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Résumé

Au cours de sa vie, un individu sur cing sera touché par la dépression. Cette pathologie est la
principale cause d’incapacité mondiale. Malgré I’existence de traitements pharmacologiques, 30 a 50
% d’individus déprimés ne répondent pas aux antidépresseurs. Ce faible taux souligne 1’importance
d’étudier des approches thérapeutiques novatrices qui ciblent les systémes biologiques comme 1’axe
intestin-cerveau ou encore I’utilisation de stratégies préventives. Le stress chronique est un
contributeur majeur au développement de la dépression et est associé a une activation de la réponse
inflammatoire. Cette derni¢re affecte directement 1’intégrité de la barriére intestinale, plus
particulierement la couche de cellules épithéliales interconnectées par les jonctions serrées qui

tapissent I’intestin, régulant la perméabilité intestinale.

Pour valider I’efficacité des stratégies préventives et d’étudier les effets du stress chronique sur
I’intégrité intestinale, nous utilisons le modele murin de la défaite sociale qui mime 1’intimidation par
les pairs. Pendant 10 jours, des souris males sont mises en contact avec un agresseur et en contact
sensoriel. Ensuite, les sujets passent un test d’interactions sociales pour déterminer le phénotype
comportemental face au stress, soit la susceptibilité ou la résilience. Pendant la défaite, elles sont
exposées a un environnement enrichi ou de 1’exercice physique, qui reproduit les stratégies
préventives, favorisant la résilience face au stress. Les tissus intestinaux sont récoltés pour I’analyse
transcriptionnelle et morphologique des protéines de jonctions serrées pour vérifier les changements

de la barriére intestinale.

Les stratégies préventives augmentent la proportion de souris résilientes. Au sein de cette population,
I’expression des protéines de jonction serrée de I’intestin montre une adaptation moléculaire reliée a
une diminution du stress chronique, ce qui suggere que 1’intégrité de la barriere intestinale pourrait
jouer un réle clé dans la réponse au stress. Ces changements physiologiques pourraient prévenir les

symptdémes dépressifs et favoriser de nouvelles modalités thérapeutiques pour traiter la dépression.



Abstract

Throughout life, one in five individuals will be affected by major depressive disorder (TDM). This
disorder is the main cause of disability worldwide. Even though pharmacological treatment is
available, only 30 to 50 % of depressed patients completely remit, suggesting that novel therapeutic
approach targeting biological systems such as the gut-brain axis or preventive strategies should be
studied. Chronic stress is the main contributor to the development of TDM and is associated with
activation of inflammatory responses. This in return affects gut barrier (BI) integrity, more
specifically the intestinal cell epithelium interconnected by tight junction proteins, regulating gut
permeability.

To validate efficacy of preventive strategies and study chronic stress effect on gut barrier integrity,
we used a murine model of chronic social defeat stress (CSDS) which mimics intimidation. For 10
days, male mice are put in contact with a novel aggressor and after in sensory contact. After, animals
are subjected to the social interaction test to determine behavioral phenotype, either susceptibility or
resilient to stress. During the defeat, mice have access to enrich environment (EE) or voluntary wheel
running (VWR), which reproduced preventive strategies. Intestinal tissue is collected for
transcriptional analysis and morphological evaluation of tight junction protein to study intestinal

barrier changes.

Preventive strategies increase resilient mouse population. Expression of tight junction protein in the
jejunum show molecular adaptation related a dampened stress response, suggesting that integrity of
Bl could play a key role in response to chronic stress. These physiological changes could prevent

depressive symptoms and may open new alternatives in treatment of depression.
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Introduction

1.1 Dépression

Bien avant notre temps, la dépression était caractérisée sous d’autres termes. Chez les Grecs, sous la
plume de Polybe, un disciple d’Hippocrate, on qualifiait déja la bile noire comme étant représentatrice
du tempérament mélancolique®. Chez les Perses, la mélancolie et le phrénite, le sentiment physique
d’inflammation, étaient déja bien caractérisés®. Le mal-étre a souvent été une maladie qui était
attribuée a la folie, et donc le fardeau revenait a I’individu plutét qu’a une conséquence
biopsychosociale®. Un peu plus prés de nous, les travaux de Freud et Meyer ont permis de mieux
cerner les critéres diagnostiques de la dépression. Freud a relié I’idée que la mélancolie provenait de
la perte d’un objet aimé et que les conséquences affectaient profondément la psyché . Meyer pour sa
part utilisait une approche biosociale pour déterminer que la dépression provenait plutot d’un trouble
a part entiére de la mélancolie et que celle-ci devrait étre différenciée pour faciliter son diagnostic®.
En 1980, le manuel diagnostique des troubles mentaux (DSM-III) se verra bonifier de criteres
diagnostiques du trouble dépressif majeur (TDM). Ceci permettra une meilleure prise en charge des
patients atteints de la dépression et facilitera la déconstruction du stigmate associé a la dépression.

