, puisque les différences entre les groupes
surviennent uniquement a cette période.

Une baisse de poids similaire a celle observée lorsque les animaux étaient passés sous HFruD
sans période de transition (environ 10% du poids total) est retrouvée chez les animaux avec
mise sous régime progressive (F1,55 = 8,57; p<0,01) (Figure 22.A). Cette derniere se
maintient durant les deux semaines suivantes. De méme, I’évolution du gain de poids suit les
mémes variations que celle des animaux n’ayant pas eu de mise sous régime progressive, i.e.
un gain de poids plus faible pour les animaux sous HFruD (F52) = 6,16 ; p<0,05) (Figure
22.B). La aussi, la baisse de poids initiale est compensée par une hausse du gain de poids
guelques jours apres.

Enfin, I'évolution de la prise alimentaire des animaux ayant bénéficié d’une période de
transition entre les deux régimes est similaire a celle des animaux sous HFruD n’ayant pas eu
de mise sous régime progressive (Figure 22.C). De fagcon générale, 'ANOVA ne détecte pas
de changement de la prise alimentaire (F152 = 0,68; p = 0,41) car la baisse initiale est
compensée par une hausse rapide de I'énergie ingérée par les souris sous HFruD.

La mise sous régime progressive ne semble donc pas avoir d'impact sur le poids et la prise
alimentaire des animaux par rapport a ceux ayant eu une mise sous régime directe. La
néophobie alimentaire étant transitoire, il semble peu probable que la baisse de la prise
alimentaire des souris sous HFruD ne soit due qu’a ce phénomene car ces derniéres ont eu
une semaine entiere pour s’habituer au nouveau régime avant de ne plus avoir le choix. Il est
donc possible que le golt du régime enrichi en fructose soit particulierement désagréable
pour les souris.
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Figure 22 : Evolution du poids et la prise alimentaire aprés mise sous régime progressive. Toutes les
données sont présentées en moyenne + sem. Les lignes grises représentent les animaux sous régime Ctrl (n=23)
et les lignes noires les animaux sous HFruD (n=31). * : p<0,05, ** : p<0,01 et *** : p<0,001 aprés une ANOVA a
deux facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer. A. Evolution du poids. B. Evolution
du gain de poids. C. Evolution de I’énergie ingérée.

Palatabilité du HFruD

Afin de tester la palatabilité du HFruD, des souris ont été habituées pendant deux semaines
apres le sevrage a aller chercher leur nourriture a deux endroits différents de leur cage. Pour
cette expérience, les souris ont été placées en cage individuelle. A 5 semaines, les souris ont
eu le choix entre leur régime contréle habituel ou le régime enrichi en fructose. Afin de ne
pas introduire de biais, I'endroit de la cage ou le régime fructose était placé a été choisi
aléatoirement. Pendant 4 jours consécutifs (un temps volontairement plus long que les deux
jours maximum de néophobie constatés habituellement), les souris ont un accés ad libitum
aux deux régimes et a 'eau. A la fin des 4 jours, la quantité totale ainsi que I'énergie totale
ingérée sont calculées pour chaque animal. Les animaux n’ayant pas consommé de régime
enrichi en fructose durant les 4 jours ont été exclus de I'étude.

Les animaux consomment significativement moins de régime enrichi en fructose que de
régime controle lorsqu’ils ont le choix entre les deux. En effet la quantité de HFruD ingérée
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est prés de trois fois inférieure a celle de régime controle (Figure 23.A) et I'énergie ingérée
plus de deux fois inférieure (Figure 23.B). Il semble donc que la palatabilité du régime enrichi
en fructose soit bien inférieure a celle du régime controle. Ces résultats sont cohérents avec
les études montrant que les régimes contenant 60% de fructose ou plus n’induisent pas
d’augmentation de la prise alimentaire a 'inverse de ceux contenant une proportion de
fructose moindre (environ 35%) (voir Table 1). Il est donc possible que la proportion de
fructose au sein d’un régime puisse influencer la palatabilité de ce dernier. Afin de s’en
assurer, la méme expérience pourrait étre réalisée en utilisant des régimes contenant des
quantités de fructose variables.
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Figure 23 : Mesure de la palatabilité du régime enrichi en fructose. Toutes les données sont présentées
en moyenne t sem. Les histogrammes blancs représentent la consommation de régime controle et les
histogrammes noirs celle de HFruD (n=21). *** : p<0,001 aprés un test t de Student sur données appariées. A.
Quantité de nourriture ingérée. B. Energie ingérée.

Prise hydrique

Enfin, le dernier critere mesuré a été la consommation en eau des animaux. La prise
hydrique des souris a été évaluée en méme temps que leur prise alimentaire. De facon
générale, la prise hydrique des souris HFruD est augmentée par rapport a celle des souris
controle (F1,54)= 78,04 ; p<0,001) (Figure 24.A). Plus exactement, la prise hydrique des souris
HFruD est augmentée a partir de 1 semaine apres la mise sous régime et jusqu’a la fin des 8
semaines de régime.

Néanmoins, la prise hydrique des rongeurs étant fortement liée a leur prise alimentaire (75 a
80% de la prise hydrique totale s’effectue pendant les repas) (Fitzsimons and Le Magnen,
1969; Kissileff, 1969), il convient de ramener la prise hydrique sur la prise alimentaire afin de
ne pas introduire de biais (d’autant plus que nous avons vu précédemment que la quantité

64




de nourriture ingérée par les souris est modifiée par le HFruD). De cette maniére, il apparait
gue, non seulement la prise hydrique des animaux HFruD est augmentée par rapport a celle
des animaux contréle (F,54) = 41,73 ; p<0,001), mais que cela est le cas des le début de la
mise sous régime (lors de la premiére mesure) (Figure 24.B).

L'un des symptdmes du DT2 est une soif importante. Néanmoins, I'augmentation de la prise
hydrique ayant lieu dés la mise sous régime, il est peu probable que I'on puisse considérer
cette derniere comme une caractéristique de la mise en place de la pathologie ici. Il est
beaucoup plus logique de penser que les animaux consommant une nourriture leur
paraissant plus sucrée, ils augmentent le volume d’eau ingérée. Techniquement I'amidon en
lui-méme n’a pas de pouvoir sucrant mais il est constitué de glucose, ce dernier ayant un
pouvoir sucrant plus de deux fois inférieur a celui du fructose (Krause and Mahan, 1984). ||
semble donc que les souris sous HFruD ressentent une soif plus importante que les souris

controle.
A . Rk B .

10 = - * kR
_ o
56 E
£ = . e oo e e
— o ]
g £
L3 818
g z!
£ ] Ctrl P Ctrl

[

==yl T s T
5 e B T ] 9 W un 1 n 7 35 6 T i ] w n o n
Age (semaines) Age (semaines)

Figure 24 : Evolution de la prise hydrique des animaux sous HFruD. Toutes les données sont présentées
en moyenne * sem. Les lignes grises représentent les animaux sous régime Ctrl (n=24) et les lignes noires les
animaux sous HFruD (n=32). ** : p<0,01 et *** : p<0,001 aprés une ANOVA a deux facteurs croisés sur mesures
répétées suivie d’'un test LSD de Fischer. A. Evolution de la prise hydrique. B. Evolution de la prise hydrique

rapportée a la prise alimentaire.

Pour la suite de I’étude, nous avons donc décidé de nous placer a 4 et 8 semaines de régime,
a la fois pour des raisons pratiques (cela laisse suffisamment de temps de repos aux animaux
entre les expériences) et parce que les différences de gain de poids et de prise alimentaire
sont déja stabilisées a cette période, ce qui évite d’avoir a prendre en compte ces
parameétres dans la suite de I'étude.

En résumé, les résultats de cette partie sont cohérents avec ceux des études utilisant ce type
de régime chez la souris C57BI/6J. On retrouve notamment l'une des caractéristiques
importante de ce régime, a savoir qu’il n’induit pas d’obésité chez le rongeur. Cependant, le
mécanisme d’induction du DT2 a l'aide de ce régime va induire d’autres changements
métaboliques caractéristiques qui sont présentés dans la partie suivante.
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lll. Mise en place d’un diabéte de type 2 a I'aide du HFruD

Afin d’étudier la mise en place du DT2 chez nos animaux nourris avec un régime enrichi en
fructose, différentes mesures ont été effectuées. Pour l'intégralité des expériences décrites
ci-apres, les animaux ont été placés en cycle normal de 12h jour / 12h nuit. Comme expliqué
dans l'introduction, lorsque les rongeurs sont mis a jeun, le cycle de libération de I'insuline
est perturbé (inversion du cycle jour / nuit) (La Fleur et al., 1999), ce qui aurait pu perturber
les mesures si les expériences avaient été conduites durant la période nocturne des
animaux. Pour toutes les expériences décrites dans cette partie, la nourriture des animaux a
été retirée 5h avant le début des expériences.

Classiquement, le DT2 chez la souris peut étre diagnostiqué a I'aide de tout un ensemble de
tests différents (McMurray and Cox, 2011). Parmi ces derniers, nous avons choisi de mesurer
la glycémie « a jeun » (classiquement entre 4 et 6h apres le retrait de la nourriture), de
tester I'intolérance au glucose par un test de tolérance au glucose (ipGTT) et la résistance a
I'insuline par un test de tolérance a l'insuline (ITT). Nous avons également mesuré
I'insulinémie des animaux et regardé la répartition de la masse grasse (le HFruD étant connu

pour changer cette derniére).

Les mémes animaux ont été utilisés pour toutes les expériences avec un premier lot
d’animaux restant sous régime durant 4 semaines et un deuxieme lot d’animaux restant
sous régime pendant 8 semaines. Tout d’abord, I'ipGTT est réalisée et du sang est prélevé au
point 0. Trois jours plus tard, I'lITT est réalisé et 2 jours apres celle-ci, I'analyse de la
composition corporelle des animaux est effectuée. Le méme jour, les animaux sont mis a
mort et différents prélevements réalisés (sang, matiere grasse épididymale, muqueuse
olfactive et bulbes olfactifs).

La glycémie des animaux a été évaluée en utilisant un glucometre Accu-Chek Performa
(Roche). Le sang des animaux a été obtenu soit en coupant le bout de la queue des souris et
en récupérant quelques gouttes de sang au niveau de la veine caudale a 'aide d’un tube
microvette (Sarstedt) durant I'ipGTT ou alors aprés décapitation de I'animal a la fin des
expérimentations. Le sang est ensuite centrifugé a 5000G pendant 5 minutes et le plasma
collecté est placé a -80°C avant usage. Les concentrations plasmatiques d’insuline ont été
mesurées a I'aide d’un kit AlphaLISA (PerkinElmer).

Les deux prélévements sanguins réalisés chez chaque animal ont été utilisés pour différentes
mesures (et afin d’avoir des échantillons en plus en cas de probleme). Cependant, afin que
les mesures soient comparables entre elles, les animaux devaient étre euthanasiés sans
anesthésie. Afin de rendre la procédure moins stressante pour les animaux, ces derniers ont
été exposés brievement a de l'isoflurane afin, non pas de les endormir, mais de les étourdir
avant la décapitation. Pour étre sGr que cette bréeve exposition a lisoflurane n’avait pas
d’incidence sur les mesures, la glycémie et I'insulinémie des animaux ont été comparées en
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utilisant les deux méthodes. La glycémie des animaux (n=24) mesurée pendant l'ipGTT et
celle obtenue aprés « étourdissement » a 'isoflurane sont hautement corrélées (r? = 0,91 ;
p<0,05). De méme, l'insulinémie des animaux (n=21) mesurée pendant I'ipGTT et celle
obtenue en récupérant le sang total sont également fortement corrélées (r? = 0,8 ; p<0,05).
Les valeurs moyennes obtenues avec ces deux méthodes ne sont pas différentes ni pour la
glycémie ni pour I'insulinémie des animaux (respectivement p=0,8 et p=0,91 apreés un test t
de Student sur données appariées). Pour la suite de I'étude, nous avons donc considéré que
« I’étourdissement » a l'isoflurane n’induisait pas de changement métabolique chez nos
animaux et toutes les expériences nécessitant de prélever du tissus frais ont été réalisées de
cette maniere.

Glycémie et insulinémie

Aprés 4 ou 8 semaines de régime, les animaux sous HFruD présentent une glycémie a jeun
(respectivement p<0,05 et p<0,01) (Figure 25.A) ainsi qu’une insulinémie a jeun
(respectivement p<0,05 et p<0,01) (Figure 25.B) plus élevées que celles des animaux
controle. Nos résultats sont donc cohérents avec la grande majorité des études qui
retrouvent une hyperglycémie a jeun chez les souris C57BI/6J nourries avec un HFruD
(Mellor et al., 2011, 2012; Lee et al., 2012; Chan et al., 2013; Schultz et al., 2013; Singh et al.,
2015; Sodhi et al., 2015; Sun et al., 2015; Wang et al., 2015). De méme, I’hyperinsulinémie a
jeun retrouvée chez nos animaux HFruD est cohérente avec ces mémes études (Lee et al.,
2012; Schultz et al., 2013; Singh et al., 2015; Sun et al., 2015).
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Figure 25 : Les souris HFruD présentent une hyperglycémie et une hyperinsulinémie a jeun. Toutes
les données sont présentées en moyenne * sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous
régime Ctrl et les histogrammes noirs les animaux sous HFruD. * : p<0,05 aprés un test de Mann-Whitney, ** :
p<0,01 apres un test t de Student. A. Glycémie a jeun. Ctrl a 4 semaines (n=9), HFruD a 4 semaines (n=9), Ctrl a
8 semaines (n=11), HFruD a 8 semaines (n=13). B. Insulinémie a jeun. Ctrl a 4 semaines (n=6), HFruD a 4
semaines (n=6), Ctrl a 8 semaines (=11), HFruD a 8 semaines (n=12).
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Intolérance au glucose

L'intolérance au glucose a été mesurée a I'aide d’un test de tolérance au glucose par voie
intrapéritonéale. Ce test consiste a injecter une solution de glucose (2g de glucose par kg du
poids de I'animal) a I’'animal vigile et a mesurer la glycémie des animaux avant injection puis
apres 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes. Comme précisé dans le chapitre 3 de I'introduction,
un régime enrichi en fructose modifie la perméabilité intestinale au glucose (Tobin et al.,
2008). Pour cette raison, nous avons choisi d’injecter le glucose par voie intrapéritonéale et
non par voie orale afin de ne pas introduire de biais entre nos deux groupes expérimentaux.
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Figure 26 : Intolérance au glucose chez les animaux HFruD aprés 4 a 8 semaines de régime. Toutes
les données sont présentées en moyenne * sem. Les lignes grises et les histogrammes blancs représentent les
animaux sous régime Ctrl et les lignes et histogrammes noirs les animaux sous HFruD. **: p<0,01 et ***:
p<0,001 apres une ANOVA a deux facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer. A.
ipGTT apres 4 semaines de régime. Ctrl (n=9), HFruD (n=9). B. ipGTT apres 8 semaines de régime. Ctrl (n=11),
HFruD (n=13). Les histogrammes dans les cadres représentent la valeur de I'aire sous la courbe exprimée en
unités arbitraires. A: **: p<0,01 apres un test de Mann-Whitney et B: ***: p<0,001 aprés un test t de
Student.

Aprés 4 semaines de régime enrichi en fructose, les souris présentent une glycémie plus
élevée que les souris controle aprés un bolus de glucose (F(1,16) = 10,42 ; p<0,01) (Figure
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26.A). Les souris HFruD manifestent déja une intolérance au glucose, la valeur de I'aire sous
la courbe des animaux HFruD étant plus élevée que celle des animaux contrdle (p<0,01). De
méme apres 8 semaines de régime, les animaux HFruD ont une élévation de la glycémie plus
importante que les animaux contréle aprés un bolus de glucose (F(1,22) = 58,89 ; p<0,001)
(Figure 26.B). L'aire sous la courbe étant plus élevée chez les souris HFruD que chez les
souris controle (p<0,001), I'intolérance au glucose des animaux HFruD se maintient apres 8
semaines de régime.

Une fois de plus, nos résultats sont cohérents avec la majeure partie des études sur la
C57BI/6J qui retrouvent la mise en place d’une intolérance au glucose aprés un HFruD (Farah
et al., 2006; Mellor et al., 2011; Lee et al., 2012; Chan et al., 2013; Schultz et al., 2013; Sun et
al., 2015; Wang et al., 2015). Nos souris HFruD remplissent donc deux critéres de
I’évaluation du DT2 chez le rongeur : l'intolérance au glucose et I'hyperglycémie a jeun
(McMurray and Cox, 2011).

Résistance a I'insuline

L'autre critére important est la mise en place de l'insulino-résistance. Cette derniére a été
mesurée en réalisant un test de tolérance a l'insuline (ITT), consistant en la mesure de la
glycémie avant et aprés 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes suivant une injection
intrapéritonéale d’insuline (0,75U d’insuline par Kg du poids total de I’animal).

Aprés 4 et 8 semaines de régime, les animaux HFruD manifestent une glycémie plus
importante apres une injection d’insuline que les animaux contréle (respectivement : F(1,16) =
11,28 ; p<0,01 et F(1,21) = 6,51 ; p<0,05, aprés une ANOVA a deux facteurs croisés sur mesures
répétées) (Figure 27). Cependant, les animaux HFruD ayant déja une glycémie basale plus
élevée que les animaux controle, il n’est pas possible de conclure quant a la mise en place de
la résistance a l'insuline en employant cette méthode. De méme, I'aire sous la courbe ne
peut étre employée dans I'analyse d’une ITT car cette derniére prend en compte aussi bien
la sensibilité a I'insuline que les mécanismes de contre régulation se mettant en place aprés
une injection d’insuline (Marty et al., 2007).

La résistance a l'insuline se traduit par une diminution de la sensibilité a I'insuline. Au cours
d’une ITT, cette derniére est représentée par la pente de décroissance suivant l'injection
d’insuline (i.e. la pente entre les points 0 et 15) (Taveau et al., 2015). Apres 4 a 8 semaines
de régime, la pente de décroissance suivant linjection de [linsuline n’est pas
significativement différente entre les animaux HFruD et les animaux controle
(respectivement p = 0,39 et p = 0,58 aprés un test t de Student). || semble donc que 8
semaines de régime enrichi en fructose soit insuffisantes pour induire une résistance a
I'insuline généralisée chez nos animaux. A notre connaissance, la seule étude faisant état
d’une résistance a l'insuline avec ce type de régime portait sur une durée de régime
beaucoup plus longue (18 semaines). De plus, la proportion de fructose n’était « que » de

69



35% et la souche exacte des souris utilisées n’était pas précisée (C57Bl/6 uniquement)
(Schultz et al., 2013).
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Figure 27 : Les animaux HFruD ne développent pas de résistance a I'insuline aprés 4 a 8 semaines
de régime. Toutes les données sont présentées en moyenne * sem. Les lignes grises et les histogrammes
blancs représentent les animaux sous régime Ctrl et les lignes et histogrammes noirs les animaux sous HFruD.
A. ITT aprés 4 semaines de régime. Ctrl (n=9), HFruD (n=9). B. ITT aprés 8 semaines de régime. Ctrl (n=10),
HFruD (n=13). Les histogrammes dans les cadres représentent la valeur de la pente entre les points 0 et 15
exprimée en unités arbitraires.

Répartition de la masse grasse et léptinémie

Enfin, nous avons estimé la répartition de la masse grasse des animaux par EchoMRI (QNMR
system EchoMRI-500T, Echo Medical Systems), une technique permettant de mesurer la
masse grasse et la masse maigre totales chez des animaux éveillés, en utilisant la résonnance
magnétique nucléaire. La masse grasse épididymale a été mesurée apres prélévement lors
de I’euthanasie des animaux.
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Apres 4 et 8 semaines de régime, les animaux HFruD présentent une diminution de la masse
grasse totale par rapport aux animaux contréle (respectivement p<0,01 et p<0,05) (Figure
28.A) alors que la masse maigre totale des animaux n’est pas modifiée par le HFruD (Figure
28.B). La perte de poids constatée des animaux sous HFruD (Figure 21.A) serait donc due a
une perte globale de masse grasse. Ces résultats sont cohérents avec les études montrant
gu’un régime enrichi en fructose diminue la capacité du tissu adipeux a métaboliser le
glucose et a synthétiser des acides gras, et donc a pouvoir stocker de I’énergie sous forme de
triglycérides (Bender and Thadani, 1970; Vrdna et al., 1974; Waterman et al., 1975).
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Figure 28 : Mesures de la masse grasse et de la masse maigre des animaux. Toutes les données sont
présentées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous régime Ctrl (n=9) et les
histogrammes noirs les animaux sous HFruD (n=9). * : p<0,05 et ** : p<0,01 aprés un test de Mann-Whitney. A.
Estimation de la masse grasse totale rapportée a la masse totale des animaux. B. Estimation de la masse maigre
totale rapportée a la masse totale des animaux. C. Estimation de la masse grasse épididymale rapportée a la
masse grasse totale.

Cependant, si la masse grasse totale diminue, la répartition de la masse grasse est différente
entre les animaux contréle et HFruD (Figure 28.C). En effet, le rapport entre la masse grasse
épididymale et la masse grasse totale est augmenté chez les animaux nourris pendant 4 et 8
semaines avec le HFruD (respectivement p = 0,077 et p<0,05). Cela est cohérent avec le fait
que le foie va synthétiser et sécréter plus d’acides gras, qui vont avoir tendance a ségréger
autour des organes abdominaux (Winder et al., 1975; Sturton et al., 1978). De plus, une
étude récente a aussi prouvé qu’apres un régime enrichi en fructose, des souris C57BI/6J
présentaient une hausse de la masse grasse épididymale (Wang et al., 2015). Ce profil
particulier de la répartition de la masse grasse avec un HFruD participe a la mise en place de
la résistance hépatique a l'insuline (Tappy et al., 2010).

Etant donnés les changements de répartition de la masse grasse chez nos souris HFruD, nous
nous sommes demandés si la concentration plasmatique en leptine allait étre modifiée. Pour
tester cela, la leptine plasmatique a été dosée a I'aide d’un kit ELISA (Eurobio). Il apparait
gue les concentrations plasmatiques de leptine ne sont pas différentes entre les animaux
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contréle et les animaux HFruD aprés 4 et 8 semaines de régime (respectivement p = 0,48 et
p = 0,7 aprés un test de Mann-Whitney) (Figure 29). Le changement de répartition de la
masse grasse constaté chez nos animaux HFruD n’a donc pas d’incidence sur la
concentration plasmatique de leptine, ce qui confirme également que ce régime n’a pas
d’effet obésogene.
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Figure 29 : Le HFruD n’induit pas de changement de la leptinémie aprés 4 et 8 semaines de régime.
Toutes les données sont présentées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux
sous régime Ctrl et les histogrammes noirs les animaux sous HFruD. Ctrl a 4 semaines (n=9), HFruD a 4
semaines (n=9), Ctrl a 8 semaines (n=10), HFruD a 8 semaines (n=7).

IV.  Conclusions du chapitre

De facon générale, I'état métabolique de nos animaux est cohérent avec ce qui est attendu
en employant un régime enrichi en fructose chez la souris C57BI/6J. Ici, ce régime a été
employé dans le but d’induire un diabéte de type 2 chez nos animaux. Chez la souris, il existe
de nombreuses méthodes de diagnostic de cette pathologie (McMurray and Cox, 2011). S'il
n’est pas nécessaire de tester toutes les modalités possibles afin de prouver la mise en place
du DT2, le minimum a atteindre pour considérer que les souris sont diabétiques est d’avoir,
a la fois, une intolérance au glucose et une hyperglycémie a jeun.

Souvent, la résistance a l'insuline est aussi un critere de choix afin de déterminer si un
rongeur est, ou non, atteint de DT2. Cependant, cette derniére n’est pas immédiate dans la
mise en place de la pathologie et intervient aprés la mise en place de l'intolérance au
glucose (Saltiel, 2001; International Diabetes Federation, 2013). Il est important de souligner
que, si la résistance a l'insuline généralisée n’est pas encore mise en place, cela ne signifie
pas pour autant que certains tissus ne soient pas déja insulino-résistants.
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Encore plus significatif ici, les souris HFruD présentent une hyperinsulinémie a jeun, ce qui
veut dire que les cellules B des ilots de Langerhans produisent et libérent beaucoup
d’insuline. Cette période de la pathologie, appelée phase de compensation des cellules B, se
situe lors des étapes précoces de la mise en place du DT2 (Cavaghan et al., 2000). Lorsque le
DT2 est présent depuis une période de temps plus longue, il est plutot caractérisé par une
diminution de la masse des cellules B (Jackerott et al., 2006), une baisse de leur activité
électrique et une baisse de la sécrétion d’insuline (Bell and Polonsky, 2001; Florez et al.,
2003), ce qui se traduit par une baisse drastique de [linsulinémie (phase de
décompensation).