De nos jours, la dépression est définie comme un trouble de santé mentale qui diminue
considérablement le fonctionnement d’un individu. Au cours de sa vie, une personne sur cinq dans le
monde souffrira du trouble dépressif majeur®. Au Canada, la prévalence annuelle d’étre touché par
un évenement dépressif est de 5,4%’. D’autre part, 11% des hommes et 16% des femmes sont a risque
de souffrir de dépression au cours de sa vie’. Récemment, ’'OMS a décrété qu’elle était la principale

cause d’incapacité mondiale et que plus de 300 millions d’individus en sont affectés ®®

1.2 Etiologie
1.2.1 Symptémes

Le trouble dépressif majeur se caractérise par de la tristesse sévére, la perte de plaisir et/ou d’intérét,
la dévalorisation de soi, I’irritabilité, I’idéation suicidaire, la fluctuation de I’appétit et le sommeil
dérangé®. Les causes biologiques et psychosociales de la dépression sont hétérogenes. Du point de
vue biologique : la génétique, la déplétion de neurotransmetteurs, la suractivation de I’axe
hypothalamo-pituitaire-adrénalien (HPA), des dysfonctions immunologiques, la perte de volume de
I’hippocampe ou la perturbation des cycles du sommeil°. Du coté psychosocial, les volets cognitifs,
psychodynamiques et I’environnement dans lequel I’individu évolue sont des éléments d’importance.
Par exemple, une vision négative de soi-méme, une estime de soi diminuée, des problémes

d’attachement et I’effet de I’environnement sur le développement psychosocial sont des variables a



prendre en compte!!. Lorsqu’une personne subit du stress de fagcon prolongée elle sera alors plus

susceptible a développer un comportement dépressif'?.

Plusieurs facteurs de risques sont impliqués dans la prévalence du TDM. D’emblée, les femmes ont
2 a 3 fois plus de chance de développer le TDMS®. Ensuite, I’impact de 1’historique familial, comme
la présence de TDM, les tentatives de suicide, les suicides et 1’abus de substance chez la parenté
contribuent a la prévalence®. Puis, les expériences du passé comme I’abus et la négligence influencent
les traits de personnalité et les perceptions. Finalement, les stresseurs de la vie quotidienne comme le
travail, les finances, le statut socio-économique, le groupe d’appartenance et de support ont leur
apport dans le du développement TDM™®,

1.2.2 Diagnostic

Le diagnostic du trouble dépressif majeur se fait par 1’évaluation de la sévérité des symptomes
dépressifs par les critéres diagnostiques du DSM-V et par I’évaluation du degré de fonctionnement
ainsi que la détresse anxieuse par le questionnaire sur la santé du patient (QSP-9) par le médecin
traitant. En soi, le DSM-V a défini des criteres qui permettent de diagnostiquer un trouble dépressif.
Le premier critére est rempli s’il y a la présence d’au moins 5 symptomes suivants pendant deux
semaines consécutives : I’humeur dépressive et/ou une perte d’intérét dans les activités du quotidien,
une perte ou un gain de poids significatif, une diminution de la qualité du sommeil, une agitation ou
une lassitude du point de vue psychomoteur, la perte d’énergie, le sentiment d’étre inutile, la perte de
concentration et la récurrence d’idéation suicidaire. Le deuxiéme critére stipule que les symptomes
doivent causer une détresse clinique significative ou une dysfonction sociale et/ou occupationnelle.
Les trois autres critéres vérifient que le trouble mental n’est pas dii & une autre problématique comme

la consommation de drogue, la schizophrénie ou la bipolarité °.

1.2.3 Traitements actuels

Les traitements actuels sont diversifiés et peuvent étre introduits en prévention ou en réaction a
I’apparition du trouble dépressif. Dans la prévention, un environnement favorable, la méditation
pleine-conscience et ’augmentation de Iactivité physique peuvent avoir des effets protecteurs+2°.
Ensuite, en premiére ligne réactive le patient peut avoir accés a une prescription a de la médication et
a la psychothérapie pour diminuer les symptémes dépressifs et travailler sur la reconstruction de ses
schémes mentaux. Dans les cas plus sévéres, I’intervention d’un psychiatre peut permettre la
modulation des doses médicamenteuses ou encore d’effectuer des techniques de stimulation du

cerveau qui sont encore en phase expérimentale.