L'absence de résistance a l'insuline et I’hyperinsulinémie de nos animaux HFruD nous
permettent d’affirmer qu’aprés 8 semaines de régime enrichi en fructose, les animaux se
situent encore durant les étapes précoces de la pathologie. Cela est particulierement
intéressant pour nous car, si les animaux sont déja diabétiques, il est peu probable gu’ils
aient déja développé des complications secondaires dues au DT2, ces derniéres se mettant
en place durant une période plus tardive de la pathologie (Forbes and Cooper, 2013). Cela
nous permet, pour la suite de ces travaux, de considérer que nous étudions I'effet du DT2 en
lui-méme et non l'effet du DT2 accompagné de complications secondaires, comme c’est le
cas dans la plupart des études chez I'étre humain (voir chapitre 4 de I'introduction).

En conclusion, nous avons validé notre modeéle d’induction du DT2 par ['utilisation d’un
HFruD chez nos souris transgéniques. Ces derniéres se situant en début de pathologie, nous
avons pu étudier I'effet du DT2 en lui-méme sur leurs capacités olfactives. A l'instar des
études menées sur I’étre humain, les souris diabétiques présentent-elles une diminution de
leurs capacités olfactives globales ?
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Chapitre 2 : Le diabete de type 2 induit une baisse des

capacités olfactives chez la souris

Les rongeurs sont des animaux macrosmates, ce qui signifie qu’ils possedent des structures
olfactives ayant une taille trés importante par rapport a la taille totale de leur cerveau. Ces
animaux possedent un sens de l'odorat tres développé qui leur sert dans de nombreux
comportements essentiels a leur survie. Méme en laboratoire, les rongeurs conservent un
odorat puissant, ce qui permet de leur faire réaliser des taches plus ou moins complexes
basées sur leurs capacités olfactives (Slotnick, 2001).

Ici, nous avons souhaité tester les capacités olfactives des animaux en réalisant des
expériences se rapprochant au maximum des tests réalisés chez I'étre humain. Comme
expliqué dans le chapitre 4 de l'introduction, chez I'humain ces tests sont des taches
olfactives simples, souvent rassemblées sous I'appellation TDI, pour Treshold-Discrimination-
Identification.

Le test d’identification, ou de reconnaissance d’une odeur, est difficilement réalisable chez le
rongeur. |l présuppose que le sujet puisse indiquer a I'expérimentateur si I'odeur présentée
a été préalablement associée a une odeur connue et de nommer précisément cette odeur.
Des tests existent chez le rongeur permettant d’évaluer la familiarité d’une odeur, mais pas
la reconnaissance a proprement parler. Nous avons préféré nous concentrer sur les deux
autres aspects, la détection et la discrimination olfactive, qui sont les deux modalités les plus
testées sur le rongeur de laboratoire. La détection permet de mesurer 'aspect quantitatif
d’une odeur (I'odorant est-il plus ou moins concentré ?) et la discrimination, I'aspect
qualitatif (deux odorants sont-ils différents I'un de I'autre ?).

Avant de décrire plus en détails ces tests, il faut préciser plusieurs points sur le
fonctionnement général des tests comportementaux basés sur l'olfaction. Une grande
majorité des tests disponibles s’appuie sur I'apprentissage des animaux (passant la plupart
du temps par un systéme de récompenses sous forme alimentaire). Le test d’apprentissage
olfactif par renforcement différentiel (Linster and Hasselmo, 1999), basé sur une association
entre une odeur et une récompense alimentaire, en est un bon exemple.

Un autre test trés utilisé est le test du « go / no go ». Ce dernier peut étre adapté pour tester
aussi bien la détection que la discrimination olfactive chez le rongeur. Une fois de plus, ce
test fait appel a l'association entre une odeur (délivrée par un olfactometre) et une
récompense sous forme, le plus souvent, d’une boisson sucrée. Il a été utilisé aussi bien chez
le rat (Lu and Slotnick, 1998; Martin et al., 2004) que chez la souris (Bodyak and Slotnick,
1999; Abraham et al., 2004). Dans certains cas, la récompense alimentaire n’est pas sous
forme liquide mais solide (Ravel et al., 2003), ce qui ne change rien au fait qu’un

74



apprentissage par renforcement alimentaire est nécessaire au bon fonctionnement de ce
test dans tous les cas.

Nous avons décidé de ne pas employer ce type de test pour plusieurs raisons. La premiére
est que nous recherchons volontairement des tests simples pour mesurer I'acuité olfactive
de nos animaux, i.e. des tests ne requérant pas d’apprentissage associatif. En effet,
I'apprentissage va faire appel a de nombreuses structures cérébrales et ces tests ne
mesurent donc pas uniquement I'aspect olfactif de la réponse. De plus, I'apprentissage peut
changer les réponses comportementales normalement attendues chez le rongeur. Il s’agit la
d’une différence fondamentale entre les tests comportementaux dits « spontanés » et ceux
dits « renforcés ».

Pour prendre un exemple connu, il a été démontré que des rats ne peuvent différencier les
énantiomeres du limonéne au cours d’un test de discrimination olfactive spontanée (en
I'occurrence un test d’habituation / déshabituation, qui sera décrit en détails par la suite)
(Linster et al., 2001) mais qu’ils en étaient parfaitement capables aprés apprentissage, en
utilisant le méme test de facon renforcée a 'aide de récompenses alimentaires (Linster et
al., 2002). L'apprentissage peut donc complétement changer les résultats attendus d’un test
olfactif et il convient de toujours interpréter les résultats obtenus avec prudence.

La deuxiéme raison est que nous étudions les liens entre |'olfaction et une pathologie
associée au comportement alimentaire. Dans le cadre d’une telle étude, un systeme de
récompenses sous forme alimentaire est bien évidemment a proscrire, la récompense
n’ayant pas forcément la méme valeur hédonique pour les animaux et pouvant fausser les
résultats. Il a d’ailleurs été montré que I'anticipation de la récompense pouvait biaiser les
résultats expérimentaux attendus (Mainen, 2006; Quirk et al., 2009).

Il est donc nécessaire, dans notre étude, d’éviter les récompenses alimentaires ou de tester
la motivation des animaux a chercher de la nourriture afin de vérifier que celle-ci est
identique pour les différents groupes d’animaux. Dans tous les cas, il faut éviter de se
retrouver dans le cadre d’un apprentissage par renforcement alimentaire et, si jamais une
récompense est nécessaire au bon fonctionnement du test, faire en sorte que celle-ci ne soit
donnée qu’a titre ponctuel.

La troisieme et derniére raison (et qui s’applique surtout au test du go / no go) est la mise
sous restriction hydrique des animaux. Comme nous l'avons précisé dans le chapitre
précédent, les animaux HFruD ressentent une soif plus importante que les animaux controle
(mesurée par une prise hydrique plus importante). Une mise sous restriction hydrique sera
donc plus stressante pour ces animaux-la, qui seront également plus motivés a obtenir la
récompense (sous forme de boisson).

En résumé, nous avons donc choisi de réaliser des tests de détection et de discrimination ne
faisant appel a aucun apprentissage et ne nécessitant pas de récompense alimentaire ou de
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mise sous restriction hydrique des animaux. Afin de pouvoir réaliser un suivi longitudinal des
animaux, nous avons décidé de réaliser chaque test 3 fois sur les mémes animaux : une fois
avant la mise sous régime afin d’obtenir une valeur de base pour chaque modalité testée
chez chaque animal et une fois aprés 4 et 8 semaines de régime.

1. Test de détection olfactive

Une fois éliminés les tests classiques de détection faisant appel a un apprentissage par
renforcement alimentaire, peu d’options restaient disponibles pour tester le seuil de
détection de nos animaux diabétiques. Le test d’aversion olfactive conditionnée (COA pour
conditionned olfactory aversion) est un test reposant sur I’association entre une odeur et un
stimulus négatif (en I'occurrence un malaise gastrique induit par une injection de chlorure de
lithium). Ce test permet donc de tester le seuil de détection olfactive des rongeurs sans faire
appel a un apprentissage par renforcement alimentaire et sans utiliser de systéme de
récompense alimentaire (Aimé et al., 2007; Chapuis et al., 2007; Desgranges et al., 2009).

Néanmoins, ce test nécessite de mettre les animaux sous restriction hydrique afin qu’ils
soient suffisamment motivés a consommer la boisson contenant I'odorant au cours du test.
Il nous était donc impossible d’utiliser ce test dans le cadre de notre étude. Notre choix s’est
alors porté sur le seul autre test disponible a notre connaissance, le test de la « planche a
trous ».

Principe et protocole

Ce test, décrit par Mandairon et collaborateurs, consiste a mesurer le temps d’exploration
des animaux, placés dans un dispositif expérimental constitué d’une planche contenant un
trou, sous lequel un bécher contenant des concentrations croissantes d’un odorant est placé
(Mandairon et al., 2009). Ce test est basé sur la curiosité naturelle des rongeurs qui vont plus
explorer une nouvelle odeur dans leur environnement. Lorsque la concentration en odorant
atteint le seuil de détection des animaux, le temps passé a explorer le trou contenant
I’odorant augmente significativement (Figure 30).

Dans I'équipe, nous ne disposons pas du systeme utilisé par Mandairon et collaborateurs,
qui mesure le temps passé par I'animal a renifler le trou odorisé grace a un faisceau
infrarouge situé au-dessus du bécher contenant I'odorant et qui permet de déclencher un
chronometre dés que le faisceau est interrompu par le passage de I'animal. Nous avons donc
construit notre propre aréne de test, dont les dimensions sont similaires a celles de I'arene
de I’étude de Mandairon et collaborateurs (40*40*10 cm).

L'odorant a également été placé sur un coton surmonté d’une grille (afin d’éviter que
I’'animal ne puisse attraper le coton), elle-méme surmontée d’un centimetre de litiere (afin
d’éviter que I'animal ne s’agrippe a la grille). Nous avons utilisé le méme odorant, a savoir
des concentrations croissantes d’acide propionique et, puisque le seuil de détection mesuré
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par Mandairon et collaborateurs se situait a 10t Pa, nous avons testé une gamme de
concentrations allant de 102 a 2 Pa (afin d’étre en mesure de voir si le seuil de détection
était plus élevé ou plus bas que le seuil normal attendu).
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Figure 30 : Résultats attendus pour le test de détection. Les données sont présentées en moyenne tsem
et représentent le temps d’exploration du trou odorisé en fonction de la concentration de 'odorant (acide
propionique) dilué dans I’huile minérale. Les essais a 0 sont réalisés avec uniquement de I'huile minérale. Le
temps d’exploration augmente significativement a la concentration 10" Pa. D’aprés (Mandairon et al., 2009).

Comme pour tous les tests comportementauy, il est important de commencer par habituer
I'animal au dispositif avant le jour du test afin de réduire le temps d’exploration de
I’enceinte de test le jour de I'expérience (Macknin et al., 2004). Les trois jours précédant le
premier test, les animaux ont été habitués a 3, 5 puis 7 passages successifs dans I'enceinte
de test, avec le bécher contenant un coton sur lequel était déposé 60 ul d’huile minérale
(Sigma-Aldrich). Il était alors vérifié que le temps d’exploration du trou par I'animal diminuait
au fur a et mesure des essais lors de chaque séance. De méme que pour les test en eux-
mémes, la nourriture des animaux était retirée une heure avant le début des tests
d’habituation.

Afin d‘obtenir des valeurs plus objectives que celles pouvant étre obtenues en déclenchant
un chronometre manuellement a chaque fois que I'animal se trouvait au-dessus du trou
odorisé, les animaux ont été filmés a chaque séance et un logiciel a été créé sous matlab
nous permettant d’obtenir avec précision le temps d’exploration des animaux, le nombre de
visites effectuées par I'animal, ainsi que la durée moyenne de chaque visite. La
détermination du « seuil de visite » ayant été effectuée en paralléle sur les animaux réalisant
le test de discrimination, celle-ci sera explicitée lorsque je décrirai le test d’habituation /
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déshabituation dans la partie suivante. Une vérification manuelle des données a ensuite été
réalisée, notre logiciel comptant parfois des visites lorsque 'arriére de I'animal se retrouvait
au-dessus du trou odorisé (Figure 31).

Le jour du test, ce dernier ayant lieu pendant la phase d’activité des animaux et toujours le
matin, les animaux étaient placés en cage individuelle dans la salle de test et leur nourriture
retirée une heure avant le début des expérimentations. Ces précautions permettent de
limiter le stress des animaux (qui ainsi ne sont pas déplacés juste avant I'expérience) et
d’éviter les régulations post-prandiales, notamment le pic post-prandial d’insuline (la
nourriture étant retirée suffisamment longtemps avant le test pour éviter ces régulations
mais pas suffisamment longtemps avant afin d’éviter que les animaux ne ressentent les
effets de la faim).
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Figure 31 : Exemple d’images obtenues avec le logiciel de suivi des animaux mis en place dans
I’équipe.

Le test en lui-méme comprenait sept essais successifs de deux minutes entrecoupés de 3
minutes de repos (un deuxiéme animal réalisant le test dans l'intervalle). Les deux premiers
essais ont été réalisés en utilisant uniquement 60 pl d’huile minérale, puis les 5 suivants 60
ul de concentrations croissantes d’acide propionique dilué dans I’huile minérale (102, 1072,
107, 1 et 2 Pa) (Sigma-Aldrich). Pour cet essai du test de détection, les animaux ont réalisé
deux séances espacées d’'une semaine de repos.

Résultats

Au cours de la premiére séance, aucune différence de temps d’exploration du trou odorisé
n’a été retrouvée entre les différents essais (F(s72) = 1,66 ; p = 0,14) (Figure 32.A). La semaine
suivante, il semble que la concentration en odorants ait bien un effet sur le temps
d’exploration (Fg,72) = 2,02 ; p = 0,07) (Figure 32.B) mais, lorsqu’on regarde plus précisément,
cet effet ne se retrouve qu’entre I'essai a 1 Pa et celui a 2 Pa et dans le sens contraire de
celui attendu (le temps d’exploration diminuant pour la concentration la plus forte).
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Deux méthodes peuvent étre employées pour déterminer le seuil de détection : un temps
d’exploration significativement supérieur entre le temps réalisé avec I’huile minérale et celui
réalisé pour la concentration d’intérét ou un temps d’exploration significativement supérieur
pour le temps réalisé entre la concentration d’intérét et I’essai juste avant celui-ci. Ici, quelle
que soit la méthode utilisée, nous ne retrouvons pas les résultats de Mandairon et
collaborateurs.
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Figure 32 : Résultats obtenus pour le test de détection. Toutes les données sont présentées en moyenne
+ sem. Les histogrammes représentent le temps total d’exploration du trou odorisé par les souris (n=13). A.
Premiére séance. B. Deuxieme séance. * : p<0,05 aprés une ANOVA a un facteur sur mesures répétées suivie
d’un test LSD de Fischer.

Le temps d’exploration pour la plus forte concentration d’acide propionique semble méme
diminué par rapport aux concentrations plus faibles. Il est trés possible que de fortes
concentrations de cet odorant induisent un effet répulsif chez les souris. Chez I’humain, en
tous cas, une concentration similaire d’acide propionique induit une grimace caractéristique
de dégodlt (résultats non montrés mais testés sur de nombreux membres du laboratoire avec
une réussite de 100%).

Comment expliquer que nous ne parvenions pas a trouver un seuil de détection de 'acide
propionique chez nos animaux ? Plusieurs explications sont possibles. Tout d’abord, I'age des
souris employées chez Mandairon et collaborateurs n’est pas précisé. Il est possible que le
seuil de détection de |'acide propionique soit different chez des souris plus jeunes.
Cependant, ici, nous ne trouvons pas un seuil de détection différent mais pas de seuil de
détection du tout. Il est peu probable que les souris ne sentent pas du tout l'acide
propionique étant donné l'‘odeur particulierement intense de cet odorant a fortes
concentrations.

La deuxieme hypothése tient dans notre méthode de quantification du temps passé par
I’animal au-dessus du trou odorisé. Cependant, le protocole étant le méme que pour celui de
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notre test de discrimination (et validé sans le moindre probléme pour ce dernier), il n’y a
aucune raison qu’il soit mis en cause dans la non-réussite de ce test.

Une troisieme hypothése serait le plus faible nombre d’animaux utilisés dans notre essai que
dans I’étude de Mandairon et collaborateurs (13 souris pour nous contre 20 souris de leur
coté). Cependant, la encore, 13 animaux devraient étre suffisants pour faire apparaitre une
tendance, méme non significative, alors que nous avons clairement une absence totale
d’effet. Il faut aussi signaler que les expériences menées par Mandairon et collaborateurs
ont eu lieu durant la phase de repos des animaux, ce qui constitue une différence majeure
avec notre étude.

Une derniere possibilité serait un stress plus important de nos animaux qui masquerait
complétement I'effet escompté du seuil de détection. Il est possible que le fait de retirer la
nourriture des animaux une heure auparavant induise un stress chez nos souris. De méme, il
est possible que des souris plus jeunes puissent manifester un stress plus important que des
animaux plus agés. Enfin, une étude récente a mis en évidence que les expérimentateurs de
sexe masculin induisaient un stress plus important chez des souris que les expérimentateurs
de sexe féminin (Sorge et al.,, 2014). Les expériences menées par Mandairon et
collaborateurs ont été effectuées par des femmes, or le test de détection dans notre
laboratoire a été testé par trois expérimentateurs différents, tous des hommes.

Il serait donc possible que le stress des animaux soit suffisant pour masquer un effet
comportemental. Si des mesures ont été prises pour limiter le stress des animaux (un seul
expérimentateur pour toutes les expériences, habituation a la salle d’expérimentation,
habituation au dispositif expérimental), il est difficile de savoir si le simple fait que les
expériences aient été menées par un homme pourrait influencer a ce point les résultats. Une
solution pour tester de nouveau ce probléme serait, comme les auteurs de |’étude le
proposent, de rester une demi-heure dans la salle d’expérimentations avec les animaux le
temps que leur niveau de stress redescende. Cette étude ayant été publiée bien aprés nos
essais du test de détection, cette derniére solution n’a pas été testée.

Pour la suite de I'étude, nous avons donc décidé de nous concentrer sur la deuxiéme
modalité qui était testée en paralléle du test de détection : le test de discrimination utilisant
un protocole d’habituation / déshabituation.

Il. Test d’habituation / déshabituation (discrimination olfactive)
Principe

De méme que pour le test de détection, la discrimination olfactive des animaux a été
mesurée grace a un test ne faisant appel ni a un apprentissage, ni a un systeme de
récompense alimentaire et ne nécessitant pas de mettre les animaux sous restriction
hydrique. Ici, nous avons choisi un test d’habituation / déshabituation, qui est une tache
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spontanée se basant sur la tendance naturelle des rongeurs a explorer une nouvelle odeur
dans leur environnement (Gregg and Thiessen, 1981).

Ce test peut étre réalisé directement dans la cage des animaux (Yang and Crawley, 2009),
mais nous avons préféré utiliser un systeme plus controlé, adapté une fois encore de
Mandairon et collaborateurs (Mandairon et al., 2009). La méme enceinte de test que pour le
test de détection a été utilisée, sauf que cette fois-ci, au lieu d’utiliser des concentrations
croissantes d’un unique odorant, deux odorants différents sont utilisés. Le test se compose
de 4 essais successifs avec un premier odorant suivi d’un essai avec un deuxiéme odorant.

Lors des 4 essais avec le premier odorant, les animaux vont passer de moins en moins de
temps a explorer le trou odorisé, 'odorant perdant son caractére de nouveauté. Le temps
d’exploration va donc diminuer au fil des essais, c’est la phase d’habituation. Lorsque le
deuxieme odorant est présenté, deux cas de figures peuvent se présenter. Si I'animal ne fait
pas la différence entre les deux odorants (i.e. ne discrimine pas les deux odorants), le temps
d’exploration va rester bas. Si, au contraire, I'animal fait la différence entre les deux
odorants, le temps d’exploration va augmenter ; c’est la phase de déshabituation (Figure
33).
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Figure 33: Résultats attendus pour le test d’habituation / déshabituation. Les données sont
présentées en moyenne tsem et représentent le temps d’exploration du trou odorisé en fonction des essais
avec les deux odorants (pentanol et décanal) dilués dans I’huile minérale afin d’avoir une pression de vapeur
identique. Le temps d’exploration augmente significativement entre le dernier essai au pentanol et I'essai avec
le décanal. D’aprés (Mandairon et al., 2009).
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Protocole

Afin de réaliser ce test, il est primordial que les intensités des deux odorants soient
similaires. Dans le cas contraire, I'animal pourrait explorer plus un odorant avec une
intensité plus importante, ce qui masquerait complétement I'effet que nous cherchons a
mettre en évidence. C'est pour cela qu’il faut diluer chaque odorant par rapport a sa
pression de vapeur afin de les équilibrer. Plus les odorants sont proches structurellement et
plus le test sera difficile a réaliser pour les animaux (Linster et al., 2001).

Ici, nous avons volontairement choisi deux odorants tres différents structurellement et dont
les propriétés olfactives sont également fortement dissemblables: |‘octanol et
I'acétophénone (Figure 34). Ces deux odorants appartiennent a deux classes chimiques
différentes (respectivement alcool et cétone aromatique) et I'acétophénone possede un
cycle aromatique, a la différence de I'octanol. Les deux composés sont classifiés comme
ayant une odeur caractéristique, bien que celle-ci ne soit pas forcément identifiable.

Nous avons dilué ces odorants dans I'huile minérale de facon a ce que leur pression de
vapeur soit identique et d’une valeur de 1 Pa (dilution octanol: 1/13 et dilution
acétophénone : 1/43). Cette valeur a été choisie de maniére arbitraire mais volontairement
haute afin d’étre sir que le seuil de détection de chaque odorant soit atteint par les
animaux.

Octanol :

CH,
HSC/W\/

OH

Acétophénone:
O

CHs

Figure 34 : Structures chimiques des odorants utilisés pour le test d’habituation / déshabituation.

De méme que pour le test de détection, les animaux étaient habitués au dispositif
comportemental les trois jours précédant le premier test. Respectivement, les animaux
devaient faire 3, 5 puis 6 passages avec le bécher contenant 100 ul d’huile minérale, une
heure apreés le retrait de la nourriture. Une fois encore, le jour du test (le matin durant la
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phase d’activité des animaux), les animaux étaient placés en cage individuelle et leur
nourriture retirée une heure avant le début des expérimentations.

Le test en lui-méme consistait en six essais successifs de 3 minutes avec 4 minutes de repos
entre chaque essai (un deuxiéme animal réalisant le test dans l'intervalle). Afin de ne pas
exposer les animaux aux deux odorants (devant garder un caractére de nouveauté), ces
derniers étaient préparés dans une autre salle. Le premier essai consistait en 100 pl d’huile
minérale, les quatre suivants en 100 pl d’octanol et le dernier essai en 100 pl
d’acétophénone.

Les deux caractéristiques essentielles pour considérer le test comme une réussite sont : une
habituation normale (soit une diminution du temps d’exploration entre le premier et le
dernier essai a I'octanol) et une déshabituation normale (soit une augmentation du temps
d’exploration entre le dernier essai a l'octanol et I'essai a I'acétophénone) (Yang and
Crawley, 2009).

Détermination des critéres pour I'analyse des données

Comme expliqué précédemment, les animaux étaient filmés durant toute la durée des
expérimentations et les films analysés grace a un logiciel créé sous matlab. Ce logiciel
permet de suivre le déplacement des animaux dans l'enceinte de test et de quantifier
plusieurs variables d’exploration du trou odorisé. Cependant, il nous est rapidement apparu
qu’il arrivait fréquemment que les animaux passent au-dessus du trou odorisé sans
forcément s’arréter pour le flairer. De méme, les animaux pouvaient également se retourner
en cours de flairage sans forcément quitter la zone d’intérét. Dans les deux cas, notre logiciel
allait compter des visites inexistantes.