L’administration chronique d’antidépresseurs repose sur [’hypothése du débalancement
monoaminergique. Celle-ci stipule que la pathophysiologie de la dépression est reliée a un
débalancement des neurotransmetteurs liés a trois systemes chimiques d’intérét dans le cerveau : la
norépinéphrine, la dopamine et la sérotonine (fig. 1)’. La norépinéphrine (et 1’épinéphrine) est reliée
aux retards psychomoteurs comme 1’effet 1éthargique ou la fatigue intense ressentie chez les patients
dépressifs'®, La baisse de concentration dopaminergique est plutot reliée a ’anhédonie, soit la perte
de plaisir et de motivation et la capacité a rechercher des expériences qui ménent au plaisir'®?, La
sérotonine est impliquée dans la gestion des émotions et la régulation des fonctions limbiques et plus
particulierement des émotions tristes?’. A ce jour, trois classes d’antidépresseurs sont utilisées: les
inhibiteurs de la monoamine-oxydase (MAOI), les antidépresseurs tricycliques et les inhibiteurs de
recapture. Les deux premiers ont été utilisés pour favoriser la production de norépinéphrine ce qui a
eu pour effet d’augmenter les concentrations d’épinéphrine et permettre une réduction des symptdmes
dépressifs?. Toutefois, leur utilisation méne a des effets secondaires séveres comme la perte
d’appétit, une perte de libido et des problémes de sommeils. En parallele, la découverte des
inhibiteurs de capture de la sérotonine (SSRI) a permis d’établir une troisiéme classe
d’antidépresseurs. Les SSRI se lient aux transporteurs pour empécher la recapture de la sérotonine,
ce qui fait qu’elle reste plus longtemps dans la fente synaptique et augmenter son efficacité a moduler
I’activité du neurone récepteur. Il est a noter que 1’effet neurologique des antidépresseurs est presque
instantané, toutefois I’amélioration de I’humeur dépressive prend plusieurs semaines avant d’étre
observable chez les patients traités et comporte des effets secondaires comme la dysfonction sexuelle,

la somnolence et le gain de poids?3.

Toutefois, on note que pres de 50% des patients déprimés ne répondent peu ou sont résistants aux
traitement par les antidépresseurs et que seul 30 a 35% des adultes dépressif subissent une rémission
avec les approches thérapeutiques, laissant environ deux tiers des gens dépressifs avec un trouble
mental qui n’est pas traité adéquatement®* %, Ceci indique que I’utilisation de questionnaire et la
prescription de médicaments basés sur I’hypothése monoaminergique ne permettent pas le traitement
de I’entiéreté du désordre mental. En bref, la dépression s’inscrit dans un éventail beaucoup plus large
qui nécessite une meilleure compréhension des systémes biologiques et de I’utilisation de stratégies

préventives qui pourraient mitiger les implications physiopathologiques de la dépression?2.
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Figure 1. Rdles émotionnels reliés aux monoamines.

Les neurotransmetteurs sont associés a des humeurs spécifiques dans la littérature moderne. Les traitements
actuels font intervenir le balancement de ces monoamines dans un objectif de rétablir les humeurs. Adapté de
Liu et al., 20187,

1.3 Implication du stress chronique dans la pathogenese dépressive

1.3.1 Réponse physiologique au stress
Dans les derniéres années, une panoplie d’évidences pointe vers un lien entre stress chronique, la
réponse immunitaire déréglée et la dépression qui est mieux caractérisée?®?-%  Bien avant
I’anthropocene, la réponse au stress était nécessaire pour survivre en nature. Ce mécanisme s’est vu
conservé au sein de 1’évolution puisqu’il a permis a nos ancétres de répondre a des agresseurs ou
encore de se mettre a ’abri en cas de blessure®. Le stress est une réponse a I’environnement qui
permet une adaptation neuronale, moléculaire et humorale dans le but de s’adapter et de I’outrepasser.
La réponse au stress fait intervenir le systéme nerveux autonome (SNA) et I’axe HPA. Le SNA
constitué du systéeme nerveux sympathique et parasympathique qui active les fonctions
cardiovasculaires, les organes viscéraux et la médulla surrénale®. Cette derniere est responsable du
relachement de 1’épinéphrine dans la circulation qui permet la mobilisation des systemes biologiques
et d’activé la réponse fuite ou combat®, Dans I’axe HPA, ’hypothalamus regoit principalement les
signaux afférents du nerf vague et communique avec la glande pituitaire antérieure (GPA) par
l’intermédiaire d’hormones (fig. 2)®. Lorsqu’il y a un stresseur, ’hypothalamus relache la
corticotrophine (CRH) qui stimule production de 1’adrénocorticotrophine (ACTH) dans la GPA.
L’ACTH est relachée dans la circulation jusqu’au cortex des glandes surrénales qui relache les