Nous avons donc cherché des critéres pour déterminer ce qu’était au juste une « visite » de
I’animal au-dessus du trou odorisé. Nous avons décidé, de facon empirique, que deux visites
étaient considérées comme indépendantes si elles étaient espacées de plus de deux
secondes. Le temps nécessaire a une souris pour se tourner sur elle-méme est bien inférieur
a deux secondes mais il lui faut plusieurs secondes pour quitter la zone centrale (ou se situe
le trou odorisé) et y revenir par la suite.

Le deuxieme critére important a été de déterminer a partir de quelle durée de visite pouvait-
on considérer que la souris avait le temps nécessaire pour se pencher et flairer I'odeur dans
le trou odorisé. Pour tester ce parametre, les souris ont réalisé le test classique d’habituation
/ déshabituation avant la mise sous régime et les données ont été analysées (sans tenir
compte du groupe expérimental auquel chaque animal appartenait) en utilisant plusieurs
« seuils de visite ». Nous avons considéré que le temps nécessaire devait se situer entre une
demi-seconde et une seconde et avons testé trois seuils possibles : 500, 700 et 900 ms.
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Trois criteres ont été analysés pour chaque seuil : le temps total de visite, le nombre de
visites et la durée moyenne de chaque visite. Il nous est rapidement apparu que le nombre
de visites n’était pas un critére informatif, ce dernier n’étant absolument pas modifié entre
les différents essais (résultats non montrés). Pour la suite de I’'étude, nous avons donc
analysés le temps total d’exploration ainsi que la durée moyenne de chaque visite.
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Figure 35 : Détermination du seuil de visite pour le test d’habituation / déshabituation. Toutes les
données sont présentées en moyenne * sem. Les histogrammes représentent le temps d’exploration du trou
odorisé par les souris (n=23). A. Temps d’exploration total. B. Durée de visite moyenne. 1. Seuil de 500 ms. 2.
Seuil de 700 ms. 3. Seuil de 900 ms. * : p<0,05, ** : p<0,01 et *** : p<0,001 apres une ANOVA a un facteur sur
mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer. mo : huile minérale, oct : octanol et ace : acétophénone.
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Quel que soit le seuil utilisé pour le temps total d’exploration, les animaux semblent
capables de discriminer les deux odorants. Plus le seuil est élevé et plus le temps
d’exploration total diminue, ce qui est parfaitement logique puisque la valeur seuil est plus
difficile a atteindre. De facon plus détaillée, lorsque le seuil est fixé a 500 ms, le temps
d’exploration total des animaux dépend des essais (Fs ss) = 2,78 ; p<0,05) (Figure 35.A1). Les
critéres importants sont ici atteints, a savoir une habituation et une déshabituation
normales (respectivement, p<0,05 et p = 0,058). Lorsque le seuil est fixé a 700 ms, le temps
d’exploration dépend également des essais (F(s;ss) = 5,47 ; p<0,001) et les animaux montrent
une phase d’habituation et de déshabituation normales (respectivement, p<0,01 et p<0,001)
(Figure 35.A2). Le méme phénomene est constaté lorsque le seuil de visite est placé a 900
ms (F(s,85) = 4,3 ; p<0,01 et pour les phases d’habituation / déshabituation : p<0,01 et p =
0,063) (Figure 35.A3).

Lorsqu’on considére la durée moyenne de chaque visite, les résultats varient fortement en
fonction du seuil utilisé. Si on place celui-ci a 500 ms, la durée moyenne de visite est toujours
dépendante de I'essai (F(sss) = 3,24 ; p<0,01) (Figure 35.B1). Les animaux ont toujours une
phase d’habituation normale (p = 0,065) mais ne montrent pas du tout d’augmentation du
temps d’exploration lors de la phase de déshabituation (p = 0,75). Lorsque le seuil de visite
est placé a 700 ms, la durée moyenne de visite est aussi dépendante des essais (Fsss) =
19,91; p<0,001) et les animaux font preuve d’une habituation et d’'une déshabituation
normales (p<0,001 dans les deux cas) (Figure 35.B2). En revanche, si le seuil de visite est
placé a 900 ms, la durée moyenne de visite n’est plus du tout dépendante des essais (F(s ss) =
0,47 ; p=0,79) (Figure 35.B3).

En prenant en compte ces deux critéres, nous avons donc décidé de placer le seuil de visite a
700 ms et ce parameétre a été utilisé pour toutes les analyses (discrimination et détection).
Ces tests nous ont donc permis de valider notre logiciel d’analyse sous matlab, nous
permettant d’avoir a notre disposition des valeurs objectives ne dépendant pas de
I'expérimentateur. Tous les résultats qui seront présentés par la suite ont été analysés en
utilisant aussi bien le temps total d’exploration que le temps moyen de chaque visite, mais,
pour plus de clarté, je ne présenterai que les résultats obtenus pour le temps d’exploration
total.

La deuxieme information d’importance que I'on peut tirer de ce test est la validation du
choix des odorants. En effet, nos animaux manifestant des phases d’habituation et de
déshabituation normales, ils sont parfaitement capables de faire la différence entre I'octanol
et 'acétophénone. Etant données les différences de structures et de propriétés olfactives
des deux odorants, cela ne constitue en rien une surprise. Nous avons donc séparé les
animaux en deux groupes distincts et mis une partie d’entre eux sous HFruD. Le test
d’habituation / déshabituation a de nouveau était effectué aprés 4 et aprés 8 semaines de
régime.
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Résultats

La premiere chose que nous avons faite a été de vérifier que les deux groupes d’animaux
étaient capables de discriminer les deux odorants avant la mise sous régime (étant donnés
les résultats précédents, le contraire et été surprenant). C'est donc sans surprise que I'on
ne retrouve aucun effet du groupe expérimental sur la capacité des animaux a discriminer
les deux odorants (F(1,43) = 0,03 ; p = 0,86) (Figure 36.A). Les animaux contréles comme les
animaux HFruD s’habituent bien a I'octanol (p<0,001 pour les deux groupes) et montrent
une phase de déshabituation normale (p<0,001 pour les deux groupes).

Aprés 4 semaines de régime, en revanche, le régime a un effet sur le temps d’exploration
total des animaux en fonction des essais (F(1,42) = 12,35 ; p<0,05) (Figure 36.B). Si les deux
groupes continuent d’avoir une phase d’habituation normale (p<0,001 pour les deux
groupes), seuls les animaux contréle montrent une augmentation du temps d’exploration
pour |'essai avec I'acétophénone (p<0,001 vs p = 0,93 pour les animaux HFruD). Ces résultats
se maintiennent aprés 8 semaines de régime ol I'on retrouve I'effet général du régime sur le
temps d’exploration des animaux (F(1,27) = 8,01 ; p<0,01) (Figure 36.C). Une fois de plus, si les
deux groupes s’habituent a I'octanol (p<0,001 pour les deux groupes), le temps d’exploration
pour I'acétophénone n"augmente que chez les animaux contrdle (p<0,001 vs p = 0,6 pour les
animaux HFruD).

Comme précisé auparavant, les facteurs les plus importants a prendre en compte sont des
phases d’habituation et de déshabituation normales. Afin d’étre capable d’évaluer ces
parametres de facon longitudinale (et pas uniquement au cours d’une seule session
expérimentale), un ratio d’habituation (dernier essai a I'octanol sur premier essai a I'octanol)
et un ratio de déshabituation (essai a I'acétophénone sur dernier essai a I'octanol) ont été
calculés pour chaque animal. Cette représentation nous permet de voir I'effet du régime
entre les points avant la mise sous régime et 4 et 8 semaines plus tard.

Le ratio d’habituation n’est pas modifié par la mise sous régime (F121) = 1,3; p = 0,27)
(Figure 36.D). En revanche le ratio de déshabituation est clairement dépendant du régime
alimentaire (F(1,20) = 6,09, p<0,05) (Figure 36.E). De fagon plus détaillée, on se rend compte
que le ratio de déshabituation est plus faible pour les animaux HFruD que pour les animaux
controle aprés 4 et 8 semaines de régime (respectivement, p<0,01 et p<0,001). Si on
compare chaque animal avec lui-méme lors de la session avant la mise sous régime, on se
rend compte que le ratio de déshabituation (et donc la capacité de discrimination des
animaux) ne change pas pour les animaux contréle apres 4 et 8 semaine de régime
(respectivement, p = 0,44 et p = 0,19) alors qu’il est clairement diminué pour les animaux
HFruD aprés 4 et 8 semaines de régime (p = 0,07 et p<0,05). Le ratio reste le méme chez les
animaux HFruD entre 4 et 8 semaines de régime (p = 0,81).
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Figure 36 : Résultats du test d’habituation / déshabituation aprés un régime enrichi en fructose.
Toutes les données sont présentées en moyenne * sem. Les histogrammes représentent le temps total
d’exploration du trou odorisé par les souris contréle en blanc (n=28) et HFruD en noir (n=28). A. Test avant
mise sous régime. B. Test apres 4 semaines de régime. C. Test aprées 8 semaines de régime. D. Ratio
d’habituation. E. Ratio de déshabituation. Les valeurs avec différents exposants different significativement
aprés une ANOVA a deux facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer. mo : huile
minérale, oct : octanol et ace : acétophénone.

En conclusion de cette expérience, les capacités de discrimination des animaux pour ce
couple d’odorant sont clairement réduites aprés 4 a 8 semaines sous régime enrichi en
fructose. Il ne semble pas non plus y avoir d’aggravation du phénomene entre 4 et 8
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semaines de régime. Un autre point qui semble intéressant est que le temps d’exploration
des animaux pour le premier essai a I'octanol (et pour I'essai a I'acétophénone pour le
groupe controle) semble augmenté entre la session avant la mise sous régime et les sessions
suivantes. Il est possible que, les animaux ayant déja été en contact avec cet odorant une
premiere fois, celui-ci ne soit plus totalement nouveau et aurait acquis une certaine
familiarité (ce qui pourrait expliquer une exploration plus importante de I'odorant).

Le temps d’exploration de I'acétophénone pourrait augmenter pour les mémes raisons. Dans
tous les cas, ce dernier est toujours similaire au temps d’exploration pour le premier essai a
I'octanol chez les animaux contrdle. L’habituation n’étant pas modifiée entre les différentes
sessions, cela ne remet pas en cause les résultats du test d’habituation / déshabituation.

Contre balancement

Une autre possibilité qui pourrait, elle, remettre ces résultats en question serait, non pas
une baisse des capacités de discrimination olfactive, mais une baisse de la détection de
I’acétophénone par les animaux HFruD. Afin d’étre certains que nos résultats n’étaient pas
dus a cette possibilité, une expérience dite de « contre balancement » a été effectuée. Cette
expérience consiste a réaliser le méme test (avec un lot différent d’animaux) en inversant
I'ordre de présentation des odorants. Cette fois-ci I'acétophénone a été utilisé comme
odorant d’habituation et I'octanol comme odorant de déshabituation.

Une fois encore, il n’y a pas de différence du temps d’exploration du trou odorisé entre les
deux groupes d’animaux avant la mise sous régime (F1,35) = 1,76 ; p = 0,19) (Figure 37.A). Les
animaux sont parfaitement capables de discriminer les deux odorants lorsqu’ils sont
présentés dans le sens contraire, comme le prouvent une habituation (p<0,001 pour les deux
groupes) et une déshabituation normales (p<0,001 pour les deux groupes).

Par la suite, on retrouve le méme profil que lors de I'expérience précédente. Apres 4
semaines, le régime a un effet sur le temps d’exploration total des animaux en fonction des
essais (F(1,27)= 7,08 ; p<0,05) (Figure 37.B). Si les deux groupes continuent d’avoir une phase
d’habituation normale (p<0,001 pour les deux groupes), seuls les animaux contréle montrent
une augmentation du temps d’exploration pour |'essai avec I'octanol (p<0,001 vs p = 0,3
pour les animaux HFruD). Ces résultats se maintiennent aprés 8 semaines de régime ou I'on
retrouve 'effet général du régime sur le temps d’exploration des animaux (F(1,30) = 10,23 ;
p<0,01) (Figure 37.C). Une fois de plus, si les deux groupes s’habituent a I'acétophénone
(p<0,001 pour les deux groupes), le temps d’exploration pour I'octanol n"augmente que chez
les animaux contréle (p<0,001 vs p = 0,31 pour les animaux HFruD).
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Figure 37 : Résultats du test de « contre balancement ». Toutes les données sont présentées en
moyenne * sem. Les histogrammes représentent le temps total d’exploration du trou odorisé par les souris
contrdle en blanc (n=20) et HFruD en noir (n=23). A. Test avant mise sous régime. B. Test aprés 4 semaines de
régime. C. Test apres 8 semaines de régime. D. Ratio d’habituation. E. Ratio de déshabituation. Les valeurs avec
différents exposants different significativement aprés une ANOVA a deux facteurs croisés sur mesures répétées
suivie d’un test LSD de Fischer. mo : huile minérale, oct : octanol et ace : acétophénone.

Le ratio d’habituation n’est pas non plus modifié par la mise sous régime (F(1,23 = 0,34; p =
0,56) (Figure 37.D). En revanche le ratio de déshabituation est clairement dépendant du
régime alimentaire (F(1, 19) = 25,86, p<0,001) (Figure 37.E). De fagon plus détaillée, on se rend
compte que le ratio de déshabituation est plus faible pour les animaux HFruD que pour les
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animaux contréle apres 4 et 8 semaines de régime (respectivement, p<0,001 et p<0,01). Si
on compare chaque animal avec lui-méme lors de la session avant la mise sous régime, on se
rend compte que le ratio de déshabituation (et donc la capacité de discrimination des
animaux) ne change pas pour les animaux contréle aprés 4 et 8 semaine de régime
(respectivement, p = 0,27 et p = 0,45) alors qu’il est clairement diminué pour les animaux
HFruD apreés 4 et 8 semaines de régime (p<0,05 et p = 0,063). Le ratio reste le méme chez les
animaux HFruD entre 4 et 8 semaines de régime (p = 0,8).

En conclusion, lorsque I'on change l'ordre de présentation des odorants, cela n’a pas
d’influence sur le profil des résultats obtenus. Cela signifie que les résultats de I'étude
précédente ne sont pas dus a une baisse de la détection de I'acétophénone et donc, tres
probablement, sont plutét dus a une diminution des capacités discriminatives des souris
sous HFruD. Néanmoins, ces derniéres n’ont été testées que pour un seul couple d’odorants
ici. Afin d’étre slirs de ces résultats, il serait bien de refaire cette expérience en utilisant un
autre couple d’odorants.

Une autre possibilité serait que le régime enrichi en fructose modifierait les capacités
discriminatives des animaux en général et pas uniqguement au niveau olfactif. Afin de tester
cette hypothése, le méme test d’habituation / déshabituation pourrait étre réalisé en
utilisant, non pas un couple d’odorants, mais un coupe de stimuli visuels par exemple (deux
objets de forme et / ou de couleurs différentes). Ici, le temps nous a manqué pour mettre au
point ce test et adapter notre logiciel a cette étude particuliere. Nous avons préféré utiliser
le temps a notre disposition afin de réaliser un autre test olfactif chez nos animaux que je
vais vous présenter dans la partie suivante.

lll. Test de la nourriture enfouie ou buried food test
Principe

Classiquement les tests comportementaux chez I'animal de laboratoire sont classés en deux
grands types de tests : les tests psychophysiques et les tests éthologiques. Les premiers sont
des tests ou I’environnement des animaux est hautement controlé par I'expérimentateur et
permettent d’obtenir des résultats trés précis pour une modalité particuliere en contrélant
au maximum les sources de variations. Le test d’habituation / déshabituation rentre dans
cette catégorie car on s’intéresse a une modalité précise (la tache de discrimination
olfactive) en controlant bien le maximum de parameétres (la concentration en odorants
notamment).

Les tests éthologiques s’intéressent plus a tester les comportements « naturels » des
animaux, au détriment de la maitrise des facteurs environnementaux. Ici, nous avons décidé
d’utiliser le test du buried food, qui s’appuie sur la tendance naturelle des animaux a enfouir
leurs aliments et a creuser pour chercher leur nourriture en général (Edwards et al., 1972;
Albrecht et al., 2009). Ce test consiste donc a cacher de la nourriture sous la litiere des
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animaux et a mesurer le temps nécessaire aux animaux pour retrouver la nourriture en
guestion. Ici, on s’intéresse donc a un comportement naturel des souris au détriment de
pouvoir contrdler la quantité en odorants (impossible a quantifier quand on utilise un objet
alimentaire en guise de stimulus).

Nous avons donc décidé d’adapter un protocole classique de buried food (Yang and Crawley,
2009) en changeant plusieurs paramétres. Ce test est une expérience classique qui permet
de tester les capacités olfactives des animaux de facon générale et a été trés utilisée pour
voir si un animal est ou non anosmique. Cependant, il peut aussi étre utilisé pour obtenir
une mesure globale de I'acuité olfactive des animaux et est d’autant plus intéressant dans le
contexte de notre étude puisque nous avons vu précédemment que les réponses des
animaux en fonction de leur état nutritionnel peuvent étre différentes pour des odeurs
neutres ou des odeurs alimentaires. Ce test peut étre réalisé de différentes facons (avec ou
sans répétition, dans la cage des animaux ou dans une enceinte spéciale, etc...) et nous
avons opté pour les caractéristiques décrites ci-apres.

Protocole

Premiérement, la nature de I'objet alimentaire a été choisie avec précaution. Ce test est
habituellement réalisé, soit avec une céréale chocolatée, avec du chocolat en lui-méme ou
encore avec une croquette habituelle des animaux. Ici, nous ne voulions pas utiliser le
régime normal des animaux car celui-ci n’est pas le méme entre nos deux groupes et I'objet
a retrouver aurait donc été différent pour les souris du groupe controle et celles du groupe
HFruD. De méme, nous ne voulions pas utiliser un produit sucré comme ce qui est utilisé
habituellement car nos animaux sous HFruD sont habitués a manger des croquettes tres
sucrées et cela aurait pu influencer leur capacité a localiser rapidement ce type de
nourriture. Nous avons donc opté pour un fromage a pate pressée, en I'occurrence des
tranches de leerdammer™® qui sont assez fines et peuvent se découper facilement et,
surtout, il s’agit d’'un type de fromage sentant relativement peu fort et ne coulant pas (cela
peut paraitre trivial mais il s’agit d’un point critique pour le déroulement correct de
I’expérience). La seule étude que nous avons trouvé se rapprochant (et encore de loin) d’un
tel stimulus utilisait un biscuit au fromage et au beurre de cacahuete (mais qui contenait
donc aussi plus de sucre) (Getchell et al., 2006).

Afin d’habituer nos souris a ce type d’aliment, un morceau de fromage était déposé dans
leur cage la veille de la premiere expérience et, si ce dernier avait été consommé durant la
nuit, les souris pouvaient passer le test. Ici, nous nous intéressons a un comportement
naturel des rongeurs ce qui fait que I’habituation au dispositif expérimental n’est pas
forcément nécessaire. Nous avons cependant décidé de ne pas réaliser le test dans la cage
des souris directement (car ces dernieres sont alors en présence des odeurs de leurs
compagnons de cage) mais dans une cage standard pour chaque animal (33*19*13 cm). La
veille de I'expérience, les souris ont passé 30 minutes dans cette cage, ce qui leur a permis
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de déposer leur odeur, afin de limiter leur stress le jour des expériences (la méme cage a
ensuite été utilisée pour tester chaque souris avant la mise sous régime et aprés 4 et 8
semaines de régime).

Un autre point tres important est que ce test est traditionnellement réalisé en mettant les
animaux a jeun afin qu’ils soient motivés a chercher la nourriture. La durée de mise a jeun
varie entre les études mais est, en général, supérieure ou égale a 12h. Ici, nous ne
souhaitions pas soumettre nos animaux a une mise a jeun afin d’éviter d’avoir un effet
confondant. Nous avons fait une premiére série d’expériences en retirant la nourriture des
souris une heure avant le test (comme pour le reste des expériences) mais les essais n’étant
pas concluants (résultats non montrés), nous avons décidé d’enlever la nourriture des
animaux 5h avant le test, soit une durée suffisante pour que ces derniers soient motivés a
chercher la nourriture mais une durée bien inférieure a celle utilisée habituellement.

Afin de ne pas associer la nourriture avec une récompense, le test était systématiqguement
arrété avant que les animaux n’aient le temps de consommer le fromage et celui-ci ne leur
était donné qu’au minimum une heure aprés la fin des expériences et pas de facon
systématique, afin de ne pas générer d’association.

Les animaux étaient également mis au calme dans la salle de comportement une heure
avant le début du test, afin de limiter leur stress. Toutes les expériences ont été réalisées
pendant la phase d’activité des animaux, durant I'apres-midi. Enfin, nous avons décidé
d’utiliser, non seulement un objet alimentaire mais également un objet contréle ne
présentant aucune caractéristique olfactive (ou tout du moins alimentaire) pour les animaux.
Nous avons choisi d’utiliser un petit caillou, de taille similaire au morceau de fromage, en
s’'inspirant de Das et collaborateurs qui avaient utilisé un morceau de mosaique (Das et al.,
2005). Les objets alimentaires et contrble étaient enterrés sous 3 cm de litiere (6 cm
d’épaisseur de litiere totale dans la cage test) et le test se décomposait entre un premier
essai avec le fromage, un essai avec le caillou puis un deuxieme essai avec le fromage (les
souris étant autorisées a se reposer 3 minutes entre chaque essai). Les objets étaient placés
aléatoirement dans la cage test dans I'une des 8 zones prédéfinies, I'animal étant placé au
centre de la cage au début de I'expérience (Figure 38).

Les critéres pour arréter le test étaient les suivants : dés que la souris tenait I'objet entre ses
pattes avant ou entre ses dents. Dans le cas contraire, le test s’arrétait au bout de 10
minutes. Ici, 'unique critére mesuré est le temps de latence pour retrouver I'objet. Ce
dernier n’étant pas aussi précis que le temps d’exploration d’'un odorant, il a été mesuré
manuellement a I'aide d’un chronometre.

92



Figure 38 : lllustration du dispositif expérimental du buried food test. A gauche : photo d’une souris
dans une cage de test. Le test se compose d’un premier essai avec du fromage, suivi d’'un essai controle et
enfin un dernier essai avec du fromage. A droite : schéma des zones possibles ou cacher les objets a retrouver,
ces derniers étant enterrés de fagon aléatoire par tirage au sort.

Criteres retenus pour I’analyse des données

Le placement aléatoire de I'objet est crucial pour ne pas biaiser les résultats car les souris
vont spontanément aller creuser a I’endroit ou elles auront déja trouvé de la nourriture. Afin
d’étre sdrs que I'endroit choisi n’allait pas induire de biais sur le temps nécessaire pour
retrouver |'objet, nous avons testé ce parameétre pour I'objet alimentaire et pour I'objet
contréle en séparant les zones en deux catégories : les zones situées dans un coin de la cage
et celles situées sur les bords (choix basé sur I'observation que les souris semblent passer
plus de temps a creuser vers les coins de la cage). La double présentation du fromage a été
utilisée car le premier essai peut étre biaisé par le stress de I'animal. De plus, une fois le
fromage retrouvé, I'animal va spontanément creuser plus car il sait qu’il y a quelque chose a
trouver dans la cage. Nous avons donc testé ces parametres avant de réaliser le test afin de
bien choisir les criteres mesurés.

Le temps de latence nécessaire pour retrouver le fromage est pres de deux fois inférieur lors
du deuxiéme essai que lors du premier essai (p<0,001) (Figure 39.A). Cela peut étre expliqué
par un stress plus important des animaux durant le premier essai ou alors par le fait que les
souris sachant qu’il y a quelque chose a trouver dans la cage aprés le premier essai, elles
vont explorer plus rapidement la cage de test afin de trouver la nourriture. Pour la suite des
expériences, nous avons donc décidé de ne prendre en compte que les résultats du
deuxiéme essai, étant moins variables que ceux du premier essai et probablement moins
impactés par le stress ressenti par I'animal.
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Figure 39 : Essais pour le test du buried food. Toutes les données sont présentées en moyenne * sem. Les
histogrammes représentent le temps de latence pour retrouver 'objet. A. Test entre le premier essai et le
deuxiéme essai avec du fromage, toutes zones confondues (n=35). B. Test avec le fromage enterré dans les
coins (n=36) ou vers les bords (n=34). C. Test avec le caillou enterré dans les coins (n=16) ou vers les bords
(n=19). *** : p<0,001 apres un test t de Student sur données appariées.

Concernant un possible effet de la zone choisie pour enterrer I'objet celle-ci n’a pas d’effet
ni pour |'objet alimentaire (p = 0,62) (Figure 39.B) ni pour I'objet contrdle (p = 0,51) (Figure
39.C). Ce critére n’a donc pas été pris en compte dans les analyses suivantes. La premiére
chose qu’on peut remarquer avec ce test, est que I'essai avec le caillou est toujours proche
du temps maximal autorisé (600 s). L'objet contréle n’ayant pas de valeur alimentaire pour
I'animal (et probablement pas de valeur olfactive), I'animal ne peut le trouver que grace a la
chance. La chance de retrouver un caillou mesurant environ 5*5*2 mm dans environ 3,5
litres de litiere totale étant somme toute assez faible, cela est assez peu surprenant et
constitue donc un bon contrdle pour cette expérience.

Résultats

Par la suite, les animaux ont été répartis en deux groupes et testés aprés 4 et 8 semaines de
régime. Un effet du régime est retrouvé sur le temps nécessaire aux animaux pour retrouver
un objet alimentaire (F(1,28) = 24,28, p<0,001) (Figure 40.A). Si le temps nécessaire pour
retrouver 'objet alimentaire n’est pas différent entre les deux groupes avant la mise sous
régime (p = 0,79), il est deux fois plus long pour les animaux HFruD apres 4 semaines de
régime (p<0,05) et 4 fois plus long aprés 8 semaines de régime (p<0,001). Si on compare
chaque animal par rapport a sa valeur de base, on voit que le temps nécessaire pour
retrouver le fromage ne varie pas pour les animaux contréle aprés 4 et 8 semaines de régime
(respectivement, p = 0,81 et p = 0,91) alors qu’il est augmenté pour les animaux HFruD apres
4 et 8 semaines de régime (respectivement, p<0,01 et p<0,001). De facon intéressante, le
temps de latence est également augmenté pour les animaux HFruD entre 4 et 8 semaines de
régime (p<0,001). De plus, le temps nécessaire pour retrouver un objet contréle n’est pas
dépendant du régime alimentaire (F1,26) = 0,05 ; p = 0,82) (Figure 40.B).
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Figure 40 : Résultats du test du buried food. Toutes les données sont présentées en moyenne * sem. Les
histogrammes représentent le temps de latence pour retrouver les objets par les souris contréle en blanc
(n=17) et HFruD en noir (n=17). A. Temps de latence pour retrouver I'objet alimentaire B. Temps de latence
pour retrouver I'objet contréle. Les valeurs avec différents exposants different significativement apres une
ANOVA a deux facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer.

On peut donc conclure de cette expérience que les animaux sous HFruD présentent une
diminution globale de leurs capacités olfactives pour une odeur alimentaire. Il est aussi
intéressant de noter que cette altération de leurs capacités olfactives s’aggrave entre 4 et 8
semaines de régime.

Néanmoins, il est parfaitement possible que cette augmentation du temps de latence des
animaux a retrouver de la nourriture soit due a une diminution de leur motivation a
rechercher la nourriture. En effet, comme indiqué en préambule de ce chapitre, lorsqu’une
récompense alimentaire est nécessaire au bon fonctionnement d’un test, il convient de
mesurer la motivation des animaux a chercher de la nourriture. Ici, les animaux ne regoivent
pas a proprement parler de récompense alimentaire mais il est possible que les 5h passées
sans nourriture avant le test n‘aient pas le méme effet sur la motivation des animaux a
chercher I'objet alimentaire pendant le test.

Afin de tester cette hypothése, nous avons réalisé le méme type de test en utilisant, une fois
de plus, le fromage comme stimulus olfactif mais également comme stimulus visuel. Pour ce
faire, les souris ont été placées (5h apres le retrait de la nourriture) dans une enceinte de
test plus grande (42*26*19 cm) et le fromage a été placé de facon aléatoire au-dessus de la
litiere. De cette facon, les souris sont en mesure de localiser le fromage grace a des indices
olfactifs et visuels (ce qui ne présente aucune difficulté) et le temps de latence avant qu’elles
ne s’emparent du fromage est alors plus dépendant de leur motivation a chercher de la
nourriture que de leurs capacités olfactives. Le test a été effectué de la méme facon que le
test du buried food (2 essais fromage) mais uniquement aprés 8 semaines de régime. Le
critére d’arrét était cette fois-ci la consommation du fromage.
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Figure 41 : Résultat du test de motivation a chercher de la nourriture. Toutes les données sont
présentées en moyenne + sem. Les histogrammes représentent le temps de latence pour retrouver un
morceau de fromage visible par les souris contréle en blanc (n=9) et HFruD en noir (n=12).

Il apparait clairement que le temps nécessaire aux souris pour retrouver un morceau de
fromage visible n’est pas différent pour les animaux contréle et pour les animaux HFruD (p =
0,91 aprés un test de Mann-Whitney) (Figure 41). Il nous parait donc raisonnable de conclure
que le régime enrichi en fructose ne semble pas avoir d’influence sur la motivation des
animaux a chercher de la nourriture, ce qui est également cohérent avec le fait que la prise
alimentaire des souris n’est pas modifiée par le HFruD.

Avant de conclure sur cette partie comportementale, il faut signaler que d’autres éléments
peuvent avoir une influence non négligeable sur I'interprétation des résultats. Ces tests sont
bien slr dépendants du niveau de stress des animaux et, si toutes les mesures possibles ont
été prises pour limiter le stress des animaux, il est impossible d’exclure de facon certaine un
effet confondant du stress sur les résultats. Il serait possible de réaliser un dosage sanguin
des niveaux de corticostérone afin de voir si ces derniers sont plus élevés chez les animaux
HFruD que chez les animaux contréle dans des situations de stress semblables a celles de
nos expériences.

Une autre possibilité serait un effet du régime enrichi en fructose sur les capacités
locomotrices des animaux (tous les tests que nous avons effectués étant dépendants des
capacités locomotrices des animaux) ou sur leur niveau d’anxiété (ce qui se rapproche du
stress mais qui peut étre mesuré de facon comportementale beaucoup plus simplement).
C’est donc ce que nous avons décidé de faire en utilisant un test dit de « champ ouvert » ou
open field.

IV. Test de lI'open field

Ce test est classiquement utilisé pour mesurer les capacités locomotrices des rongeurs ainsi
que leur niveau général d’anxiété (Prut and Belzung, 2003). Il consiste a placer les rongeurs
dans une enceinte de test vide et a mesurer différents parametres. Il existe de tres
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nombreuses variantes de ce test utilisant divers paradigmes expérimentaux. La taille ainsi
que la forme de l'aréne peuvent ainsi varier d’une étude a une autre. La durée du test est
aussi trés variable (de 5 minutes a plusieurs heures) ainsi que la présence ou non de
répétitions.

Ici nous avons décidé d’utiliser la méme enceinte de test que pour les tests de détection et
de discrimination, notre enceinte pouvant étre modulée de facon a avoir 0, 1 ou 2 trous.
Dans la configuration sans trou, les animaux ont été placés dans le dispositif expérimental
pour deux essais de 5 minutes espacés d’une période de repos de 6 minutes (un deuxiéme
animal réalisant le test dans l'intervalle comme d’habitude). Une fois encore, les animaux
ont été placés dans la salle d’expérimentations et leur nourriture retirée une heure avant le
début du test, ce dernier étant effectué durant la phase d’activité des animaux dans I'aprées-
midi. Pour chaque critére mesuré, la moyenne des deux essais était utilisée. Les valeurs pour
les différents critéres ont, une fois de plus, été obtenues en filmant les animaux et en
analysant les vidéos avec un logiciel créé sous matlab. Les données ont été analysées en
utilisant une ANOVA a deux facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de
Fischer.

Les capacités locomotrices des animaux ont été étudiées en mesurant la distance totale
parcourue par les souris ainsi que leur vitesse moyenne. Le régime enrichi en fructose
n’induit aucun changement de la distance totale parcourue (F(,5) = 0,42, p = 0,52) (Figure
42.A) ni de la vitesse moyenne des souris (F(1,28) = 0,53, p = 0,47) (Figure 42.B). Les souris
sous HFruD semblent donc avoir une capacité locomotrice similaire a celle des souris
controle.

L’anxiété des animaux a été étudiée en mesurant le niveau de thigmotaxie des animaux. La
thigmotaxie est un comportement naturel des souris qui, lorsqu’elles sont placées dans un
environnement comprenant des murs, vont spontanément rester proches de ces derniers et
éviter la zone centrale, plus anxiogene. Ici, nous avons mesuré la thigmotaxie en
pourcentage du temps total passé pres des bords du dispositif expérimental. La zone
centrale et la zone des bords représentaient chacune 50% de la surface totale de I'enceinte
de test. Le régime enrichi en fructose n’induit pas de différence sur le niveau de thigmotaxie
des animaux (F(1,28) = 0,39, p = 0,54) (Figure 42.C).

L’activité locomotrice des animaux étant similaire pour les souris contrble et les souris
HFruD, on peut exclure que les résultats des tests précédents soient dus a un probléme
locomoteur de nos animaux diabétiques. Le niveau d’anxiété des animaux, représenté ici par
leur valeur de thigmotaxie, ne semble pas non plus interférer avec les résultats des
différents tests olfactifs.
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Figure 42 : Résultats du test de I'open field. Toutes les données sont présentées en moyenne * sem. Les
histogrammes représentent les valeurs des critéres mesurés pour les souris controle en blanc (n=11) et HFruD
en noir (n=19). A. Distance totale parcourue. B. Vitesse moyenne des souris. C. Thigmotaxie des souris mesurée
par le pourcentage de temps passé prés des bords du dispositif expérimental.

Il existe de nombreux autres tests comportementaux permettant de mesurer le niveau
d’anxiété des animaux et il est difficile de conclure a partir d’'une unique valeur. Cependant,
une étude récente a mis en évidence que des souris C57BI/6J nourries avec exactement le
méme régime que nos animaux durant 16 semaines, ne présentaient pas de phénotype
dépressif (Zemdegs et al., 2015). Le niveau d’anxiété des animaux dans cette étude était
mesuré, non seulement via la méthode de I'open field, mais également a I'aide d’autres tests
comportementaux, indiquant tous une absence d’effet du HFruD.

Il nous parait donc raisonnable de conclure que les résultats obtenus pour les tests
d’habituation / déshabituation et du buried food sont bien dus a des dysfonctionnements
olfactifs des animaux et non a un effet du HFruD sur un autre paramétre pouvant biaiser nos
résultats comportementaux.

98




V. Conclusions du chapitre

Il semble donc que des souris rendues diabétiques de type 2 apres 4 a 8 semaines de régime
enrichi en fructose présentent une diminution globale de leurs capacités olfactives. En effet,
méme si d’autres expérimentations controles seraient nécessaires afin de conclure sur
chaque test (test d’habituation / déshabituation avec un stimulus visuel par exemple), les
différents tests réalisés ici indiquent tous une diminution des capacités olfactives des souris
diabétiques. Ces résultats sont cohérents avec les études menées sur I'animal pathologique
présentant des symptomes de syndrome métabolique (Baskin et al., 1985; Figlewicz et al.,
1985; Aimé et al., 2014; Thiebaud et al., 2014; Lacroix et al., 2015). En effet ces études font
également état d’une baisse générale de I'olfaction des animaux, pour des odeurs neutres et
/ ou alimentaire lors de tests spontanés ou renforcés.

De plus, ces résultats sont cohérents avec les études menées sur des patients atteints de
diabéte de type 2 (Naka et al., 2010; Brady et al., 2013; Gouveri et al., 2014; Sanke et al.,
2014; Mehdizadeh Seraj et al., 2015). Ici, nous avons utilisé des tests olfactifs simples afin de
se rapprocher au maximum des tests réalisés chez I'humain. De fagon intéressante, nos
animaux diabétiques, a linstar des patients, présentent une baisse des capacités de
discrimination olfactive (Brady et al., 2013; Gouveri et al., 2014). Il semble donc que les
souris nourries avec un régime enrichi en fructose présentent des dysfonctionnements
olfactifs similaires a ceux des patients atteints de DT2.

Un point important de notre étude est que nos souris se situent en début de pathologie. La
durée de la pathologie n’est pas toujours indiquée dans les études chez I’humain (souvent
car on ne connait que la date a laquelle la maladie a été diagnostiquée et non celle a laquelle
elle s’est déclarée). De fait, la majorité des patients dans ces études sont des diabétiques de
longue durée et beaucoup d’entre eux ont déja développé des pathologies secondaires.
Plusieurs études pointent d’ailleurs du doigt que les déficits olfactifs de ces patients sont dus
ou, tout du moins, aggravés par ces pathologies (Naka et al., 2010; Brady et al., 2013;
Gouveri et al., 2014).

Contrairement a ces études, nous mettons en évidence ici que la baisse des capacités
olfactives chez des animaux diabétiques a lieu des la mise en place de la pathologie. Bien
entendu, il est probable que les mécanismes derriere ces effets comportementaux soient
différents chez I’étre humain ou alors gu’ils ne soient pas les mémes en début de pathologie
et lorsque le DT2 est installé depuis longtemps.

Quels peuvent étre ces mécanismes? |l nous parait évident que de tels effets
comportementaux ont probablement des causes diverses. Dans notre étude, les capacités de
discrimination olfactive des animaux sont diminuées mais également leur acuité olfactive en
général. Ces modalités olfactives sont sous le controle de différents organes impliqués dans
I'olfaction. Comme expliqué dans l'introduction, le systeme olfactif périphérique est
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impliqué dans la chémoréception a proprement parler alors que le bulbe olfactif est
responsable de la transmission et de la modulation du message olfactif. Les structures
supérieures jouent également un réle important dans le décodage de ce message et sa
modulation.

De plus, les états alimentaires et métaboliques peuvent agir a tous les niveaux du systéme
olfactif et il parait probable que tel soit le cas lorsqu’on induit une pathologie comme le DT2
qui va avoir des effets délétéres sur la plupart des organes. Les effets comportementaux que
nous mettons en évidence ici sont donc tres probablement dus a des dysfonctionnements
présents a tous les niveaux du systeme olfactif.

Cela étant dit, nous avons décidé de nous intéresser exclusivement au systeme olfactif
périphérique pour la suite de I'étude, ce dernier étant notre modéle d’étude privilégié dans
I’équipe. Le régime enrichi en fructose induit-il des changements anatomiques et / ou
fonctionnels au niveau de la muqueuse olfactive ?
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Chapitre 3 : Le diabéte de type 2 induit des
changements anatomiques et fonctionnels au sein de

la muqueuse olfactive

Afin d’étudier I'effet du régime enrichi en fructose sur la muqueuse olfactive, nous avons mis
en place la stratégie décrite ci-apres. Tout d’abord, nous nous sommes demandé si, de facon
générale, nos animaux diabétiques présentaient une modulation de I'activité électrique de la
mugqueuse olfactive, ce qui serait cohérent avec les résultats de la partie comportementale.
Nous avons donc réalisé des expériences d’électroolfactogramme (EOG) afin d’étudier cette
question.

De telles perturbations fonctionnelles de la muqueuse olfactive sont souvent dues a des
problémes anatomiques et / ou fonctionnels, et ce sont les deux points que nous avons
étudiés par la suite grace a différentes méthodes histologiques (immuno-histochimie,
préparation d’épithélium olfactif « a plat ») et fonctionnelles (patch clamp sur épithélium
olfactif intact).

Enfin, dans une derniére partie, nous nous sommes intéressés a I'étude d’'un possible
mécanisme pouvant expliquer les résultats de ce chapitre et avons étudié I'implication de
I'insuline dans ces processus par des méthodes de biologie moléculaire (RTqPCR) et de
biochimie (Western blot).

I Etude fonctionnelle de la muqueuse olfactive
Principe et protocole

L'étude fonctionnelle de la muqueuse olfactive a été réalisée par électroolfactogramme
(EOG) en phase aérienne, une méthode d’enregistrements électrophysiologiques
extracellulaires en potentiel de champ, permettant de mesurer I'activité électrique de la
mugqueuse olfactive en réponse a une stimulation odorante. Le signal EOG correspond a la
somme des potentiels récepteurs des neurones sensoriels olfactifs d’une partie de la MO.
Nous avons adapté un protocole décrit par Negroni et collaborateurs dont les différentes
étapes sont résumeées ci-aprés (Negroni et al., 2012).

L'EOG a été réalisé pendant la période d’activité des animaux, en ayant pris soin de retirer la
nourriture des souris une heure avant le début des expériences. Les souris étaient étourdies
a I'aide d’isoflurane comme décrit dans le chapitre 1 puis rapidement décapitées. Les tétes
étaient ensuite coupées en deux suivant un plan sagittal et une demi-téte était placée sur la
glace en-dessous d’'un microscope Olympus S7Z51 (Olympus) équipé de deux
micromanipulateurs MX-160 (Siskiyou, Inc.) servant a mouvoir les deux électrodes
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d’enregistrement. Les stimulations odorantes étaient réalisées grace a un appareil adapté
des travaux de Scott et Brierley (Scott and Brierley, 1999).

La demi-téte était maintenue sous un flot constant d’air humidifié (~1000 ml / min) délivré
grace a un tube de verre situé a environ 2 cm de la surface de I'épithélium. Les stimulations
odorantes étaient réalisées en soufflant de I’air odorisé vers I'épithélium olfactif (200 ms,
200 ml / min) au travers d’une pipette pasteur échangeable (chaque pipette n’étant utilisée
que pour une concentration spécifique d’un unique odorant), dans laquelle un papier filtre
odorisé a I'aide de 20 ul d’odorant dilué dans I’huile minérale était placé. Nous avons utilisé
les mémes odorants que ceux nous ayant servis pour le test d’habituation / déshabituation :
I'octanol et I'acétophénone (facteur de dilution : 1/10000 a 1/10).

Le signal électrique a été enregistré a 'aide d’un amplificateur XtraCell (DIPSI) en mode
« current-clamp » (1=0), c'est-a-dire, que le courant était fixe et que c’est la différence de
potentiel qui était mesurée (autrement dit le voltage). Le signal analogique était ensuite
converti en signal numérique a un taux de 5 kHz avec un convertisseur Digidata 1322a A/D
(Axon Instruments, Moldecular Devices) et le signal traité avec le logiciel Pclamp (Axon
Instruments). Une électrode de référence Ag/AgCl était placée au niveau de I'os frontal au-
dessus du bulbe olfactif. Les électrodes d’enregistrement étaient constituées de
micropipettes de verre présentant une résistance de 4-5MQ remplies avec une solution
saline. Les enregistrements ont été effectués sur les cornets llb et Il (Figure 43).

odorant

—ee dmmn Copyright Adam C. Puche

Figure 43: lllustration du protocole d’EOG. A gauche: schéma du protocole d’EOG montrant la
stimulation odorante et les électrodes d’enregistrement placées sur les cornets Ilb et Ill. Modifié d’apres
(Negroni et al., 2012). A droite : Photo d’'une demi-téte de rat, montrant 'emplacement des cornets olfactifs.
Barre d’échelle : 4mm.

Les signaux enregistrés sur ces cornets donnent des enregistrements fiables, de longue durée
et d’amplitude comprise entre 10 et 18 mV avec une stimulation a 'acétophénone 10>. Il a
été vérifié que des stimulations controéles réalisées avec de I'huile minérale uniqguement ne
déclenchaient jamais de signal supérieur a 1 mV d’amplitude. Les stimulations étaient
réalisées dans l'ordre suivant: carvone 107, octanol 10 octanol 1073, octanol 107
acétophénone 10, acétophénone 107, acétophénone 107, octanol 10, acétophénone 10™
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et enfin carvone 10 Les stimulations a la carvone servent de contréle afin de vérifier I'état
de la préparation (les signaux enregistrés au début et a la fin du protocole devant étre
similaires). Les stimulations avec les concentrations les plus élevées des deux odorants
étaient réalisées en dernier car le tissu nécessitait un temps plus long de récupération entre
deux stimulations pour ces concentrations. A chaque fois deux stimulations étaient réalisées
pour chaque concentration d’odorant et seule celle déclenchant un signal d’amplitude
maximum était conservée pour I'analyse.

Criteres d’analyse

Au final, les signaux enregistrés par les deux électrodes d’enregistrement ont été conservés
et le n total pour ces expériences représente donc le nombre d’enregistrements pour une
concentration en odorant donnée. Ces données ont été analysées a l'aide du logiciel
Clampfit (Axon Instruments) et les criteres suivants ont été retenus: amplitude de la
réponse, aire sous la courbe, temps d’attaque ou rise time (temps pour passer de 10 a 90%
de la réponse maximale), temps de repolarisation rapide ou fast decay time (de 100 a 80%
de la réponse maximale) et temps de repolarisation lent ou slow decay time (de 40 a 20% de
la réponse maximale) (Figure 44). Etant donné que les cinétiques de réponse en EOG sont
dépendantes de I'amplitude de la réponse, le temps d’attaque et les temps de repolarisation
rapide et lent ont été normalisés a l'aide de I'amplitude correspondante a chaque
stimulation. Pour les résultats, les amplitudes de réponse en fonction de chaque
concentration seront présentés mais pour les autres criteres, seules les réponses obtenues
aprés une stimulation a une concentration en odorant de 107, une valeur moyenne dans la
gamme de concentrations en odorant utilisée, seront présentées.

mOdorant

Figure 44 : Schéma illustrant les criteres étudiés pour 'EOG. Schéma d’une trace d’EOG. 1 : aire sous la
courbe (en gris), 2 : temps d’attaque, 3 : temps de repolarisation rapide, 4 : temps de repolarisation lent.
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Résultats

Les profils de réponses EOG apres 4 semaines de régime semblent ne pas étre les mémes en
fonction de I'odorant utilisé (Figure 45.A1 et B1). Aprés analyse, 'amplitude de la réponse a
I'octanol ne change pas chez les animaux HFruD comparés aux animaux contréle (F12s) =
3,76, p = 0,064) (Figure 45.A2), a I’exception de la concentration la plus forte en octanol. Les
résultats sont plus marqués pour l'acétophénone puisque I'amplitude de réponse des
animaux HFruD est diminuée de 13,65% par rapport a celle des animaux contréle (F,2s) =
9,48, p<0,01) (Figure 45.B2). Seule la réponse obtenue avec la concentration la plus faible
d’acétophénone ne différe pas entre les souris controle et les souris HFruD.
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Figure 45 : Réponses EOG apres 4 semaines de régime. Les lignes grises représentent les animaux sous
régime Ctrl et les lignes noires les animaux sous HFruD. A. Réponses avec une stimulation a I'octanol. B.
Réponses avec une stimulation a I'acétophénone. 1. Exemples de traces d’EOG obtenues aprés une stimulation
avec une concentration en odorants de 107. 2. Analyse des amplitudes de réponses en fonction de la
concentration en odorants. Les données sont présentées en moyenne * sem pour les enregistrements faits sur
les animaux Ctrl (n=16) et HFruD (n=16). * : p<0,05, **: p<0,01 et *** : p<0,001 aprés une ANOVA a deux
facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer.

Lorsque lI'on regarde les cinétiques de réponses, on s’apercoit que ces dernieres sont
identiques pour les animaux contréle et HFruD aprés une stimulation a I'octanol (Figure
46.A). En effet, aucune différence en fonction du régime n’est retrouvée pour les valeurs de
I'aire sous la courbe, du temps d’attaque et des temps de repolarisation rapide et lent
(respectivement, p=0,95,p=0,6, p=0,9 et p = 0,38).
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En revanche, apres stimulation a I'acétophénone, les cinétiques de réponses semblent
clairement augmentées chez les animaux HFruD par rapport aux animaux contrdle (Figure
46.B). Méme si on ne retrouve pas de différence pour la valeur de I'aire sous la courbe (p =
0,91), le temps d’attaque est augmenté d’un facteur 1,27 (p<0,01) et les temps de
repolarisation rapide et lent de, respectivement, un facteur 1,37 et 1,57 (p<0,001 et p<0,01).
Cela signifie donc que les réponses des animaux HFruD sont plus lentes que celles des
animaux contréle.