glucocorticoides (GC). Les glucocorticoides sont des composés stéroidiques qui ont pour role de



mobiliser I’énergie disponible et d’inhiber les fonctions immunes®*. Un GC bien connu chez I’humain
est le cortisol. Les GC relachés dans la circulation inhibent la réponse inflammatoire par trois
mécanismes distincts. Premiérement, quand les récepteurs a glucocorticoides (GR) recoivent leur
ligand, les GC, ils s’activent et le GR subit un changement de conformation®. Ce dernier permet la
translocation du cytoplasme vers le noyau de la cellule et les GR peuvent se lier aux séquences
promotrice de genes pro-inflammatoire et inhiber leur expression®. Deuxiemement, I’activation des
GR méne a I’induction de genes anti-inflammatoires qui inhibe le facteur nucléaire kappa-B (NF-
kB), un facteur de transcription, et bloque sa cascade inflammatoire®. Troisiemement, NF-«xB et AP-
1, des facteur de transcription, ont un effet antagoniste qui inhibe les interactions protéine-protéine3.
Lorsque le corps s’adapte au stresseur ou a son environnement, les GC produisent une rétro-inhibition

de la production de CRH et d’ACTH ce qui permet de terminer la réponse au stress.
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Figure 2. L'axe intestin-cerveau dans la réponse physiologique au stress.

Les éléments externes a l'individu comme les facteurs environnementaux et les stresseurs de la vie quotidienne
influencent l'axe HPA, la production de glucocorticoides et le systéme immunitaire. Les stresseurs
communiquent par les afférences vagales jusqu'a I'nypothalamus qui relache des hormones (CRH, ACTH) qui
activent la glande pituitaire antérieure (GPA). L'ACTH se lie aux glandes surrénales permet le relachement des
glucocorticoides, comme le cortisol, dans la circulation systémique. Adapté de Morais et al., 20213,



1.3.2 Inflammation

D’autre part, les stresseurs externes sont reconnus pour activer le systéme immunitaire, la réponse
inflammatoire et la production de cytokines pro-inflammatoires (fig. 2)% De facon générale, la
réponse immunitaire est importante pour contrer les agressions de 1’environnement extérieur au corps
comme les pathogénes ou encore les dommages cellulaires. Le systéme immunitaire est composé du
systeme inné et du systeme adaptatif. L’ immunité innée représente les premiéres lignes de défense de
I’organisme. On le reconnait par les barriéres physiques comme les muqueuses, par les barriéres
chimiques comme le faible pH et la présence de mucus, et par la série de cellules immunitaires
hématopoiétiques comme les granulocytes, les monocytes, les cellules dendritiques et les neutrophiles
qui dérivent de la moelle osseuse®’. Ces cellules possédent des récepteurs qui permettent de détecter
les pathogenes ou les dommages cellulaires. L’activation du bras cellulaire de I’immunité innée meéne
a une réponse rapide qui stimule la sécrétion de médiateurs inflammatoires qui permettent le
recrutement de cellules immunitaires au site d’infection ou de dommage et le relachement subséquent
de signaux d’alarme, des cytokines pro-inflammatoires, par les macrophages et cellules
dendritiques®. Lorsque la réponse innée n’est pas spécifique pour éliminer la cause de la réponse
inflammatoire, ’immunité adaptative entre en jeu. Cette derniere est assurée par les lymphocytes T
et B qui produisent une réponse adaptée a I’agent pathogéne qui affecte I’organisme. L’ immunité
cellulaire est assurée par les lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques qui permettent le recrutement
efficace d’effecteurs au site d’infection par la sécrétion de cytokines, la sélection de la réponse
adéquate au site d’infection et la formation d’un regroupement de cellules mémoires dans le cas d’une
réinfection. L’immunité humorale, exercée par I’intermédiaire d’anticorps, est médiée par les
lymphocytes B qui produisent une cascade d’antigéne neutralisant les envahisseurs, leur opsonisation
subséquente et la production de cellules mémoires qui permet une réponse adaptative efficace en cas
de réinfection. Dans le contexte de la prise de parole en public, Woody et al. ont montré qu’une
réduction dans le rythme vagal par la diminution de la fréquence respiratoire, était associée avec une
augmentation de cytokines proinflammatoires comme TNF-a et I’'IL-6%. Ainsi, I’activité du nerf
vague pourrait étre en cause dans la résolution du stress. Une fois que le stimulus négatif est éliminé
ou que la résolution du stress a lieu, I’inflammation entre dans une phase de résolution caractérisée
par la diminution de I’influx des neutrophiles, 1’efférocytose (apoptose et phagocytose) par les
macrophages et le changement du phénotype des macrophages vers la production de cytokines anti-
inflammatoires comme I’IL-10, TGF-b et les médiateurs spécialisés dans la résolution de