Al

>
N
o)
=

B2

E 20 9 %%

i
o
J

w
o

15 4

wd
o
L

-
o
I
[
o

Alree (V/ms)

w
A

-
o

Rise time (ms/mV)
b N
) =1
Aire (V/ms)

Rise time (ms/mV)
)

o
i
o
1
o
L
=]
[

>
w
>
S
w
w

B4

w
=]
I

200 «

8
S
*
*

&
&

e

150 4

-

v

o
"

w
o
A
w
o
"

&
o
L]
L=
M

v
o
i
L
L=
i

-
o
A
—_
o
A

Slow decay time (ms/mV)
2
)

Fastdecay time (ms/mV)

Slow decay time (ms/mV)
2

Fastdecay time (ms/mV)

o
(=]
=]
o

Ocwt P HFruD

Figure 46 : Cinétiques des réponses EOG aprés 4 semaines de régime. Toutes les données sont
présentées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous régime Ctrl (n=16) et
les histogrammes noirs les animaux sous HFruD (n=16). A. Réponses avec une stimulation a I'octanol. B.
Réponses avec une stimulation a I'acétophénone. 1. Aire sous la courbe. 2. Temps d’attaque ou rise time. 3.
Temps de repolarisation rapide ou fast decay time. 4. Temps de repolarisation lent ou slow decay time. **:
p<0,01 et *** : p<0,001 apres un test t de Student.

Apres 8 semaines de régime, en revanche, les profils de réponse EOG semblent clairement
différents entre les animaux contréle et les animaux HFruD apres stimulation a I'octanol et a
I'acétophénone (Figure 47.A1 et B1). Apres analyse, les amplitudes de réponses apres
stimulation a I'octanol sont diminuées de 16,89% chez les souris HFruD comparées aux
souris controle (F(1,46) = 18,62, p<0,001) (Figure 47.A2). En effet, les amplitudes de réponses
EOG sont plus faibles chez les animaux HFruD que chez les animaux contrble quelle que soit
la concentration en octanol utilisée.

De méme, les amplitudes de réponses apres stimulation a I'acétophénone sont diminuées de
15,17% chez les souris HFruD comparées aux souris contréle (F(,4s) = 14,03, p<0,001) (Figure
47.B2). La encore, les amplitudes de réponses EOG sont plus faibles chez les animaux HFruD
gue chez les animaux controle quelle que soit la concentration en acétophénone utilisée.

105




B1l -
B Acéophénone HFru

1mV
;1_

20 1 *kk

**x

¥k *hk

e
v
A
—
w
"

*hk

Amplitude (mV)
=

Amplitude (mV)
=3

w
A

0 + + + 4y
; : 5 4 3
Facteur de dilution (10~") Facteur de dilution (100)

"~
.

Figure 47 : Réponses EOG aprés 8 semaines de régime. Les lignes grises représentent les animaux sous
régime Ctrl et les lignes noires les animaux sous HFruD. A. Réponses avec une stimulation a I'octanol. B.
Réponses avec une stimulation a I'acétophénone. 1. Exemples de traces d’EOG obtenues aprés une stimulation
avec une concentration en odorants de 107°. 2. Analyse des amplitudes de réponses en fonction de la
concentration en odorants. Les données sont présentées en moyenne + sem pour les enregistrements faits sur
les animaux Ctrl (n=22) et HFruD (n=32). *: p<0,05, **: p<0,01 et ***: p<0,001 aprés une ANOVA a deux
facteurs croisés sur mesures répétées suivie d’un test LSD de Fischer.

Les cinétiques de réponses des animaux HFruD apres stimulation a l'octanol et a
I'acétophénone sont modifiées par rapport a celles des animaux contréle (Figure 48). La
valeur de I'aire sous la courbe est diminuée a la fois pour une stimulation a I'octanol et a
I'acétophénone (respectivement de 15% et de 23%, p<0,05 dans les deux cas) (Figure 48.A1
et B1l). De plus le temps d’attaque et les temps de repolarisation rapide et lent sont
augmentés aprés stimulation a I'octanol (respectivement d’un facteur : 1,58, p<0,001; 1,28,
p<0,05 et 1,78, p<0,05) (Figure 48.A2-A4). Pour I'acétophénone, les temps d’attaque et le
temps de repolarisation rapide sont tous deux augmentés pour les animaux HFruD
(respectivement d’un facteur : 1,49, p<0,01 et 1,25, p<0,05) (Figure 48.B2-B3). En résumé,
apres 8 semaines de HFruD, les réponses EOG sont plus faibles et les cinétiques plus lentes.

Il apparait donc que les souris diabétiques présentent des perturbations fonctionnelles au
niveau de leur systeme olfactif périphérique, l'intensité de la réponse aux odeurs étant
diminuée et les cinétiques de réponses étant plus lentes. Ces troubles apparaissent dés 4
semaines de régime enrichi en fructose et sont amplifiés aprés 8 semaines de HFruD.
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Figure 48 : Cinétiques des réponses EOG aprés 8 semaines de régime. Toutes les données sont
présentées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous régime Ctrl (n=22) et
les histogrammes noirs les animaux sous HFruD (n=32). A. Réponses avec une stimulation a I'octanol. B.
Réponses avec une stimulation a I'acétophénone. 1. Aire sous la courbe. 2. Temps d’attaque ou rise time. 3.
Temps de repolarisation rapide ou fast decay time. 4. Temps de repolarisation lent ou slow decay time. * :
p<0,05, ** : p<0,01 et *** : p<0,001 aprés un test t de Student.

De facon surprenante, les réponses a I'octanol ne sont pas modifiées aprés 4 semaines de
HFruD mais seulement aprés 8 semaines alors que les réponses a I'acétophénone sont
modifiées des 4 semaines de régime. Comment expliquer cette différence en fonction de
I'odorant ? |l serait possible que les effets du régime enrichi en fructose ne soient pas
identiques au sein de la muqueuse olfactive et touchent différemment deux populations de
neurones distinctes, bien que cette hypotheése soit peu probable.

Il se peut aussi que I'octanol soit un odorant moins facile a utiliser pour faire de I'EOG et que
cette limitation ne permette pas de détecter des différences lorsque la taille des effets est
petite. L’octanol étant trois fois moins volatile que I'acétophénone, on peut imaginer que cet
odorant soit moins efficace pour induire une réponse lorsqu’il est utilisé en phase aérienne,

comme nous |I'avons fait ici.

Quoi qgu’il en soit, les réponses EOG diminuées chez nos animaux diabétiques sont
cohérentes avec une autre étude montrant des réponses EOG plus faibles chez des souris
nourries avec un régime enrichi en graisse (Thiebaud et al., 2014). En effet, dans cette étude,
les auteurs ont montré que les amplitudes de réponses EOG a l'acétophénone étaient
diminuées chez des souris rendues obéses et diabétiques (intolérance au glucose et
hyperglycémie a jeun).
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Comment expliquer cette diminution des signaux EOG chez nos animaux HFruD ? Comme
expliqué plus t6t, les signaux EOG représentent 'activité électrique des neurones sensoriels
olfactifs. Une baisse globale de réponse en EOG peut donc étre due a une baisse du nombre
d’OSNs et / ou a une baisse de I'activité électrique de chaque neurone pris individuellement.
Nous avons donc testé les deux hypothéses, en commencgant par I’hypothése anatomique.
Retrouve-t-on une baisse du nombre de neurones sensoriels olfactifs chez les souris
diabétiques et, de facon plus générale, le régime enrichi en fructose induit-il une
perturbation de la dynamique cellulaire (équilibre prolifération cellulaire / apoptose) au sein
de la muqueuse olfactive ?

Il. Etude anatomique de la muqueuse olfactive

Comme expliqué dans le premier chapitre de l'introduction, la muqueuse olfactive est un
tissu particulier au sein duquel les processus de prolifération et de mort cellulaire sont
hautement contrélés. Les OSNs étant les seuls neurones en contact avec I'environnement
extérieur et leur durée de vie ne dépassant pas 2 mois, on constate que la population en
OSNs de la MO se renouvelle régulierement. Nous avons donc choisi d’estimer le nombre de
neurones au sein de la MO mais également de mesurer les taux d’apoptose et de
prolifération cellulaire dans le tissu.

Protocole

Pour ce faire, nous avons employé un protocole d'immunohistochimie. Aprés 4 ou 8
semaines de régime, les animaux (durant leur phase d’activité) étaient profondément
anesthésiés a l'aide de pentobarbital (60 mg/kg du poids total de I'animal) puis une
perfusion intracardiaque avec 10 mL de NaCl hépariné suivie de 20 mL de paraformaldéhyde
a 4% était réalisée. Les animaux étaient ensuite décapités et les tétes placées dans une
solution d’EDTA 5% pendant deux semaines (étape de décalcification). Par la suite les tétes
étaient immergées dans une solution de sucrose a 30% pendant 48h (étape de
cryoprotection). Enfin les tétes étaient placés dans une solution cryoprotectrice (mélange
glycérol et éthylene glycol) a -80°C avant usage.

Apres décongélation, les tétes étaient disséquées de maniére a ne conserver que les deux
narines puis les tissus étaient lavés dans une solution de PBS pendant 2*5 minutes puis
placés dans une solution d’OCT 50% (Sakura, Tissue Tek) puis d’OCT 100% pendant 30
minutes. Les tissus étaient alors congelés dans les vapeurs d’azote liquide puis des coupes
longitudinales de tissus de 14 um d’épaisseur étaient réalisées a I'aide d’un cryostat (Leica
microsystems) et directement récupérées sur des lames de verre. Une fois de plus, les
coupes étaient ensuite placées a -80°C avant usage.

Le protocole d’immunohistochimie était ensuite le méme pour toutes les protéines
observées exceptée PCNA ou les lames étaient d’abord placées dans un tampon citrate (pH =
6) a 95°C pendant 30 minutes. Par la suite les coupes étaient placées dans une solution de
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blocage et de perméabilisation : sérum d’ane a 10% (Abcam), BSA a 2% et Triton X-100 a
0,3% pendant 2h. Les coupes étaient ensuite incubées avec I'anticorps primaire durant 16h a
4°C puis avec l'anticorps secondaire pendant 1h a température ambiante (Table 4). Les

eme

noyaux des cellules étaient marqués grace au Hoechst au 5000~ (Molecular Probes). Enfin
les coupes étaient montées entre lame et lamelle dans un milieu de montage adéquat
(ProLong Gold antifade reagent, Molecular Probes). Les coupes étaient ensuite observées a

I’aide d’un microscope Imager M2 (Zeiss) au grossissement 20X ou 40X.

Anticorps . . Anticorps - )
L Dilution | Fournisseur . Dilution Fournisseur
primaire secondaire
Lapin anti- Chevre anti-
} Molecular
Apoptose caspase 3 1/400 Ozyme lapin Alexa 1/1000 Probes
clivée Fluor 488
. . . Chévre anti-
Prolifération | Souris anti- ) Molecular
. 1/100 GeneTex souris Alexa 1/1000
cellulaire PCNA Probes
Fluor 488
. Ane anti-
OSNs Chevre . Molecular
) 1/500 Wako chévre Alexa 1/1000
matures anti-OMP Probes
Fluor 555

Table 4 : Anticorps utilisés pour le protocole d'immunohistochimie

a. Etude du taux d’apoptose

L’apoptose a, tout d’abord, été étudiée en utilisant un anticorps dirigé contre la caspase 3
clivée, un marqueur d’apoptose bien connu (Cohen, 1997). Ici, nous avons quantifié le
marquage caspase 3 clivée en balayant I'intégralité de chaque coupe et en prenant une
photo a chaque fois que le marquage était présent. Les 12 photos par animal ol le marquage
était le plus fort ont été conservées pour l'analyse. Cette derniere a été effectuée en
utilisant le logiciel Imagel (NIH) qui permet d’obtenir une valeur de marquage fluorescent
exprimé en pourcentage de surface totale d’épithélium olfactif.

Aprés 4 semaines de régime, le taux d’apoptose dans la muqueuse olfactive est similaire
pour les animaux contréle et les animaux HFruD (p = 0,52) (Figure 49.A-B et E). Aprés 8
semaines de régime, en revanche, les animaux HFruD présentent une diminution de
I'expression de caspase 3 clivée de 48,1% comparés aux animaux controle (p<0,01) (Figure
49.C-D et E). Il semble donc qu’une baisse de I'apoptose dans la MO ait lieu chez nos
animaux diabétiques.

De facon surprenante, le taux d’apoptose semble augmenter chez les animaux controle
entre 4 et 8 semaines de régime. Néanmoins, étant donné que les animaux a 4 et a 8
semaines de régime appartiennent a deux lots d’animaux distincts, il faut considérer ce
résultat avec prudence. Les études sur la dynamique cellulaire de I'EO ont surtout été
menées sur des animaux juvéniles, durant la période post-natale (Cowan and Roskams,
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2002) ou au contraire sur des animaux agés (Doty and Kamath, 2014). Cependant une étude
a comparé les niveaux de prolifération et d’apoptose chez la souris femelle ICR et le taux
d’apoptose (mesuré par la méthode TUNEL) chez ces souris est divisé par trois entre 1 et 3
mois (Kondo et al., 2010). Ici, nos souris sont agées de 9 et 13 semaines au moment des
expériences. Cela semble en contradiction avec nos résultats. Il est donc possible que les
deux lots différents de souris aient un taux d’apoptose variable, les animaux des deux
groupes a 4 (Ctrl et HFruD) et a 8 semaines (Ctrl et HFruD) de régime n’ayant pas du tout été
utilisés a la méme période de I'année. Il est donc hasardeux de comparer les animaux entre
4 et 8 semaines de régime ici. Quoi qu’il en soit, il semble bien que, apres 8 semaines de
régime, les souris HFruD présentent un taux d’apoptose diminué par rapport aux souris
controle.

'A Ctrl 4 semaines [fd HFruD 4 semaines E D Ctrl . HFruD
0,5 1

0,4 -

0,3 1

HFruD 8 semaines

0,2 -

0,1 1

Caspase 3 clivée (%

4 8
Durée de régime (semaines)

Figure 49 : Expression de la caspase 3 clivée au sein de la muqueuse olfactive. A-D. Photos
représentatives du marquage caspase 3 clivée (en vert). Les fleches blanches représentent une différence
d’expression de la caspase 3 clivée entre les animaux Ctrl et HFruD. Barre d’échelle : 50 um. E. Quantification
du marquage caspase 3 clivée exprimé en pourcentage de surface de I'épithélium olfactif. Les données sont
présentées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous régime Ctrl a 4 (n=4) et
8 (n=7) semaines et les histogrammes noirs les animaux sous HFruD a 4 (n=6) et 8 (n=8) semaines. ** : p<0,01
apres un test de Mann-Whitney.

Afin de confirmer ces résultats, le taux d’apoptose dans le tissu a aussi été mesuré en
utilisant la méthode TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling),
une autre méthode couramment utilisée pour évaluer le niveau d’apoptose d’un tissu
(Gavrieli et al., 1992). Cette méthode consiste en I'ajout de nucléotides fluorescents aux
extrémités libres de I’ADN, ce qui permet donc de repérer les cellules apoptotiques. Cette
fois-ci, seuls des animaux a 8 semaines de régime ont été utilisés. Les coupes utilisées ont
toutes été choisies parmi les animaux utilisés pour le marquage de la caspase 3 clivée et le
marquage TUNEL a été effectué comme décrit dans le mode d’emploi du fabricant
(DeadEnd™ Fluorometric TUNEL system, Promega). Une fois de plus, chaque coupe a été
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balayée et une photo prise a chaque fois que du marquage était présent et les photos ou le
marquage étaient le plus fort ont été gardées pour l'analyse. Cette derniére était
exactement la méme que pour le marquage caspase 3 clivée.

Ctrl 8 semaines HFruD 8semaines ~0.25 - - D
' crl [ HFruD
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Figure 50 : Niveau d’apoptose mesuré dans la muqueuse olfactive par la méthode TUNEL. A-B.
Photos représentatives du marquage TUNEL (vert, fleches blanches) ; les noyaux des cellules étant marqués en
bleu (hoechst). Barre d’échelle : 25 um. C. Quantification du marquage TUNEL exprimé en pourcentage de
surface de I'épithélium olfactif. Les données sont présentées en moyenne * sem. Les histogrammes blancs
représentent les animaux sous régime Ctrl (n=6) et les histogrammes noirs les animaux sous HFruD (n=6). *:
p<0,05 aprés un test de Mann-Whitney.

Aprés 8 semaines de régime, les animaux HFruD présentent un taux d’apoptose diminué de
53% par rapport aux animaux contrdle (p<0,05) (Figure 50). Ces résultats sont cohérents et
corrélés (r? = 0,75, p<0,05) avec ceux de I'analyse précédente. On peut donc affirmer que
nos animaux diabétiques ont bien un taux d’apoptose réduit par rapport aux animaux
contréle. Qu’en est-il du taux de prolifération cellulaire ?

b. Etude du taux de prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire a été étudiée en utilisant un anticorps dirigé contre PCNA, un
marqueur de prolifération cellulaire bien connu (latropoulos and Williams, 1996). La
prolifération cellulaire ayant lieu dans le tiers basal de I'épithélium olfactif (au niveau des
cellules basales), nous avons décidé de prendre des photos dans 4 zones de I'épithélium : de
chaque c6té du septum, une photo dans la zone caudale (au fond des cornets) et dans une
zone plus rostrale (environ a la moitié de la longueur de I'épithélium) dans les cornets les
plus proches du septum. N’ayant pas repéré de différences de marquage en fonction des
zones entre les groupes controle et HFruD, les résultats ont été moyennés pour chaque

animal afin d’obtenir une valeur unique.

Que ce soit aprés 4 ou 8 semaines de régime, le niveau de marquage PCNA reste le méme
entre les animaux contréle et HFruD (respectivement p = 0,27 et p = 0,91 apres un test de
Mann-Whitney) (Figure 51). Il semble donc ne pas y avoir de changement du taux de
prolifération cellulaire chez nos animaux diabétiques. De facon intéressante le taux de
prolifération cellulaire semble diminué entre 4 et 8 semaines de régime pour les animaux
contréle, tout comme le taux d’apoptose semblait augmenté avec le marquage caspase 3

111




clivée, méme si ce phénoméne semble moins prononcé ici. Il est donc fort probable que
nous ayons bien un effet du lot d’animaux sur la mesure de ces paramétres. Néanmoins, cela
n’a pas d’incidence sur la comparaison des groupes contrdle et HFruD a un temps donné.

Ctrl 4semaines a {HFruD 4 semaines

10ctri [ HFrud

HFr@D 8semaines

4 8
Durée de régime (semaines)

Figure 51: Expression de PCNA au sein de la muqueuse olfactive. A-D. Photos représentatives du
marquage PCNA (en vert). Barre d’échelle: 50 um. E. Quantification du marquage PCNA exprimé en
pourcentage de surface de I'épithélium olfactif. Les données sont présentées en moyenne + sem. Les
histogrammes blancs représentent les animaux sous régime Ctrl a 4 (n=5) et 8 (n=7) semaines et les
histogrammes noirs les animaux sous HFruD a 4 (n=6) et 8 (n=8) semaines.

Aprés 8 semaines de HFruD, on assiste donc a une baisse de I'apoptose alors que le niveau
de prolifération cellulaire semble inchangé. Il serait alors logique d’avoir une augmentation
du nombre de neurones dans la muqueuse olfactive. Cependant, il reste possible que les
cellules en apoptose ne soit pas exclusivement des cellules neuronales. Nous avons donc
décidé de mesurer I'importance de la population neuronale dans la MO afin de vérifier cette
hypothese.

c. Etude de la population neuronale
Marquage OMP

Afin d’estimer la taille de la population en neurones sensoriels olfactifs matures, un
marguage avec un anticorps dirigé contre la protéine OMP a été réalisée, cette protéine
étant spécifique des OSNs matures (Farbman and Margolis, 1980). Nous avons décidé de
faire une analyse similaire a celle du marquage PCNA, i.e. prendre des photos dans les
mémes 4 zones distinctes de la muqueuse olfactive. N'ayant pas repéré de différences de
marquage en fonction des zones entre les groupes contréle et HFruD, les résultats ont été
moyennés pour chaque animal afin d’obtenir une valeur unique.
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Les OSNs représentent 75 a 80% des cellules de I'EO. Il nous semblait donc fastidieux de
réaliser un comptage manuel de chaque neurone individuel. Nous avons donc décidé
d’estimer la surface du marquage OMP. Afin d’étre slrs que cette valeur était bien
représentative du nombre de neurones OMP+, un comptage manuel du nombre de
neurones a été réalisé sur des surfaces plus petites sur des photos issues de chaque zone de
la MO et des 4 groupes expérimentaux. Il en résulte que les valeurs de surface de marquage
OMP et du nombre de neurones OMP+ sont hautement corrélées (r* = 0,91, p<0,05,
résultats non montrés). Nous avons donc utilisé comme critéere de mesure la surface
moyenne de marquage OMP pour chaque animal.

Apres 4 semaines de régime, la surface de marquage OMP est similaire pour les animaux
controle et les animaux HFruD (p = 0,71) (Figure 52.A-B et E). En revanche, aprés 8 semaines
de régime, les animaux HFruD présentent une augmentation de 19,3% de la surface OMP
(p<0,05) (Figure 52.C-D et E). Il semblerait donc qu’une augmentation du nombre d’OSNs
matures ait lieu apres 8 semaines de HFruD. Ces résultats, bien que surprenants, sont donc
cohérents avec I'étude du taux d’apoptose et de prolifération cellulaire.
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Figure 52 : Expression de 'OMP au sein de la muqueuse olfactive. A-D. Photos représentatives du
marquage OMP (en jaune); les noyaux des cellules étant marqués en bleu (hoechst). Les cadres blancs
indiquent une différence de surface du marquage OMP entre les animaux Ctrl et HFruD. Barre d’échelle : 50
um. E. Quantification de la surface du marquage OMP exprimé en mm?. Les données sont présentées en
moyenne * sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous régime Ctrl a 4 (n=5) et 8 (n=5)
semaines et les histogrammes noirs les animaux sous HfruD a 4 (n=6) et 8 (n=6) semaines. * : p<0,05 apres un
test de Mann-Whitney.
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Comptage des neurones MOR23

Afin de confirmer ces résultats, nous avons décidé de réaliser un comptage manuel d’une
population spécifique d’OSNs, une méthode permettant d’estimer la densité neuronale
d’une population neuronale donnée et ayant déja permis de mettre en évidence une
modulation d’une population de neurones sous l'influence de facteurs environnementaux
(Cadiou et al., 2014). Nos souris transgéniques possédant une fluorescence GFP intrinséque
pour les neurones exprimant le récepteur olfactif MOR23, nous avons disséqué I'épithélium
olfactif de souris aprés 8 semaines de régime, de maniére a ne garder que la partie septale
de I'EOQ. Un demi-épithélium (c6té gauche ou droit) était utilisé pour les expériences de
patch clamp et la deuxieme moitié pour réaliser le comptage de neurones.

Les souris étaient anesthésiées a I'aide d’un mélange kétamine + xylazine (respectivement
150 mg/kg et 10 mg/kg du poids total de I'animal) puis décapitées. La téte était placée dans
une solution de Ringer (ACSF) contenant (en mM) : NaCl 124, KCI 3, MgS0,4 1,3, CaCl, 2,
NaHCOs 26, NaH,P0O4 1,25, glucose 15; pH 7,6 et 305 mOsm. Le pH était maintenu stable a
7,4 en oxygénant la solution avec 95% d’O, et 5% de CO,.
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Figure 53 : Schéma de la dissection de I'épithélium olfactif septal. VNO : organe voméro-nasal, re:
épithélium respiratoire, oe : épithélium olfactif : ob : bulbe olfactif. D’apres (Aoudé, 2012).

L’épithélium olfactif était ensuite disséqué de fagcon a ne garder que le septum et I'EO s’y
rattachant, puis ce dernier était délicatement décollé du septum et récupéré afin de réaliser
diverses expériences (Figure 53). Pour le comptage de neurones MOR23, I'EO était ensuite
mis a plat et fixé a I'aide d’'un mélange PFA 4% + glutaraldéhyde 0,2% pendant 1h a
température ambiante. Aprés rincage, le tissu était monté entre lame et lamelle dans un
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milieu de montage approprié (DAKO). L'intégralité de la surface de I'EO était ensuite
photographiée a I'aide d’'un microscope BX51WI (Olympus) au grossissement 10X couplé a
une caméra Olympus DP72 et a une lampe fluorescente. Une image unique était ensuite
reconstituée grace au plugin MosaicJ sur le logiciel Imagel. Un comptage manuel du nombre
de neurones MOR23 était ensuite réalisé et la densité neuronale exprimée par le ratio entre
le nombre de neurones GFP+ et la surface minimale de I'EO incluant des neurones MOR23
visibles.

Apres 8 semaines de régime, les animaux HFruD présentent une densité neuronale
augmentée de 17,59% par rapport aux animaux controle (p<0,05) (Figure 54). Ces résultats
sont cohérents avec la hausse du marquage OMP constatée apres 8 semaines de HFruD. Il
semble donc bien qu’une hausse du nombre de neurones ait lieu au sein de la MO chez nos
animaux diabétiques, ce qui est cohérent avec une baisse de I'apoptose sans changement de
prolifération cellulaire.

Ctrl 8 semaines HFruD 8 semaines *

© Octrt [P HFruD

Figure 54 : Mesure de la densité de neurones exprimant MOR23. A-B. Photos représentatives de la
densité des neurones MOR23 GFP+. Barre d’échelle : 50 um. C. Quantification de la densité neuronale. Les
données sont présentées en moyenne * sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous régime
Ctrl (n=12) et les histogrammes noirs les animaux sous HFruD (n=9). * : p<0,05 aprés un test de Mann-Whitney.

La seule autre étude publiée s’intéressant a la dynamique cellulaire de la muqueuse olfactive
aprés changement du régime alimentaire (Thiebaud et al., 2014), en I'occurrence un régime
enrichi en graisse (HF) et un régime enrichi modérément en graisse (MHF), a trouvé des
résultats bien différents. Dans cette étude, une diminution du nombre de neurones M72
était retrouvée que les animaux soient sous régime HF ou MHF. Pour la population
neuronale totale, mesurée a l'aide d’une lignée transgénique exprimant la GFP au sein de
tous les OSNs matures, seuls les animaux sous MHF présentaient une diminution du nombre
de neurones, et seulement dans le cornet Ilb. L'étude de I'apoptose a été réalisée avec un
anticorps dirigé contre la caspase 3 clivée et avec la méthode TUNEL, les deux méthodes
indiquant une hausse du taux d’apoptose chez les animaux MHF uniquement. Enfin la
prolifération cellulaire a été étudiée avec un anticorps dirigé contre Ki67 (équivalent a PCNA)
et une hausse de la prolifération est retrouvée chez les animaux MHF uniquement.
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Nous pouvons donc voir que lI'effet du HFruD est complétement différent (et méme a
I'opposé) des effets obtenus avec un régime enrichi en graisse. Cependant, seuls les animaux
HF présentent une intolérance au glucose et une hyperglycémie a jeun et non les animaux
MHF. Il est donc plus que probable que les mécanismes mis en évidence par Thiebaud et
collaborateurs, soient reliés au phénotype obéese des animaux et non au DT2.

Comment expliquer la baisse de I'activité électrique de la muqueuse olfactive alors qu’une
augmentation du nombre de neurones est retrouvée chez nos animaux diabétiques ? Une
explication possible est que des neurones en «fin de vie» et devant entrer dans le
processus apoptotique soient maintenus en place dans la MO, alors que de nouveaux
neurones continuent de se différencier. Dans ce cas, la population neuronale totale de la
mugqueuse olfactive serait constituée d’'un mélange de neurones fonctionnels et de neurones
« vieillissants » non fonctionnels (ou moins fonctionnels). Nous avons donc mesuré les
réponses électriques de neurone individuels dans la MO par patch clamp afin d’étudier de
possibles déréglements fonctionnels au niveau des OSNs.

lll. Etude fonctionnelle au niveau du neurone individuel (patch clamp)
Protocole

L’étude fonctionnelle de I'activité des OSNs a été réalisée par patch clamp sur une
préparation intacte d’épithélium olfactif (Grosmaitre et al., 2006; Jarriault and Grosmaitre,
2015), une méthode permettant d’enregistrer |'activité électrique des OSNs au sein de la
MO. Cette méthode permet I'enregistrement des courants de transduction au niveau du
bouton dendritique des OSNs, i.e. le tout premier événement de la détection des odorants.
L’épithélium olfactif des animaux apres 8 semaines de régime a été récupéré comme décrit
dans I'expérience précédente (Figure 53). Par la suite, 'EO a été mis a plat dans une
chambre d’enregistrement de facon a ce que le c6té apical soit orienté vers le haut (afin de
pouvoir visualiser les boutons dendritiques fluorescents) (Figure 55.A). Tout au long de
I’expérience, la solution de Ringer a température ambiante était perfusée dans la chambre.
Les boutons dendritiques fluorescents étaient visualisés a I'aide d’'un microscope BX51WI
(Olympus) au grossissement X40 équipé d’une caméra Olympus DP72 et d’une lampe
fluorescente. Un grossissement supplémentaire (X4) était réalisé grace a une lentille
grossissante.

Les enregistrements électrophysiologiques étaient controlés par un amplificateur EPC-10
USB relié au logiciel Patchmaster (HEKA Electronic). La méthode de patch clamp perforée
permet un acces électrique a la cellule grace a I'ajout de 260 uM de nystatine dans la pipette
d’enregistrement, elle-méme remplie avec la solution suivante (en mM) : KCl 70, KOH 53,
acide méthanesulfonique 30, EGTA 5, HEPES 10, sucrose 70; pH 7.2 (KOH) et 310 mOsm. En
effet, la surface du bouton dendritique est trop petite pour pouvoir rompre la membrane
plasmique par aspiration afin d’obtenir une configuration « whole cell » classique. La
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nystatine permet donc de perméabiliser la membrane de la cellule afin d’avoir un acces
électrique a cette derniére. Pour les réponses obtenues (courants de transduction) aprés
stimulation odorante, les signaux étaient échantillonnés a 20 kHz. En mode « voltage-
clamp » (le voltage étant imposé, on mesure donc un courant), les signaux étaient filtrés a 10
kHz puis a 2,9 kHz.

Une pipette de stimulation a 7 canaux était utilisée pour les stimulations odorantes, les
odorants étant envoyés vers la préparation par éjection pressurisée via un picospritzer
(Pressure System lle, Toohey Company). L’électrode de stimulation était placée a ~20 um du
site d’enregistrement. Toutes les stimulations étaient appliquées avec une pression de 138
kPa et sur une durée de 500 ms. Ces caractéristiques de distance et de pression permettent
de minimiser autant que possible les réponses dues a une stimulation mécanique et non
olfactive (Grosmaitre et al., 2007).

A

Figure 55 : Les neurones MOR23 répondent au lyral de maniere dose-dépendante. A. Photo d’un
bouton dendritique fluorescent exprimant le récepteur olfactif MOR23. B. Exemple de réponses obtenues
apres des stimulations avec des concentrations croissantes de lyral (en uM). D’aprés (Grosmaitre et al., 2006).

Les neurones MOR23 répondent de facon spécifique au lyral de maniére dose-dépendante
(Grosmaitre et al., 2006) (Figure 55.B). La solution-mere de lyral a 0,5 M était préparée dans
le DMSO et gardée a -20°C. Les concentrations finales de lyral étaient préparées avant
chaque expérience en diluant cette solution dans le Ringer. La capacité de fonctionnement
de la voie de transduction a été étudiée en enregistrant les réponses des neurones apres
stimulation avec une solution contenant 200 uM d’IBMX et 20 uM de forskoline dilués dans
la solution de Ringer. Tous les produits chimiques ont été achetés chez Sigma-Aldrich a
I’exception du lyral, un don généreux de International Flagrances and Flavors.

Les données ont été analysées avec les logiciels Fitmaster (HEKA) et IgorPro (Wavemetrics).
Les critéres analysés pour |'étude des courants de transduction sont les suivants :
I'amplitude de la réponse, le temps d’attaque ou rise time (temps entre 0 et 90% de
I'amplitude maximale) correspondant a la vitesse de dépolarisation de la membrane, le
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courant total élicité par la réponse (aire sous la courbe) et le temps a 50% (durée de la
largeur de la réponse a 50% de I'amplitude maximale) correspondant a la durée pendant
laquelle la transduction est active (Figure 56). Les courbes dose-réponses ont été obtenues
grace au logiciel Origin (OriginLabs), en utilisant I'équation de Hill : | =Imax/(1+(K;/2/C)n), ou |
représente |'amplitude, Imax la réponse maximale en concentration saturante, Kj; la
concentration a laquelle 50% de la réponse maximale est atteinte, C la concentration de
I'odorant et n le coefficient de Hill (Figure 57.B). En mode « current-clamp », la fréquence de
décharge des neurones a été analysée grace a I'add-on SpAcAn pour Igor Pro (Dugué et al.,
2005).
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Figure 56 : Schéma illustrant les critéres étudiés pour le patch clamp en mode voltage-clamp.
Schéma d’une trace de patch-clamp en mode « voltage-clamp ». 1 : amplitude de réponse maximale, 2 : temps
d’attaque, 3 : courant total (en gris), 4 : temps a 50%.

Résultats : réponses a une stimulation odorante

En mode «voltage-clamp », les neurones MOR23 répondent a des concentrations
croissantes de lyral de facon dose-dépendante pour les animaux controle et HFruD (Figure
57.A). Cependant, on peut voir que la courbe dose-réponse moyenne des animaux HFruD
semble déviée vers la droite par rapport a celle des animaux contréle, suggérant une
sensibilité au lyral réduite (Figure 57.B). Aprés analyse, il apparait que les réponses des
animaux HFruD sont plus faibles que celles des animaux contréle puisque I'amplitude
maximale de la réponse des neurones MOR23 apres stimulations avec des concentrations
saturantes de lyral est diminuée de 35% chez les animaux HFruD comparés aux contréle
(p<0,05) (Figure 57.C1). La valeur du Kj; des animaux HFruD est nettement supérieure a
celle des animaux controle (15,6 uM vs 3 uM, p<0,05), ce qui signifie donc que les neurones
HFruD ont besoin d’une concentration en odorant plus forte pour atteindre 50% de
I'amplitude maximale de réponse, i.e. une baisse de la sensibilité au lyral (Figure 57.C2). En
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revanche, on ne retrouve pas de différence pour la valeur du coefficient de Hill entre les
deux groupes d’animaux (p = 0,72), ce qui veut dire que le spectre dynamique de réponse
reste inchangé ou, autrement dit, que les phénomenes de saturation sont similaires pour les
deux groupes d’animaux (Figure 57.C3). De facon générale, on peut donc dire que les
réponses des neurones MOR23 au lyral sont diminuées chez les souris aprés 8 semaines de
HFruD.
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Figure 57 : La sensibilité de la réponse aux odorants des neurones MOR23 est réduite apres 8
semaines de HFruD. A. Exemples de traces obtenues aprés stimulations avec des concentrations croissantes
de lyral (en M) pour une cellule Ctrl (A1) et HFruD (A2). B. Courbes dose-réponse représentant I'amplitude
maximale du courant obtenu en fonction de la concentration en lyral pour les neurones Ctrl (B1, n=11) et
HFruD (B2, n=12). Les symboles noirs et la ligne noire épaisse représentent la valeur moyenne + sem de la
réponse des neurones Ctrl et HFruD. C. Quantification des caractéristiques des courbes dose-réponse. Les
données sont présentées en moyenne * sem. Les histogrammes blancs représentent les animaux sous régime
Ctrl et les histogrammes noirs les animaux sous HFruD. * : p<0,05 aprés un test t de Student. C1. Amplitude
maximale. C2. Ky, concentration a laquelle 50% de I'amplitude maximale est atteinte. C3. Coefficient de Hill.
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Pour I'étude des cinétiques de réponse des neurones MOR23, nous nous sommes placés a
une concentration en lyral de 10, proche de la valeur du Ki/2. Tous les neurones MOR23
enregistrés répondent a cette concentration de lyral. L'amplitude maximale de réponse est
diminuée de 35% chez les animaux HFruD comparés aux contrdle (p<0,05) (Figure 58.A). Les
réponses sont également plus courtes puisque le temps a 50% est réduit de 45% entre les
animaux Ctrl et HFruD (p<0,05) (Figure 58.D). Le courant total élicité par la stimulation de
lyral est également réduit de 57% chez les animaux HFruD comparés aux contrdle (p<0,05)
(Figure 58.C). En revanche, le temps d’attaque n’est pas modifié par le régime enrichi en
fructose (p = 0,35) (Figure 58.B). Il semble donc que les réponses des neurones MOR23 apres
stimulation au lyral soient plus faibles et plus courtes apres 8 semaines de HFruD.
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Figure 58 : Les cinétiques de réponses des neurones MOR23 au lyral sont modifiées aprés 8
semaines de HFruD. Toutes les données représentent les valeurs de chaque caractéristique de réponse pour
une concentration de lyral de 10-5 exprimées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs représentent les
valeurs des neurones Ctrl et les histogrammes noirs celles des neurones HFruD. A. Amplitude de réponse pour
les neurones Ctrl (n=10) et HFruD (n=12). B. Temps d’attaque pour les neurones Ctrl (n=17) et HFruD (n=10). C.
Courant total élicité pour les neurones Ctrl (n=16) et HFruD (n=10). D. Largeur a 50% pour les neurones Ctrl
(n=10) et HFruD (n=17). * : p<0,05 apres un test t de Student.

Résultats : capacités de transduction

Afin de savoir si la capacité de fonctionnement de la voie de transduction était modifiée par
le HFruD, les réponses des neurones MOR23 ont été enregistrées apres stimulation avec une
solution contenant 200 uM d’IBMX et 20 uM de forskoline. L'IBMX est un puissant inhibiteur
de la phosphodiesterase (Firestein et al., 1991; Lowe and Gold, 1993), et la forskoline est un
activateur bien connu de I'adenylyl cyclase (Sklar et al.,, 1986; Sato et al., 1994). Cette
solution permet donc d’activer la voie de transduction AMPc-dépendante et de quantifier la
capacité totale de la cascade de transduction. Il apparait que I'amplitude du courant
maximal élicité par cette solution est diminuée de 46% chez les animaux HFruD par rapport
aux animaux contréle (p<0,05 apres un test t de Student, résultats non montrés). Il semble
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donc que la machinerie cellulaire responsable de la transduction olfactive soit modifiée par
le HFruD.

Résultats : activité spontanée
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Figure 59 : Activité spontanée des neurones MOR23 apres 8 semaines de HFruD. A. Exemple de traces
obtenues en enregistrant I'activité spontanée des neurones. B-C. Quantification des fréquences de décharge
moyenne et instantanée. Toutes les données sont présentées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs
représentent les fréquences de décharge des neurones Ctrl (n=16) et les histogrammes noirs les fréquences de
décharge des neurones HFruD (n=10). B. Fréquence de décharge moyenne. C. Fréquence de décharge
instantanée.

Par la suite, en mode « current-clamp » cette fois, nous avons mesuré |'activité spontanée
des neurones MOR23 ainsi que leur excitabilité. L'activité spontanée a été mesurée en
enregistrant des neurones MOR23 sans aucune stimulation pendant 30 a 40 secondes. La
fréquence de décharge moyenne n’est pas modifiée par le HFruD (p = 0,24) (Figure 59.B). La
fréquence de décharge instantanée, représentative du profil de décharge des neurones (de
maniére continue ou en rafale) ne semble pas non plus étre affectée par le HFruD (p = 0,1),
bien qu’une tendance a I'augmentation soit visible (Figure 59.C). De facon générale, I'activité
spontanée des neurones MOR23 n’est donc pas modifiée aprés 8 semaines de régime enrichi
en fructose.

Résultats : excitabilité

L'excitabilité des neurones MOR23 a été évaluée aprés stimulation avec un courant
dépolarisant de 7 pA pendant 2 secondes. Ce courant induit la formation de potentiels
d’action, aussi bien chez les animaux controle que chez les animaux HFruD (Figure 60.A-B).
Le courant dépolarisant induit la formation de 53% moins de potentiels d’action chez les
animaux HFruD que les chez les contréle (p<0,05) (Figure 60.C). Le temps de latence avant la
formation du premier potentiel d’action est augmenté de 42% chez les souris HFruD
comparées aux souris controle (p<0,05) (Figure 60.D). En revanche lintervalle inter-
potentiels d’action, qui représente le profil de décharge du neurone, n’est pas modifié par le
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HFruD (p = 0,33) (Figure 60.E). Il semble donc que I'excitabilité des neurones MOR23 soit
diminuée apres 8 semaines de régime enrichi en fructose.
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Figure 60 : L’excitabilité des neurones MOR23 est modifiée aprés 8 semaines de HFruD. A-B.
Exemples de traces obtenues apreés stimulation des neurones MOR23 avec un courant dépolarisant de 7 pA. C-
E. Quantification des parametres de réponses des neurones MOR23. Toutes les données sont présentées en
moyenne = sem. Les histogrammes blancs représentent les valeurs pour les neurones Ctrl (n=13) et les
histogrammes noirs les valeurs pour les neurones HFruD (n=18). *: p<0,05 apres un test t de Student. C.
Nombre de potentiels d’action. D. Latence avant le premier potentiel d’action. C. Intervalle entre potentiels
d’action.

Au final, a la fois les réponses aux stimulations odorantes et I'excitabilité des neurones
MOR23 sont diminués chez les animaux HFruD comparés aux animaux contrbéle apres 8
semaines de régime. Ces résultats sont cohérents avec la diminution des signaux EOG
constatée apres 8 semaines de HFruD. Il semblerait donc que les OSNs soient moins
fonctionnels chez nos animaux diabétiques.

En revanche, dans I'hypothése ou des neurones vieillissants seraient maintenus en place
dans I'EQ, les neurones enregistrés pourraient varier d’un profil parfaitement normal a une
absence totale de réponse. Ici, tous les neurones répondent au lyral mais nous n’avons pas
pu enregistrer suffisamment de neurones pour faire apparaitre |'existence de « sous-
populations » de neurones possédant un profil de réponse caractéristique. Nous ne pouvons
donc ni confirmer, ni infirmer I’hypothese de neurones vieillissants maintenus dans la MO.
Quoi qu’il en soit, il est évident qu’en plus d’'une modification anatomique de la MO, les
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OSNs en eux-mémes présentent des dysfonctionnements de leur activité électrique, ce qui
est suffisant a expliquer les résultats d’'EOG.

Aucune étude n’ayant enregistré I'activité électrique des OSNs dans un modele de maladie
métabolique, il est impossible de comparer nos résultats avec ceux de la littérature. Tout au
plus, peut-on affirmer que ces derniers laissent supposer un effet direct de la pathologie (ou
tout du moins d’une caractéristique de la pathologie) sur le fonctionnement correct des
neurones sensoriels olfactifs. Bien sdr, les effets que nous observons ne représentent qu’une
population particuliere d’OSNs (a savoir ceux exprimant le récepteur olfactif MOR23) mais il
n’y a aucune raison de penser qu’une pathologie telle que le DT2, entrainant des
modifications dans des organes trés différents, n’affecte qu’une seule population d’OSNs.

Avant d’entamer la question d’un possible mécanisme qui pourrait expliquer les différences
anatomiques et fonctionnelles constatées au sein de la MO, nous avons souhaité
approfondir un peu I'’étude anatomique en s’intéressant cette fois-ci a I'anatomie des cils
olfactifs des OSNs et aux connexions épithélio-bulbaires.

IV. Anatomie des cils olfactifs et connexions épithélio-bulbaires
a. Anatomie des cils olfactifs

L'anatomie (et notamment la longueur) des cils olfactifs est essentielle pour obtenir des
réponses normales a une stimulation odorante (Kaneko-Goto et al.,, 2013; Challis et al.,
2015). La diminution de I'amplitude de réponse des OSNs a une stimulation odorante
constatée chez nos animaux HFruD pourrait étre due a une diminution de la taille des cils ou
du nombre total de cils par OSN.

L’anatomie des cils olfactifs des neurones MOR23 a donc été étudiée en réalisant une mise a
plat de I'épithélium olfactif (méme protocole que pour le comptage des neurones MOR23)
aprés 8 semaines de régime. Cette fois-ci, en revanche, I'épithélium n’était pas fixé mais
placé dans une chambre d’enregistrement sous perfusion constante avec une solution de
Ringer. Les boutons dendritiques munis de leurs cils olfactifs étaient repérés grace a un
microscope Olympus BX51WI a l'objectif 40X, couplé a une lampe fluorescente et a une
caméra PCO Imaging SensiCam. Un grossissement supplémentaire (X2) était réalisé grace a
une lentille grossissante.

Les images obtenues ont été analysées avec le logiciel FllI et les cils olfactifs reconstruits
grace au plug-in Simple Neurite Tracer pour FlJI (NIH). Le nombre total de cils par OSN ainsi
gue la longueur moyenne des cils par OSN ont été analysés.

Les animaux HFruD présentent un nombre de cils par OSN similaire aux animaux controle (p
= 0,7 apres un test de Mann-Whitney) (Figure 61.B). De plus la longueur moyenne des cils
n’est pas modifiée aprés 8 semaines de HFruD (p = 0,9 aprés un test de Mann-Whitney)
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(Figure 61.C). Le régime enrichi en fructose n’a pas d’incidence sur I'anatomie des cils
olfactifs. Il est donc probable que les effets fonctionnels mesurés en patch clamp soient dus
a un autre mécanisme qu’un changement anatomique des cils olfactifs.
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Figure 61 : 8 semaines de HFruD n’induisent pas de changement de I’anatomie des cils olfactifs. A.
Photos représentatives des boutons dendritiques de neurones MOR23 munis de leurs cils olfactifs apres 8
semaines de régime. Barre d’échelle : 2 um. B. Quantification du nombre de cils par OSN. C. Quantification de
la longueur moyenne des cils par OSN. Les valeurs sont exprimées en moyenne * sem pour les animaux
contrdle (n=7) et HFruD (n=7).

b. Connexions épithélio-bulbaires
Protocole

La structure des connexions épithélio-bulbaires a été étudiée en utilisant, une fois de plus, la
fluorescence intrinséque des neurones MOR23-GFP. Notre lignée de souris transgéniques
expriment la GFP sous le controle du promoteur du gene mor23 fusionné avec la protéine
tau, une protéine fortement exprimé dans les axones des neurones (Black et al., 1996). De
cette facon, la GFP est fortement exprimée dans les axones des neurones MOR23, ce qui
permet un trés bon marquage des connexions épithélio-bulbaires pour cette population de
neurones.

Etant donné que le nombre de neurones MOR23 est augmenté aprés 8 semaines de HFruD,
nous nous sommes demandé si les connexions épithélio-bulbaires allaient également étre
modifiées par le HFruD. Nous avons donc décidé d’estimer la surface du marquage GFP au
niveau de la couche glomérulaire du bulbe olfactif, une mesure représentative du nombre de
connexions, afin de voir si les neurones MOR23 se connectaient efficacement et de facon
normale dans le bulbe olfactif.

Pour ce faire, le cerveau de souris aprés 8 semaines de régime a été disséqué de maniere a
garder les bulbes olfactifs intacts et ceux-ci ont été post-fixés dans une solution de PFA a 4%
pendant 2h. Ils ont ensuite été lavés, cryoprotégés (par immersion dans une solution de
sucrose 30%) et congelés dans les vapeurs d’azote liquide. Des coupes coronales de 14 um
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d’épaisseur ont ensuite été réalisées a I'aide d’un cryostat (Leica microsystems) et collectées
directement sur une lame de verre. Les coupes ont ensuite été placées a -80°C avant usage.

Deux glomérules MOR23 par bulbe olfactif existent et sont localisés pour I'un dans la partie
antérieure du BO et pour I'autre dans la partie postérieure du BO (Vassalli et al., 2002).
Toutes les coupes contenant du marquage GFP ont été sélectionnées et montées entre
lames et lamelles dans du vectashield + DAPI afin de pouvoir visualiser les noyaux des
cellules. Une photo par coupe a ensuite été prise a I'aide d’'un microscope Imager M2 (Zeiss)
au grossissement 20X. Les bulbes droits et gauches ont été utilisés indifféremment et une
valeur moyenne (BO droit + gauche) correspondant a I'aire maximale ou totale de chaque
glomérule a été calculée a I'aide du logiciel Imagel.