I’inflammation “°.



1.3.3 Stress chronique

La coordination réciproque du SNA, de I’axe HPA et du systéme immunitaire pour répondre au stress
et maintenir I’homéostasie physiologique est primordiale. La perte de coordination entre ces systemes
tends a modifier le milieu interne et a favoriser la dérégulation des cloisons qui les séparent, soit la
barriere hématoencéphalique et la barriére intestinale. Les réponses inadaptées aux stimuli de
I’environnement accaparent une grande partie de 1’énergie de I’individu; lorsqu’un nouveau stresseur
apparait dans 1’environnement, 1’individu n’est plus en mesure de surpasser 1’adversité. La perte de

synchronicité méne a I’induction des comportements associ€s au trouble dépressif.

Il est reconnu qu’a long terme, le stress chronique est le principal facteur de risque environnemental
au développement du TDM. Chez 20 a 25% des gens qui subissent un évenement stressant majeur,
comme I’accompagnement d’un proche en phase terminale, une relation de couple tumultueuse ou
une difficulté a trouver un emploi vont développer des symptomes dépressifs*2, Le stress chronique
engendré par le mode de vie moderne en réponse aux divers défis sociaux, symboliques et imaginés
se traduit en une suractivation de la réponse immunitaire et de la réponse de fuite ou combat®s. Celles-
ci suscitent les mémes voies d’activation que la réponse au stress, en menant a une production accrue
de glucocorticoide mobilisant 1’énergie disponible et a la production accrue de cytokines pro-
inflammatoires. Plus précisément, le stress chronique méne a la résistance aux GC, par la diminution
de la contrainte régulatoire de 1’activité inflammatoire médiée par les GR. Ce mécanisme réduit la
sensibilité des cellules immunitaires pour compenser la sécrétion persistante dans le temps et mene
’activité immunitaire dans un régime qui n’est pas controlé “>*%. D’autre part, le stress chronique
étant percu comme un agresseur mobilise le systéme d’immunité innée et stimule la prolifération de
monocytes et neutrophiles dans la circulation®. Les souris susceptibles au stress sont portées a
développer une résistance aux GC, qui générent la production de cellules immunitaires a partir de la
moelle épiniére, ce qui générerait plus de cellules immunitaires dans la circulation®, Ginhoux et Jung
ont montré qu’en réponse au stress, les neutrophiles et les monocytes Ly6C™" en provenance des
cellules hématopoiétiques augmentent en nombre et atteignent rapidement la circulation systémique.
Une fois recruté dans les tissus, les Ly6C" agissent pour augmenter I’expression de la réponse
inflammatoire ou la résoudre?#4, Les cytokines pro-inflammatoires circulantes comme IL-18 et I’IL-
6 atteignent le SNC par la voie neuronale via le nerf vague ou par la voie humorale en traversant la
BHE®. A long terme, la présence de cytokines constitue un risque pour la pathogenése de la
dépression et la récurrence des comportements dépressifs®. Finalement, le stress chronique représente
des facteurs de risque dans le développement de maladies chroniques comme 1’asthme, 1’obésité, la

douleur chronique, les syndromes métaboliques, les troubles cardiovasculaires et neurodégénératifs?.



Cette charge délétere représente un fardeau considérable sur le corps et I’esprit de 1’individu et méne

au développement de la vulnérabilité et un risque accru des troubles neuropsychiatriques.

1.3.4 Différences individuelles

Dans les années 90, Smith dénote qu’une étude ou des volontaires ont regu de I’interferon alpha (IFN-
a), une cytokine produite par les monocytes et les macrophages, induisant des symptémes similaires
a ceux observés chez les patients du TDM*. Cette évidence le méne a proposer ’hypothése des
macrophages, une alternative a 1’hypothése monoaminergique. Dans une étude menée sur 22
controles sains et 109 patients dépressifs, les observations pointent vers une corrélation positive entre
le nombre de leucocytes, monocytes et neutrophiles et la sévérité des symptomes dépressifs observés
%6, D’autre part, une méta-analyse sur les cytokines présentes chez les patients atteints de TDM montre
une augmentation de I’IL-6, de TNF-a, du récepteur de I’'IL-12 soluble, de CCL3, de I’'IL-13, IL-18
et le récepteur 2 de TNF-a et une diminution de I’'INF-g*. Plus récemment, on note aussi des
différences individuelles dans les cytokines pro-inflammatoires présentes dans la périphérie chez les
patients dépressifs comme 1’IL-6. L’IL-6 favorise 1’activation des lymphocytes T et B menant a une
condition d’inflammation chronique. De plus, elle active la voie JAK/STAT ou la voie MAPKKK
qui sont des facteurs de transcription de cytokines pro-inflammatoires*.

A long terme, la suractivation du systéme immunitaire méne a une variété de réponses qui ne sont pas
adaptée et qui varient entre les individus®. En soi, cette réponse permet de dire qu’il existe une
variabilité physiologique individuelle sur le plan de I’immunité. Les différences individuelles
pourraient donc servir a prédire la susceptibilité ou la résilience au stres.. Par exemple, Hodes et al.,
ont remplacé le systéme immunitaire périphérique chez des souris KO pour I’'IL-6 (IL-67") n’ayant
jamais vécu de stress par celui d’animaux ayant subi la CSDS. Leur résultat montre que la réduction
de I’effet de I'IL-6 dans la périphérie permet d’augmenter le phénotype résilient au stress chronique®™.
Plus récemment, les travaux de la Dre Ménard ont montré la perte d’intégrité de la BHE et une
perméabilité accrue des cytokines pro-inflammatoires chez les animaux présentant de la susceptibilité
au stress social®*. Dans ce méme contexte, Dudek et al., ont montré que la cascade de signalisation
de TNF-a/NF-xB et une hausse de la modulation épigénétique de Hdacl sont liées a la susceptibilité
au stress chez les souris et le TDM chez I’humain®2. En contrepartie, la régulation épigénétique
permissive de la CLDNS5 par le facteur de transcription Foxol favoriserait la résilience et que les

données sur des sujets humains corroborent dans ce méme sens®.



1.4 Stratégies préventives

Pour arriver a diminuer 1’effet du stress chronique et le développement de symptémes dépressifs, il
est primordial d’agir en amont des variables qui exercent une influence sur le mode de vie et le
comportement. L’utilisation des médicaments permet d’offrir une opportunité aux gens atteints de
TDM de pouvoir puiser dans leur réserve énergétique ou varier leurs schemes mentaux habituels pour
permettre de diminuer la limitation motivationnelle qui entrave le sentiment de plaisir ou les schémes
positifs. Toutefois, le faible taux de rémission par 1’utilisation des antidépresseurs montre que les
stratégies préventives seraient une stratégie alternative intéressante pour diminuer a la
symptomatologie dépressive. L’état végétatif et les symptomes dépressifs induits par le stress
chronique peuvent étre renversés en agissant en amont des variables qui exercent une influence sur le
mode de vie et les comportements. D une part, I’accés a un statut socio-économique soutenu permet
de créer des contextes positifs ou I’individu peut se sentir en sécurité, se développer et s’épanouir®,
D’autre part, I’introduction ou I’augmentation de la fréquence d’activité physique induit une
augmentation de la norépinéphrine qui génére le relachement subséquent de la dopamine et de la
sérotonine; ces neurotransmetteurs sont reconnus pour avoir un impact sur le sentiment de bien-étre
et de la motivation®*. Ces deux interventions thérapeutiques auront pour effet de mitiger les effets
délétéres des troubles neurobiologiques induits par le stress chronigue et augmenter le temps de vie

en santé.