Résultats

Premiérement, chaque bulbe olfactif contient 2 glomérules MOR23 chez les animaux
controle et HFruD et la localisation de ces derniers ne semble pas affectée par le HFruD.
Chaque glomérule est présent sur plusieurs coupes de tissus et une premiere analyse
prenant en compte uniquement la coupe sur laquelle la surface du glomérule était maximale
a montré une diminution de la surface des glomérules MOR23 pour les animaux HFruD
comparés aux animaux contréle (Figure 62.A-D). Plus précisément la surface maximale des
glomérules MOR23 antérieurs est diminuée de 27% (p<0,05) et celles des glomérules MOR23
postérieurs de 23% (p<0,05) chez les animaux HFruD comparés aux controle (Figure 62.E).

Ce résultat est particulierement surprenant car le nombre de neurones MOR23 est
augmenté dans la MO et qu’une étude récente a mis en évidence que ce dernier est corrélé
avec la taille des glomérules correspondants dans le BO (Bressel et al., 2015). Cependant,
dans cette étude, c’est I'aire totale de chaque glomérule et non I'aire maximale qui avait été
étudiée. En reprenant nos résultats, nous nous sommes rendu compte que le nombre de
coupes sur lesquelles les glomérules MOR23 étaient répartis était plus important chez les
animaux HFruD que chez les animaux contrdle. Nous avons alors estimé I'aire totale de
chaque glomérule en additionnant les aires des glomérules sur chaque coupe pour un
animal.

En effectuant I'analyse de cette facon, aucune différence n’a été retrouvée entre les
animaux controle et HFruD pour l'aire totale des glomérules antérieurs (p = 0,95) et
postérieurs (p = 0,94) (Figure 62.E). Il apparait donc que la taille des glomérules MOR23 n’est
pas modifiée apres 8 semaines de HFruD mais que la morphologie de ces derniers n’est pas
la méme que celle des animaux controle. Les glomérules MOR23 sont plus allongés selon
I’axe rostro-caudal apres 8 semaines de HFruD.
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Figure 62 : Surface des glomérules MOR23 apres 8 semaines de régime. A-D. Photos représentatives de
I’aire maximale des glomérules antérieurs (ant) et postérieurs (post) MOR23 (en vert) ; les noyaux des cellules
étant marqués en bleu (hoechst). Barre d’échelle : 50um. E. Quantification de I'aire maximale ou totale des
glomérules MOR23. Toutes les données sont présentées en moyenne = sem. Les histogrammes blancs
représentent les aires des glomérules MOR23 antérieurs (n=5) et postérieurs (n=10) pour les animaux Ctrl et les
histogrammes noirs les aires des glomérules MOR23 antérieurs (n=5) et postérieurs pour les animaux HFruD
(n=8). * : p<0,05 apres un test de Mann-Whitney.

Comment expliquer que I"'augmentation du nombre de neurones MOR23 dans la muqueuse
olfactive ne semble pas étre suivie d’'une augmentation de la taille des glomérules
correspondants dans le bulbe olfactif ?

Premiérement, on pourrait penser que les neurones MOR23 surnuméraires ne se
connectent pas aux neurones-relais dans le bulbe olfactif. Or, il a été démontré que lorsque
de nouveaux OSNs ne parviennent pas a se connecter au niveau des glomérules, une mort
des neurones par apoptose survient trés rapidement (Carr and Farbman, 1993). Il est donc
trés peu probable que les neurones MOR23 surnuméraires ne soient reliés a rien.

Une autre possibilité serait la mise en place de connexions anormales pour les nouveaux
neurones MOR23 qui n"auraient pas la possibilité de se connecter dans le bon glomérule. Les
axones pourraient alors former un nouveau glomérule ou se connecter au sein d’un
glomérule pré-existant. Cette hypothése ne peut étre confirmée ni infirmée a l'aide la
technique utilisée ici bien qu’aucun glomérule MOR23 surnuméraire n’ait été détecté au sein
des coupes de bulbe olfactif. Si ces neurones se connectent de facon erratique dans un
glomérule déja existant, notre technique n’est pas assez sensible pour pouvoir le repérer.

Enfin, il est aussi possible et plus probable que la taille des glomérules ne soit pas différente
(par manque de place au sein du BO) mais que la densité des connexions épithélio-bulbaires
au sein de chaque glomérule soit augmentée. Si tel est le cas, I'aire totale du glomérule
resterait la méme mais plus d’axones formeraient des synapses dans chaque glomérule. Une
fois encore, la technique utilisée ici n’est pas assez sensible pour confirmer cette hypothese.
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Une estimation de la densité des axones MOR23 dans le glomérule a I'aide de microscopie
biphotonique pourrait étre réalisée afin d’apporter une réponse a cette question.

En conclusion, I'anatomie des cils olfactifs ainsi que celle des connexions épithélio-bulbaires
ne semblent pas étre modifiées aprés 8 semaines de HFruD. Comment expliquer les
perturbations anatomiques et fonctionnelles constatées chez nos animaux diabétiques ?

V. Etude d’un possible mécanisme

La muqueuse olfactive ne recevant pas de connexions en provenance du systéme nerveux
central et nos animaux diabétiques ayant un profil métabolique différent de celui des
animaux controle, nous nous sommes intéressés a une possible régulation endocrine du
tissu. L'insulinémie est augmentée aprés 8 semaines de HFruD. Etant donnés les effets
connus de l'insuline au niveau de la MO (voir le chapitre 2 de I'introduction), nous avons
décidé d’étudier I'expression du récepteur a l'insuline (IR) par des méthodes de biologie
moléculaire et de biochimie. Nous avons aussi étudié I'expression d’ibal, un marqueur
d’inflammation, puisque le DT2 est souvent associée a des processus inflammatoires
(Hameed et al., 2015).

a. Etude des transcrits du récepteur a l'insuline dans la MO
Extraction d’ARN et transcription inverse

L'expression de 'ARNm des différents isoformes du récepteur a l'insuline a été étudiée par
RTgPCR. Cette technique permet d’amplifier une région d’intérét du génome et ainsi de
mesurer la quantité initiale d’ARNm dans un tissu. Tout d’abord, 'EO a été disséqué chez des
souris aprés 4 ou 8 semaines de régime. Les animaux, une heure aprées le retrait de la
nourriture, étaient étourdis a l'isoflurane et rapidement décapités. La dissection de I'EO
septal a été réalisée comme décrite précédemment (Figure 53) sauf que cette fois-ci, seul
I’EO était récupéré et non le reste du tissu. Il était ensuite placé a -80°C avant utilisation.

La premiere étape de I'expérience est d’obtenir les ARNm contenus dans le tissu. Pour cela,
les tissus sont lysés a I'aide d’un tissue lyser (2*2 min a 25Hz) dans un tampon de lyse
adéquat (tampon RLT + B-mercaptoéthanol). L'extraction d’ARN sur colonnes de silice est
ensuite réalisée a I'aide d’un kit Rneasy mini kit plus (Qiagen). La concentration en ARN ainsi
que I'absence de contamination en protéines et en composants organiques (ratio 280/260 et
230/260 > 1,8) ont été mesurés a I'aire d’un Nanodrop 2000 (Thermoscientific). L'intégrité
des ARNs a ensuite été vérifiée systématiquement a I'aide de puces Expérion (Biorad ; RQl >
8).

L’ADNc a ensuite été obtenu par transcription inverse a partir de 2 ug d’ARN en utilisant un
kit Superscript lll, first strand synthesis system for RTgPCR (Invitrogen) avec ajout de random
hexamers et d’oligo dt. L’ADNc était ensuite conservé a -20°C avant utilisation.
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Détermination du gene de référence

Plusieurs méthodes sont disponibles afin de quantifier les résultats de PCR mais la plus
exacte et la plus largement utilisée est la comparaison a 'aide d’'un gene de référence. Ces
génes codent le plus souvent pour des protéines essentielles a la survie de la cellule et sont
donc exprimés par I'immense majorité des cellules. Ce qui caractérise un bon gene de
référence est sa stabilité dans des conditions expérimentales données. Nous avons donc
choisi de tester plusieurs génes de référence dans nos conditions afin de déterminer lequel
serait ensuite utilisé pour la comparaison avec les génes-cibles testés.

Pour ce faire, nous avons réalisé une qPCR avec le systeme TagMan sur une plaque
contenant des amorces pour plusieurs génes de référence couramment utilisés (32 genes au
total). Ces plaques a fagcon TagMan (Life Technologies) permettent de s’affranchir des étapes
de création d’amorces et des vérifications de spécificité et d’efficacité des amorces (ces
étapes étant garanties par le fournisseur). 30 ng d’ADNc provenant d’animaux Ctrl et HFruD
a 4 et 8 semaines de régime (n = 3 par groupe) ont été déposés en duplicat avec un tampon
adapté (Tagman fast universal master mix) et le programme de PCR suivant a été utilisé :
95°C (20s) puis 40 cycles a 95°C (3s) — 60°C (30s). Les résultats obtenus ont été analysés a
I'aide des logiciels GeNorm, NormFinder et BestKeeper.

Ces logiciels permettent d’évaluer la stabilité de chaque gene en fonction des conditions
expérimentales. La Table 5 présente le classement des meilleurs genes de référence obtenu
avec chaque logiciel.

logiciel N°1 N°2 N°3 N°4 N°5

GeNorm puml1 ubc elf1 casc3 tbp
NormFinder elfl ubc casc3 eif2b1 rpl30

BestKeeper tbp ubc eif2b1 casc3 elf1

Table 5 : Résultats pour la sélection du géne de référence

En prenant en compte les analyses des trois logiciels, il apparait que le gene le plus stable
dans nos conditions expérimentales est ubc, le gene codant pour l'ubiquitine c. C'est donc ce
géne que nous avons choisi comme géne de référence pour la suite de I'étude.

Design et tests des amorces

Afin d’étudier I'expression du récepteur a l'insuline, nous avons créé des amorces
spécifiques pour ubc, pour le géne du récepteur a l'insuline (insr) et pour ses différents
isoformes (ir-a et ir-b) grace aux logiciels Amplifx et Primer Blast. Les critéres retenus pour la
meilleure paire d’amorces étaient: la température d’hybridation (entre 58-62°C), la
composition des amorces en GC (proche de 50%), la taille des oligonucléotides (autour de 20
bases), la taille de 'amplicon (entre 80-120 paires de bases) et la non-formation de diméres
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d’amorces. Toutes ces amorces et les amplicons théoriques ont été vérifiés sur Blast via NCBI
et reconnaissent in silico spécifiquement les régions d’intérét (Table 6).

Comme expliqué précédemment, les deux isoformes du récepteur a I'insuline sont exprimés
dans la muqueuse olfactive (Lacroix et al., 2008). La forme courte IR-a ne possede pas I'exon
11. Les amorces ont donc été créées de maniere a reconnaitre le récepteur dans sa globalité
(exon 10), uniqguement la forme longue IR-b (exon 11) ou uniquement la forme courte (a
cheval sur les exons 10 et 12). Afin d’étre certains de la spécificité de nos amorces, les
produits de PCR réalisées avec ces amorces ont été séquencés (séquencage réalisé par
Beckman & Coulters Genomics) et les séquences obtenues vérifiées et alignées sous
Nucleotide Blast. Les résultats obtenus confirment que nous amplifions bien les bonnes
régions des génes d’intérét.

Géne Séquence (5’-> 3’) Taille de 'amplicon | T° d’hybridation
insrsens | TGCTCATGCCCTAAGACTGAC i
insrantisens | CCACGTTGTGCAGGTAATCC 91 pb 60°C
ir-asens | TGCTCATGCCCTAAGACTGACT ]
ir-a antisens | TCTGCCTTAGCTGGGGACAAAA 102 pb 60°C
ir-b sens TACCATTGTGCCCACAAGTCA ]
ir-b antisens | ATGCGGTACCCAGTGAAGTGT 114 pb 60°C
ubc sens CCCACACAAAGCCCCTCAAT ]
ubc antisens | AAGATCTGCATCGTCTCTCTCAC 70 pb 60°C

Table 6 : Design des amorces pour la RTqPCR

L’efficacité de la réaction de PCR a été vérifiée en réalisant un test d’efficacité des amorces.
Pour cela, une PCR a été réalisée a partir d’'une gamme de dilution standard d’ADNc
d’épithélium olfactif. Pour chaque paires d’amorces, I'efficacité de PCR est calculée selon la
formule suivante : E = (10Y1)*100 ou k représente la pente de la droite du nombre du Ct
(cycle treshold ; i.e. le nombre de cycles nécessaires a atteindre la valeur-seuil) en fonction
de la concentration en ADNCc. Il résulte de ces expériences que |'efficacité de PCR pour ces
amorces est la méme pour tous les couples d’amorces (entre 90 et 93%).

La gPCR a proprement parler a été réalisée par la méthode du SyBrGreen, un marqueur
fluorescent qui s’incorpore aux genes amplifiés a chaque cycle du programme de PCR. 100
ng d’ADNc ont été déposés en duplicat dans chaque puit avec un tampon approprié (Fast
SyBrGreen Master mix 2x, Life technologies) avec 250 uM d’amorces et le programme de
PCR suivant a été réalisé : 95°C (20s) puis 45 cycles a 95°C (3s) — 60°C (30s).
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Résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en Ct puis normalisés avec la méthode du AACt qui
permet dans un premier temps de normaliser les résultats par rapport au géne de référence
puis entre les différents groupes. Les résultats sont exprimés sous la forme d’une valeur R
représentant le ratio d’expression (plus R est proche de 1 et plus I'expression du gene est
stable). Ces analyses ont été effectuées grace au logiciel REST (Pfaffl et al., 2002).
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Figure 63 : Surexpression du transcrit du gene codant pour le récepteur a I'insuline dans la MO
aprés 8 semaines de HFruD. Toutes les données sont présentées en moyenne + sem. Les histogrammes
blancs représentent les animaux sous régime Ctrl et les histogrammes noirs les animaux sous HFruD apreés 4
(n=3 pour chaque groupe) et 8 (n=4 pour ir-a et n=5 pour insr et ir-b dans chaque groupe) semaines de régime.
* . p<0,05 apres un test de randomisation avec réallocation appariée.

Il apparait tout d’abord que le HFruD ne modifie pas I'expression de ’ARNm du géne codant
pour le récepteur a linsuline ni de ses isoformes apres 4 semaines de régime
(respectivement p = 0,79, p = 0,46 et p = 0,96). En revanche, aprés 8 semaines de HFruD, une
surexpression de 'ARNm du gene codant pour le récepteur a l'insuline dans son ensemble
ainsi que pour la forme courte est retrouvée (de respectivement 55 et 65%, p<0,05 dans les
deux cas) mais pas pour la forme longue (p = 0,16) (Figure 63).

b. Expression protéique du récepteur a I'insuline dans la MO

Afin de savoir si 'augmentation de I'expression de I’ARNm du géne codant pour le récepteur
a 'insuline dans la MO se retrouvait au niveau de la protéine, I'expression du récepteur a
I'insuline a été mesurée par western blot. L'EO septal des animaux a été récupéré de la
méme facon que pour les expériences de biologie moléculaire et les tissus stockés a -80°C
avant usage. Les tissus ont ensuite été lysés dans un tampon approprié (RIPA + anti-
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protéases) et, aprés quantification de la quantité totale de protéines (kit DC Protein Assay,
Biorad), 100 ug de protéines ont été déposées sur un gel d’agarose 10%.

Aprés migration des protéines, transfert sur membrane de nitrocellulose et blocage dans
une solution contenant 5% de lait, les membranes ont été incubées pendant 16h a 4°C avec

un anticorps souris anti-IR au 1000°™® (Millipore) puis avec un anticorps secondaire mouton

anti-souris conjugué avec HRP (horseradish peroxidase, GE Healthcare) au 1000°™® pendant

1h a température ambiante. L’actine ayant été choisie comme protéine de référence, les
membranes sont ensuite incubées 1h a température ambiante avec un anticorps primaire

eme

souris anti-actine au 10000~ (Millipore) puis avec un anticorps secondaire mouton anti-

souris conjugué avec HRP (GE Healthcare) au 1000°™ pendant 1 h 3 température ambiante.
Les protéines marquées ont ensuite été visualisées par chimiluminescence (enhanced
chemoluminescence kit, GE Healthcare) et la densité des bandes de protéines analysée grace

au logiciel Image lab (Biorad).
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Figure 64 : Surexpression du récepteur a l'insuline dans la muqueuse olfactive aprées un HFruD. A.
Photos représentatives des bandes de protéines obtenues pour IR et pour I'actine. B. Quantification de la
densité des bandes de protéines marquées. Les données sont présentées en moyenne * sem. Les
histogrammes blancs représentent les animaux sous régime Ctrl aprés 4 (n=8) et 8 (n=9) semaines de régime et
les histogrammes noirs les animaux sous HFruD apres 4 (n=9) et 8 (n=8) semaines de régime. * : p<0,05 apres
un test de Mann-Whitney.

Une surexpression du récepteur a I'insuline est retrouvée dans la muqueuse olfactive apres 4
et 8 semaines de HFruD (p<0,05 dans les deux cas) (Figure 64). L'augmentation du niveau
des transcrits du géne codant pour IR est donc suivie d’'une augmentation de I’expression
protéique du récepteur. Aprés 4 semaines de HFruD, aucune régulation des transcrits du
géne insr n’avait été retrouvée alors qu’une augmentation de I'expression protéique de IR a
bien lieu dans la muqueuse olfactive. Il est possible que le faible nombre d’individus en
RTgPCR n’ait pas permis de mettre en évidence cette régulation ou que des phénoménes de
modifications post-traductionnelles ou de traduction locale puissent expliquer ces résultats.
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Le possible réle de I'insuline dans la muqueuse olfactive chez nos animaux diabétiques sera
discuté dans partie Vl.a de ce chapitre.

c. Expression d’un marqueur d’inflammation : ibal

Une possible inflammation du tissu a été étudiée par western blot (méme protocole que
pour IR) en utilisant un anticorps primaire chevre anti-ibal au 500°™ puis un anticorps
secondaire lapin anti-chévre conjugué avec HRP (Invitrogen) au 1000°"". En effet ibal est

une protéine spécifique des macrophages et est couramment utilisée en tant que marqueur

eme

de lI'inflammation (Imai et al., 1996).
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Figure 65 : Expression d’ibal dans la muqueuse olfactive aprés 4 et 8 semaines de HFruD. A. Photos
représentatives des bandes de protéines obtenues pour ibal et pour I'actine. B. Quantification de la densité
des bandes de protéines marquées. Les données sont présentées en moyenne + sem. Les histogrammes blancs
représentent les animaux sous régime Ctrl aprés 4 (n=9) et 8 (n=9) semaines de régime et les histogrammes
noirs les animaux sous HFruD aprés 4 (n=9) et 8 (n=9) semaines de régime.

Que ce soit aprés 4 ou 8 semaines de régime, aucune différence d’expression d’ibal n’a été
retrouvée entre les animaux contréle et HFruD (respectivement p = 0,57 et p = 0,51) (Figure
65). Il est possible qu’il n’y ait pas d’inflammation dans la muqueuse olfactive méme si
d’autres marqueurs inflammatoires pourraient étre testés. L'implication de I'inflammation
dans la muqueuse olfactive chez nos animaux diabétiques sera discutée dans la partie VI.b
de ce chapitre.

VI. Discussion et conclusions du chapitre

Il apparalt donc qu’un régime diabétogene enrichi en fructose induit des modifications
anatomiques et fonctionnelles au niveau de la muqueuse olfactive. Premierement, aprés 4
semaines de HFruD, I'amplitude de réponse de la MO apres stimulation olfactive est réduite
et les cinétiques de réponse sont plus lentes. Ces effets se retrouvent aprés 8 semaines de
HFruD et sont méme amplifiés. Ces résultats peuvent étre dus a une baisse du nombre
d’OSNs et / ou une diminution de I'activité électrique de chaque OSN pris individuellement.
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Le nombre d’OSNs dans la MO est plus élevé apres 8 semaines de HFruD. Cela est
probablement di a une baisse de I'apoptose dans le tissu alors que le taux de prolifération
cellulaire reste inchangé. Il est possible que des neurones vieillissants (qui seraient moins
fonctionnels) soient maintenus dans la MO au lieu de rentrer dans le programme
apoptotique. En revanche, apres 4 semaines de HFruD, aucune modification anatomique n’a
été retrouvée.

Au niveau du neurone individuel, I’activité électrique des OSNs en réponse aux odorants est
diminuée aprés 8 semaines de HFruD. De plus, les éléments de la cascade de transduction
sont affectés par le HFruD et I'excitabilité des OSNs est réduite. Cela est cohérent avec
I’hypothése que des neurones vieillissants seraient maintenus dans la MO. Si I'augmentation
du nombre d’OSNs semble, a premiére vue, contradictoire avec les résultats obtenus en
EOG, la diminution de I'activité des neurones individuels est suffisante pour expliquer la
baisse des signaux EOG. En revanche, il nous est impossible de savoir si ces neurones sont
moins fonctionnels parce qu’ils sont vieillissants ou pour une autre raison. Un marquage
avec du Brdu pourrait apporter un premier élément de réponse a cette question.

L’expression du récepteur a I'insuline est augmentée dans la MO apres 4 et 8 semaines de
HFruD. Au niveau des transcrits, seule I'expression du récepteur dans son intégralité et de
I'isoforme courte ir-a sont augmentées et uniquement apres 8 semaines de HFruD. |l semble
donc probable que les effets du HFruD dans la MO soient dus a I’hyperinsulinémie constatée
chez nos animaux diabétiques apres 4 et 8 semaines de HFruD. Quels pourraient étre les
mécanismes possibles de I'action de l'insuline sur ce tissu? Quels autres mécanismes
pourraient expliquer les effets anatomiques et fonctionnels du HFruD dans la muqueuse
olfactive ?

a. Implication de I'insuline ?

L'implication de l'insuline dans les changements constatés dans la muqueuse olfactive chez
nos animaux diabétiques est probable étant donnée I'augmentation de I'expression du
récepteur a l'insuline. Si, a premiére vue, il semble étrange qu’une élévation de la
disponibilité en insuline entraine une augmentation de I'expression du récepteur, il a déja
été prouvé que, aprés 48h de mise a jeun chez le rat, une augmentation de la quantité
d’insuline dans la muqueuse olfactive était retrouvée et était associée a une hausse du
nombre de récepteurs a l'insuline a haute affinité (Lacroix et al., 2008). En revanche, une
étude ultérieure menée par le méme groupe a prouvé que des rats rendus obeses et
diabétiques (par I'utilisation d’un régime enrichi en graisses et en sucres) manifestaient une
hyperinsulinémie ainsi qu’une diminution de I'expression du récepteur a l'insuline dans la
mugqueuse olfactive, a la fois au niveau des transcrits et de la protéine (Lacroix et al., 2015).
Cependant, le niveau d’insuline de la MO n’était pas mesuré dans ce modeéle.

Comment l'insuline présente dans la circulation générale parvient-elle a atteindre la
mugqueuse olfactive ? En effet la mugueuse olfactive contient a son p6le basal des jonctions
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serrées qui rendent impossible le passage de molécules depuis la circulation sanguine vers
les tissus de la MO (Hussar et al., 2002). Lacroix et collaborateurs en 2008 ont proposé que
I'insuline pourrait étre transportée dans le tissu via les récepteurs a l'insuline présents dans
les cellules endothéliales (Lacroix et al., 2008). En effet, un tel mécanisme a été prouvé au
niveau du bulbe olfactif (Banks et al., 1999). Une autre possibilité serait que linsuline
atteigne la lumiere de la cavité nasale via les glandes de Bowman, dont la base se situe en
profondeur dans la sous-muqueuse.

Chez I'humain, il a été mis en évidence que des patients DT2 ont une concentration
d’insuline plus élevée dans le mucus nasal que des sujets témoins (Henkin, 2010). De fagon
surprenante, les auteurs ont prouvé que chez des sujets sains et diabétiques, I'insuline dans
le mucus olfactif augmentait lorsque linsulinémie diminuait apres le jeune, ce qui est
cohérent avec ce qui se passe chez le rat (Lacroix et al., 2008). Le lien entre I'insulinémie et
la quantité d’insuline et I'expression de son récepteur dans la MO est donc loin d’étre clair. Il
serait intéressant de pouvoir doser la concentration en insuline de la MO chez nos animaux
HFruD. Cela étant dit, quelle que soit la voie d’entrée de I'insuline dans le tissu, quels sont
ses effets sur la muqueuse olfactive ?