1.4.1 Hypothése de I’inoculation

Les stratégies préventives permettent de préparer I’individu a développer des comportements
adéquats face a adversité®*, Celle-ci se constitue des stresseurs de la vie courante qui peuvent
prendre diverses formes comme un statut socio-économique moindre, I’isolation sociale (tant en jeune
age qu’en fin de vie) ou encore le diagnostic d’'une maladie grave. Selon leur nature et leur gravité,
ces stresseurs créent des réactions internes subjectives a I’individu comme le stress, I’anxiété, la
dépression ou encore des réponses physiologiques comme les symptdbmes végétatifs ou
I’hyperactivité. L’exposition a 1’adversité est reconnue comme une manicre de s’accoutumer et ainsi
d’offrir un mécanisme de protection a divers stresseurs*’. Un courant relativement récent propose
I’hypothése de I’inoculation. Celle-ci repose sur 1’inoculation a un stresseur donné dans le but d’avoir
une portée protectrice lors de la réexposition a un stresseur de méme nature. Il est montré que les
adultes qui sont exposés a des stresseurs reliés a I’emploi dés 1’adolescence sont moins prones a risque
de développer des effets négatifs sur leur santé comparativement a des adultes qui subissent le stress
occupationnel a I’age adulte®. D’autre part, les individus qui apprennent a se débrouiller face a

I’adversité a ’adolescence montrent qu’ils peuvent s’adapter et conserver une meilleure santé mentale



en plus de faire face a des diagnostics de maladies séveres, des deuils ou des accidents majeurs a 1’age
adulte®®. 11 faut toutefois souligner que I’inoculation & un stresseur n’est pas simplement une question
d’exposition, mais aussi une résolution adéquate et adaptée au contexte. Un stresseur trop sévére en
début de vie méne au développement de la vulnérabilité au stress sur le long terme. Pour qu’elle soit

fonctionnelle, I’inoculation devrait étre occasionnée par de stresseurs qui sont surmontables.

1.4.2 Charge allostatique et résilience

Sous-jacent a I’hypothése de I’inoculation, la charge allostatique se définit comme le processus de
retour d’un systéme dynamique a son point initial suite & un défi®®. Le corps humain est composé
d’une grande diversité de mécanismes allostatiques qui permettent la conservation des systémes et de
I’individu. Cette charge allostatique représente le colt pour permettre la conservation et il peut
prendre une forme énergétique, de fluctuation de la concentration ionique ou encore dans le
renouvellement de protéines (turnover). Dans le contexte du systéme limbique, la charge allostatique
prendre forme de la charge cognitive qui constitue la capacité a mobiliser des ressources mentales
pour accomplir une tache®. Chaque systéme régulatoire est dynamique et évolue pour permettre une
charge allostatique donnée, toutefois il est possible d’entrer dans une surcharge allostatique ou la
demande du systéme surpasse sa capacité. Si cette surcharge perdure ou elle n’est pas résolue
adéquatement, c’est a ce moment que les symptdmes pathologiques de troubles comme le PTSD, le

TDM, la dépendance ou les troubles anxieux font leur apparition®®,

La résilience, concept principalement tiré des études des matériaux, est une caractéristique physique
d’un matériel a pouvoir reprendre sa forme initiale suite a une contrainte®. Au fil des années, les
chercheurs ont remarqué que des individus subissant un méme stress chronique n’avaient pas
nécessairement la méme réponse émotionnelle et physiologique, ce qui les a portés a intégrer ce terme
a leur vocabulaire®:®2, Certains individus présentent une charge allostatique adaptative a certains
stresseurs, nommeée résilience, tandis que certains individus présentent un comportement inadapté,
nommeée susceptibilité. En prenant en considération I’impact de la génétique et de I’environnement,
les différences individuelles pourraient expliquer la trajectoire déterminant quel phénotype est le plus
probable d’apparaitre chez un individu donné en fonction de la modulation émotionnelle et

physiologique®.

1.4.3 Statut socio-économique

Le statut socio-économique (SES) est déterminé par le niveau de revenu, de richesses possédées, de
scolarité et du prestige d’une personne®. L’individu ayant un SES élevé posséde plus de ressource et
ainsi de possibilité de mettre en place des stratégies pour diminuer I’influence des stresseurs de la vie

courante. Lopez et al. ont mesuré la mortalité, I’incidence, la prévalence et la limitation induite
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ajustées en fonction des années de vie pour déterminer le poids associé a diverses maladies non
transmissibles. Autant dans les pays a revenu élevé que dans les pays a faible et moyen revenu, le
TDM se trouve dans les maladies qui réduisent le temps de vie et la qualité de vie. De plus, le temps
de vie est significativement plus affecté dans les pays a faible revenu, ce qui indique qu’un faible SES
affecte directement la longévité, la disponibilité et la qualité des soins offerts ainsi que 1’acces a une