Effets sur I'apoptose

L'insuline est un puissant facteur anti-apoptotique dans la muqueuse olfactive in vitro et in
vivo (Lacroix et al., 2011). In vivo, I'apoptose induite par bulbéctomie chez le rat est réduite
lorsque les animaux regoivent des instillations intranasales d’insuline entre 2 jours avant et 1
jour aprés la chirurgie. De fagon intéressante, cet effet anti-apoptotique in vivo a
principalement lieu au niveau de la couche des neurones olfactifs matures. In vitro,
I'apoptose est induite sur des cultures de cellules de la MO par déplétion du sérum et
traitement a I’étoposide. La aussi, I'insuline a un effet anti-apoptotique. L'insuline agit sur la
voie intrinseque en diminuant la phosphorylation (et donc l'activation) du facteur de
transcription p53. L'inhibition de ce facteur de transcription léve I'inhibition de la synthese
de BCL2, une protéine mitochondriale ayant un effet inhibiteur sur I'apoptose et inhibe
I'activation de la transcription de genes pro-apoptotiques (Mayo and Donner, 2001).

Nos résultats sont cohérents avec cette étude. Il est d’ailleurs intéressant de noter que les
effets anti-apoptotiques de l'insuline sont généralement médiés par I'isoforme courte du
récepteur IR-a (Denley et al.,, 2003), ce qui est également cohérent avec le fait que
I’expression du transcrit du gene codant pour IR-a est augmentée chez nos animaux HFruD
apres 8 semaines de régime mais pas aprés 4 semaines. De méme la baisse de I'apoptose
chez nos animaux n’a lieu qu’apres 8 semaines de HFruD.

L’effet anti-apoptotique de I'insuline pourrait étre médié par plusieurs voies de signalisation
intracellulaire. La PI3K, exprimée dans les OSNs (Ukhanov et al., 2010), peut activer Akt, qui
va soit inhiber Bad, ce qui va inhiber MMP (Brunet et al., 2001; Duronio, 2008), soit activer la
translocation de Mdm2 dans le noyau, ce qui va inhiber p53 et donc inhiber I'apoptose (en
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empéchant la transcription de nombreux facteurs pro-apoptotiques et en levant I'inhibition
de la transcription de facteurs anti-apoptotiques tel BCL2) (Mayo and Donner, 2001). Une
activation de BCL2 par la voie MAP Kinase est également possible (Deng et al., 2001), ce qui
entrainerait une inhibition de MMP et de |'apoptose (Figure 66).
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Figure 66 : Schéma présentant les possibles voies de signalisation anti-apoptotique pouvant étre
activées par l'insuline. Les fleches rouges représentent les voies pro-apoptotiques et les fleches vertes les
voies anti-apoptotiques. Les protéines encadrées en rouge sont celles pouvant étre impliquées dans I'effet anti-
apoptotique de I'insuline. Modifié d’aprés (Reed and Huang, 2004).

Effets fonctionnels

Les animaux sous HFruD présentent une diminution de lI'amplitude des réponses aux
odorants (octanol et acétophénone) en EOG. Les cinétiques de ces réponses sont également
plus lentes. Or il a été prouvé que I'amplitude de réponses en EOG apres stimulation avec
deux autres odorants (acétate d’isoamyl et citral) était réduite aprés application d’insuline
sur la MO (Lacroix et al., 2008). Une fois de plus cela est cohérent avec nos résultats. En
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revanche, dans cette étude, les cinétiques de réponses EOG n’étaient pas modifiées par
I"application d’insuline alors qu’elles sont plus lentes dans nos conditions.

Il est possible que les deux études ne soient pas comparables car les cinétiques étudiées ne
sont pas exactement les mémes. Ici, nous nous sommes intéressés aux temps d’attaque et
de repolarisation alors que Lacroix et collaborateurs étudiaient les pentes d’attaque et de
repolarisation. Dans nos conditions, les pentes de repolarisation rapide et lente ne sont pas
non plus modifiées par le HFruD (résultats non montrés).

Une autre étude a fait état d’'une diminution de I'amplitude des signaux EOG en réponse a
une stimulation avec de I'acétate d’isoamyl aprés application d’insuline (Savigner et al.,
2009). Les cinétiques de réponse n’étaient pas étudiées dans ces travaux. Nos résultats sont
donc cohérents avec I'effet attendu d’une application d’insuline sur la MO. Cependant, ces
études utilisent un protocole d’application d’insuline en aigu. Il est possible que I'application
d’insuline en aigu n’ait pas le méme effet qu’une insuline plus élevée de fagon chronique.

Dans nos conditions, il est probable que les effets fonctionnels au niveau de la muqueuse
olfactive soient dus a une diminution de I'activité électrique des OSNs individuels, puisque
cette derniere est diminuée aprés 8 semaines de HFruD chez nos animaux. A notre
connaissance, une seule étude s’est intéressée aux réponses des OSNs aprés application
d’insuline (Savigner et al., 2009). Il en résulte qu’apres application d’insuline, la fréquence de
décharge spontanée des OSNs est augmentée (pas de changements dans nos conditions). De
plus I'excitabilité des OSNs est augmentée. En effet le temps de latence avant I'apparition du
premier potentiel d’action est diminué ainsi que la valeur de l'intervalle inter-potentiels
d’action. Au contraire, nous avons mis en évidence chez nos animaux HFruD une diminution
de I'excitabilité des OSNs.

Concernant la réponse aux odorants, Savigner et collaborateurs ont mis en évidence une
diminution de I"'amplitude de la réponse des OSNs a l'acétate d’isoamyl. Ce résultat est
cohérent avec la baisse de I'amplitude de réponse des neurones MOR23 au lyral chez nos
animaux HFruD. Une fois de plus, les différences observées entre cette étude et la notre
peuvent s’expliquer par le fait que les effets d’une application directe d’insuline peuvent
étre différents des effets d’une exposition continue a l'insuline. Il est probable que cette
derniéere puisse induire a terme une insulino-résistance du tissu. Les mécanismes cellulaires
seraient alors dissemblables d’une étude a I'autre. Par conséquent, il serait intéressant de
tester l'insulino-résistance du tissu en réalisant des expériences d’EOG avec application
directe d’une concentration physiologique d’insuline sur des MO d’animaux aprés 8
semaines de HFruD.

Possibles mécanismes ?

Que les effets fonctionnels soient dus a une action directe de I'insuline ou a une insulino-
résistance du tissu, quels mécanismes cellulaires pourraient étre impliqués ? L’'insuline peut
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agir sur la régulation génique par l'intermédiaire de la voie MAP Kinase (Kim and Feldman,
2012) ou par I'intermédiaire de la voie PI3K / Akt (Khanh et al., 2014). Une activité plus ou
moins importante de ces voies pourrait donc avoir une influence sur la synthése de plusieurs
effecteurs de la voie de transduction olfactive. Il serait alors intéressant d’étudier
I’expression de ces derniers par RTqPCR sur cellule unique.

La mise en place d’une insulino-résistance du tissu pourrait entrainer des régulations
différentes de I'activité des OSNs. Il a été prouvé, in vitro, que pendant I’hyperinsulinémie
durant la mise en place de l'insulino-résistance, I'activité de la voie Akt était diminuée dans
une culture de cellules neuronales périphériques (neurones du DRG) (Kim et al., 2011). En
plus d’agir sur la régulation génique, d’autres mécanismes pourraient ainsi expliquer nos
résultats en patch-clamp.

Dans les tissus périphériques, l'insuline est connue pour induire la translocation du
transporteur au glucose GLUT4 a la membrane de la cellule via I'activation de la voie Akt
(Kim and Feldman, 2012). De méme, il a été prouvé que la translocation de GLUT4 par
I'insuline était médiée par la voie PI3K / Akt dans les neurones de I'hippocampe (Grillo et al.,
2009). De plus, I'expression de GLUT4 a été montrée au sein de la muqueuse olfactive
(Lacroix et al., 2015) et elle est augmentée chez des rats obeses et hyperinsulinémiques.
Cependant, le r6le exact de GLUT4 dans le systéme nerveux restant encore a élucider (Ren et
al., 2014, 2015), il est difficile d’émettre une hypothése sur le role de cette protéine dans la
MO.

Une autre hypothese probable serait une modification de I'activité mitochondriale. En effet,
I'insuline est connue pour i) agir sur la régulation des genes mitochondriaux via la voie Akt,
ii) jouer un réle dans la synthese des protéines mitochondriales et iii) stimuler la production
d’ATP (Cheng et al., 2010). Tout d’abord une baisse de la production d’ATP par les neurones
pourrait entrainer une diminution de la réponse des OSNs aux odorants car ’AMPc (essentiel
pour la transduction olfactive) est produit a partir de I’ATP par I’ACIII (Lowe et al., 1989).

Une autre étude a prouvé que le calcium mitochondrial est essentiel dans les dynamiques de
réponses des OSNs et régule la décharge des potentiels d’action (Fluegge et al., 2012). En
effet un canal perméable au Ca** au sein des mitochondries assure la libération et la
clairance rapide du Ca’* intracellulaire au niveau des boutons dendritiques. De plus, apres
une stimulation odorante, les mitochondries se concentrent au niveau du bouton
dendritique ou leur activité semble essentielle dans les réponses des OSNs a une stimulation
odorante. Une baisse de la synthése du canal Ca®* ou des protéines responsables de la
mobilité mitochondriale pourrait donc étre impliquée dans les changements fonctionnels
constatés chez nos animaux HFruD. Il serait donc intéressant d’étudier l'activité et la
mobilité des mitochondries chez nos animaux HFruD (activité de I’ATPase, Mito Tracker).

Si certains de ces mécanismes s’appliguent uniquement aux neurones, linsuline (ou
I'insulino-résistance) pourrait aussi agir sur d’autres types cellulaires dans la MO, telles que

137



les cellules de soutien qui expriment également le récepteur a I'insuline (Lacroix et al., 2008).
Ces dernieres étant connues pour moduler la sensibilité aux odeurs (Hegg et al., 2003), il
n‘est pas impossible qu’elles soient impliquées dans les mécanismes sous-tendant nos
résultats expérimentaux.

En résumé, l'insuline (ou la résistance a I'insuline) pourrait agir de nombreuses fagons sur la
muqueuse olfactive dans nos conditions expérimentales afin d’expliquer les effets
anatomiques et fonctionnels du HFruD chez nos animaux (Figure 67).
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Figure 67 : Schéma simplifié de I'implication possible de I'insuline dans les effets anatomiques et fonctionnels constatés aprés 8 semaines de HFruD chez

la souris. Les fleches bleues représentent la voie MAP Kinase et les fleches noires la voie PI3K / Akt. Les fleches en pointillés représentent une action indirecte.
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b. Autre mécanismes

Si les actions connues de l'insuline sur la muqueuse olfactive sont cohérentes avec nos
résultats, d’autres mécanismes pourraient également expliquer ces derniers, parmi lesquels
une action directe du glucose, une action endocrine médiée par une autre hormone ou
neuropeptide ou encore un processus inflammatoire.

Effets de I’hyperglycémie

Plusieurs transporteurs au glucose sont présents au sein de la MO : GLUT1 au niveau des
OSNs, des cellules de soutien et des glandes de Bowman, GLUT3 au niveau des cellules de
soutien et des glandes de Bowman (Nunez-Parra et al., 2011) et GLUT4, bien que I'on ignore
dans quel type cellulaire il est exprimé (Lacroix et al., 2015). Pour I'heure, il n’a pas été
prouvé que les OSNs soient capables de moduler leur activité électrique en réponse au
glucose comme c’est le cas dans le bulbe olfactif (Tucker et al., 2010; Al Koborssy et al.,
2014).

Cependant, I'hyperglycémie dans le systéme nerveux périphérique est connue pour avoir
des effets délétéres. Tout d’abord, lorsqu’on parle d’hyperglycémie et de neurones, les
neuropathies diabétiques viennent tout de suite a I'esprit (Sajic, 2014; Sandireddy et al.,
2014). Cependant ces pathologies apparaissent tardivement dans le DT2 et touchent d’abord
les neurones émettant les axones les plus longs (Forbes and Cooper, 2013). Une fois de plus,
nous nous situons dans une phase précoce du DT2 et les axones des OSNs sont loin de faire
partie des plus longs axones du systeme nerveux. Il est aussi a noter qu’une étude chez le rat
a mis en évidence l'absence de développement de neuropathie diabétique apres 16
semaines de HFruD (Patel et al., 2009). Il est donc peu probable que la mise en place d’'une
neuropathie diabétique dans la MO puisse expliquer nos résultats.

Cependant, méme sans neuropathie diabétique, I’hyperglycémie dans le systéme nerveux
périphérique est connue pour étre un facteur pro-apoptotique (Russell et al., 1999;
Schmeichel et al., 2003; Leinninger et al., 2006). Cela semble en contradiction avec la
diminution de I'apoptose constatée apreés 8 semaines de HFruD chez nos animaux. Il est
possible que d’autres facteurs anti-apoptotiques contrebalancent cet effet de
I’hyperglycémie (comme l'insuline par exemple).

L'hyperglycémie est aussi connue pour diminuer la conduction nerveuse ainsi que la
régénération axonale (Tomlinson and Gardiner, 2008). Cependant, ces effets sont limités aux
axones et ne peuvent expliquer la diminution de la capacité de transduction des OSNs
constatée en patch-clamp sur nos souris diabétiques.

En revanche, I'hyperglycémie induit des dysfonctionnements mitochondriaux dans les
neurones, entrainant une perturbation de la production d’ATP ainsi que de ’homéostasie du
Ca** dans la mitochondrie (Verkhratsky and Fernyhough, 2008), ces deux processus pouvant
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avoir un impact sur la transduction olfactive. L’hyperglycémie est aussi connue pour
augmenter la production d’especes réactives de |'oxygéne (Nishikawa et al., 2000),
lesquelles peuvent avoir de nombreux effets déléteres sur la cellule et agir sur la
signalisation cellulaire (Nemoto et al., 2000; Le Bras et al., 2005; Rochette et al., 2014).

Autres hormones ou peptides impliqués dans le métabolisme

Mise a part l'insuline, d’autres facteurs métaboliques sont connus pour avoir une influence
sur la muqueuse olfactive (Palouzier-Paulignan; Lacroix et al., 2012). La leptine, a I'instar de
I'insuline, augmente |’activité spontanée et |'excitabilité des OSNs mais diminue leur réponse
a une stimulation olfactive (Savigner et al., 2009). Cependant, I'absence de changement de la
Iéptinémie chez nos animaux HFruD fait qu’un réle directe de cette hormone semble peu
probable ici.

Le NPY joue un rble protecteur dans la muqueuse olfactive. En effet, des souris KO pour le
récepteur au NPY, Y1, présentent une diminution du nombre total d’'OSNs (Doyle et al.,
2008). De plus, le NPY joue un réle anti-apoptotique dans la muqueuse olfactive (Montani et
al., 2006). Si ces effets sont cohérents avec les changements anatomiques constatés chez
nos animaux diabétiques, le NPY est aussi connu pour augmenter I'amplitude de réponse en
EOG (Negroni et al., 2012), ce qui semble contradictoire avec nos résultats. Bien sdr, il est
parfaitement possible que les changements anatomiques et fonctionnels produits par le
HFruD soient le résultat de I'action de plusieurs facteurs différents.

Réle de I'inflammation

Un role de l'inflammation dans la muqueuse olfactive est possible car les processus
inflammatoires sont fortement liés au développement du DT2 (Hameed et al.,, 2015) et
I'inflammation au niveau cérébral est augmentée dans le DT2 et induit des effets déléteres
sur le systeme nerveux central (Cai, 2013; Purkayastha and Cai, 2013).

Dans notre modele, aucune élévation du marqueur de macrophages ibal n’est retrouvée
chez les animaux HFruD. Dans une étude récente, Thiebaud et collaborateurs ont mis en
évidence une augmentation de I'expression d’ibal dans la muqueuse olfactive de souris
nourries avec un western diet (Thiebaud et al., 2014). Une fois encore, ces souris présentent
un phénotype obése mais ne sont ni hyperglycémiques ni intolérantes au glucose. Il est donc
probable que la hausse de I'expression d’ibal chez ces animaux soit reliée a I'obésité.

Dans une autre étude récente, des rats nourris avec un western diet et présentant un
phénotype de syndrome métabolique (obésité, hyperglycémie et hyperinsulinémie a jeun)
ne montrent pas de changement d’expression de marqueurs d’inflammation (TNFa, IL-6 et
CD11c) (Lacroix et al., 2015). Le lien entre les maladies métaboliques et une possible
inflammation au niveau de la muqueuse olfactive est donc encore loin d’étre établi.
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En conclusion de ce chapitre, des souris nourries pendant 8 semaines avec un régime enrichi
en fructose présentent des altérations anatomiques et fonctionnelles de la muqueuse
olfactive. Si les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore élucidés, un role de I'insuline
(ou de la résistance a l'insuline) est fortement suspecté, bien qu’on ne puisse exclure
d’autres mécanismes plausibles (en particulier un réle de I'hyperglycémie).
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Conclusions et
perspectives



En résumé, un régime enrichi en fructose induit un phénotype diabétique chez la souris ainsi
que des déficits olfactifs causés, en partie, par des perturbations anatomiques et
fonctionnelles dans la muqueuse olfactive.

De fagon un peu plus détaillée, 8 semaines de HFruD entrainent un diabéte précoce,
caractérisé par une hyperglycémie et une hyperinsulinémie a jeun ainsi qu’une intolérance
au glucose. Au niveau comportemental, les souris HFruD font preuve d’une diminution de
leurs capacités olfactives globales pour une odeur de nourriture ainsi que d’une altération
de leurs capacités de discrimination olfactive. Au sein de la muqueuse olfactive, ces souris
présentent une hausse du nombre de neurones sensoriels olfactifs et une baisse de
I’'apoptose ainsi qu’une diminution de I'activité électrique du tissu et des neurones en eux-
mémes. L'augmentation de I'expression du récepteur a l'insuline laisse penser a une action
possible de I'insuline ou a une mise en place d’une insulino-résistance de la MO.

Premiérement, la baisse de la capacité de réponse aux odorants des OSNs et de la MO est
cohérente avec les résultats de la partie comportementale. En effet, des difficultés au niveau
de la chémoréception pourraient expliquer a elles seules la diminution de l'acuité des
animaux dans la tache du buried food. En revanche, il est plus difficile d’établir un lien direct
entre les perturbations de I'activité de la MO et 'altération des capacités discriminatives des
souris. Il est plus que probable que les troubles olfactifs constatés chez les souris HFruD
soient dus a une modulation centrale.

A l'issue de ce travail de these, ’hypothése la plus probable afin d’expliquer les mécanismes
sous-jacents des perturbations anatomiques et fonctionnelles de la MO est une action de
I'insuline ou la mise en place d’une résistance a l'insuline. Une action de I’hyperglycémie, si
elle n'est pas cohérente avec lintégralité des résultats, serait également une piste
intéressante a étudier. Pourquoi ces deux modalités en particulier ?

Tout d’abord, les souris HFruD présentent une hyperglycémie et une hyperinsulinémie a
jeun. Le glucose et l'insuline pourraient donc atteindre le systéme olfactif et y jouer un réle
crucial. Dans le chapitre précédent, j'ai explicité les potentiels effets que ces deux molécules
pourraient avoir sur la muqueuse olfactive mais une action au niveau du bulbe est encore
plus probable.

Le bulbe olfactif est I'endroit du cerveau contenant le plus d’insuline (Baskin et al., 1983) et
de récepteurs a l'insuline (Hill et al., 1986). De plus, il a été prouvé que l'activité du BO était
modifiée en réponse a l'insuline (Tucker et al.,, 2010; Fadool et al., 2011). De méme, les
neurones du BO peuvent moduler leur activité en réponse au glucose (Tucker et al., 2010; Al
Koborssy et al.,, 2014). Il est donc plus que probable que, dans nos conditions, des
changements anatomiques et / ou fonctionnels surviennent dans le bulbe olfactif et
participent a la baisse des capacités olfactives de nos souris HFruD. L'étude de I'effet du
HFruD au niveau du BO est donc l'une des perspectives les plus prometteuses a envisager
pour la suite de ces travaux.
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Au niveau comportemental, l'insuline est également connue pour diminuer I'acuité olfactive
des rats, aussi bien pour une odeur neutre que pour une odeur de nourriture (Aimé et al.,
2012). Une autre étude, au contraire, a fait état d’'une amélioration des capacités
discriminatives de souris ayant recu une administration intranasale d’insuline (Marks et al.,
2009). Cependant, dans cette étude les souris exploraient plus un nouvel objet dans un test
de reconnaissance d’objet, ce qui laisse supposer un effet de linstillation intranasale
d’insuline sur les capacités mnésiques des animaux et rend difficile de conclure sur les tests
basés sur I'olfaction. Il est, de toute fagcon, connu que I'administration intranasale d’insuline
augmente la mémoire de travail aussi bien chez I'animal que chez I'étre humain (Benedict et
al., 2011).

Un autre point intéressant de cette étude est le fait que le DT2 en lui-méme soit suffisant
pour induire des modifications anatomiques, fonctionnelles et comportementales dans le
systeme olfactif. Comme je I'ai discuté dans le chapitre 2, cela semble en contradiction avec
les études chez I'étre humain qui pointent plut6t du doigt le role de pathologies secondaires
au DT2 dans le développement des altérations de I'olfaction chez les patients (Naka et al.,
2010; Brady et al., 2013; Gouveri et al., 2014). Cependant, il est parfaitement possible que la
baisse de I'acuité olfactive dans notre étude et dans les études citées précédemment ne soit
pas due aux mémes mécanismes. L'absence de données sur des patients en début de
pathologie (ce qui est plut6t logique car ils ne sont pas encore diagnostiqués) rend difficile la
comparaison avec ce qui se passe chez I’étre humain. Il serait donc intéressant de poursuivre
I’étude sur la MO (et sur le BO) en utilisant une durée de régime beaucoup plus longue (et
donc d’avoir des souris ayant développé des pathologies secondaires au DT2).

Quel peut-étre I'effet de I'altération de I'olfaction chez des animaux (ou des individus) en
début de DT27? Il est possible que cette baisse des capacités olfactives participe a
I'aggravation du phénotype diabétique. En effet, nous avons vu dans le chapitre 2 de
I'introduction que I'olfaction joue un réle important dans le contréle de la prise alimentaire.
L'olfaction peut moduler la quantité de nourriture ingérée (Miro et al., 1980, 1982; Séguy
and Perret, 2005) mais également le plaisir ressenti en mangeant (Rolls et al., 1984;
Sgrensen et al., 2003) ou, de facon générale, la facon de s’alimenter (Meguid et al., 1993,
1997).

Dans nos conditions, la prise alimentaire des animaux HFruD n’est modifiée que durant les
deux premieres semaines de régime puis n’est plus différente de celle des animaux contréle.
Cependant, il est possible que la facon de s’alimenter des animaux soit différente. Dans une
étude récente, Lacroix et collaborateurs ont fait état que des rats ayant recu un régime
enrichi en graisses et en sucre pendant 6 ou 12 semaines présentaient un comportement
alimentaire perturbé, le pourcentage de nourriture ingérée par ces animaux durant la
période diurne augmentant d’environ 20% (Lacroix et al., 2015). Ces animaux présentaient
aussi une baisse de leurs capacités olfactives. Cependant, cette derniére n’étant testée, au
plus tét, qu’aprés 11 semaines de régime, il est difficile de savoir si la modification du
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comportement alimentaire constatée chez ces animaux est due au régime en lui-méme, a
ses effets physiologiques ou a I'altération des capacités olfactives des animaux.

En conclusion, 8 semaines de régime enrichi en fructose induisent un DT2 précoce chez la
souris ainsi que des déficits olfactifs causés, en partie, par des changements anatomiques et
fonctionnels au sein de la muqueuse olfactive. Cette altération des capacités olfactives des
animaux pourrait aggraver le phénotype diabétique en participant a la dérégulation du
comportement alimentaire.
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