qualité de vie®,

En relation a I’inflammation, un faible SES représente une forme de stress chronique. Chez des sujets
a faible SES, il est montré que le compte relatif et absolu de monocytes circulants est plus élevé que
chez les sujets au SES élevé?. De plus, la population de monocytes inflammatoires et la présence
d’un profil transcriptionnel de type B-adrénergique qui promouvait la myélopoiese, incluant
I’induction de la formation de monocytes, a également été observée®®. Ce qui indique que le faible
SES influence le maintien d’une réponse inflammatoire de bas grade, une observation récurrente dans
la pathophysiologie du TDM. Du c6té de la physiologie de I’intestin, dans une étude menée sur 15
000 australiens adultes, il est noté que plus le SES diminuait plus la prévalence de symptémes gastro-
intestinaux augmentait®”. D’autre part, Sanna et al. montrent que le TDM et le trouble d’anxiété
généralisés sont présents chez les hommes souffrant de reflux gastro-cesophagien, connu pour
diminuer la qualité de vie, pointant vers une motilité accrue de I’estomac dans des contextes de stress

chronique®®®°,

1.4.4 Exercice physique

L’exercice physique est une intervention tant physiologique que comportementale bénéfique sur
plusieurs systemes du corps (fig. 3). L’effort physique exercé par I’individu permet d’améliorer son
bien-étre et sa santé physique, cardiovasculaire et métabolique™. Parmi les multiples avantages, on
note des adaptations systémiques comme la réduction de masse grasse corporelle, une meilleure
sensibilité a I’insuline, une augmentation de la durée de vie par I’amélioration des fonctions
endothéliales qui favorise un meilleur contréle de la perfusion et de la BHE, une réponse immunitaire
améliorée et finalement une diminution des symptomes dépressifs’*"%. L’introduction de I’activité
physique, d’au moins 150 minutes par semaine, permet de diminuer significativement les maladies
contractées avec 1’age et I’inactivité physique telles que le diabéte de type Il, les maladies
cardiovasculaires, I’obésité et les accidents vasculaires cérébraux’®. L’inactivité physique, provoquée
par les symptdémes dépressifs comme la perte de motivation, la lassitude psychomotrice et la perte

d’énergie, montre la relation sédentaire qui existe au sein de la pathologie du TDM™7,

De maniére générale, ’introduction ou I’augmentation de la fréquence de I’activité physique a un réle

protecteur contre la dépression et permet de réduire les symptomes dépressifs®®. En 1969, Morgan
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observe chez des patients atteints de TDM internés en institut psychiatrique que ceux qui étaient
inactifs présentaient plus de symptomes dépressifs que leurs homologues physiquement actifs’”.
Ensuite, une étude comparant ’effet de 1’exercice physique, de la sertraline, un inhibiteur sélectif de
la recapture de la sérotonine, ou de la combinaison des deux, montre un effet thérapeutique similaire
des traitements 4 mois aprés le début de 1’étude. A 10 mois, le groupe ayant maintenu I’exercice
physique présentait un plus faible taux de rechute que le groupe ayant seulement accés a la
médication’. En contrepartie, une méta-analyse menée par Krogh montre que 1’exercice physique
aurait un effet bénéfique a court terme sur les symptdmes dépressifs, mais les évidences ne
corroborent pas cette mesure une fois passé 10 semaines d’intervention. Ainsi, Krogh conserve une
certaine réserve a la prescription de I’exercice physique pour mitiger les effets du TDM?®. Plus
récemment, les conclusions de Josefsson pointent vers 1’idée que l’exercice physique comme
traitement du TDM aurait un effet modéré a large (fig. 3)*. En fait, selon la nature de I’individu a
traiter, il est important d’adapter un programme d’exercice en fonction de ses limitations et de ses
besoins, soulignant I’importance des facteurs interindividuels dans la prévention du TDM par

I’exercice physique.

Au niveau physiologique, I’exercice représente un stresseur (fig. 3). Il agit en perturbant 1’équilibre
homéostatique par I’induction d’une détresse respiratoire, un débalancement énergétique, la
déshydratation, de la douleur viscérale et/ou somatique, de I’inflammation et une modulation des
stimuli externes®®, Ces sensations sont captées par le systtme limbique, le tronc cérébral et
1I’hypothalamus qui sont les mémes systémes impliqués dans la réponse au stress chronique. En
fonction de la durée de I’intensité de 1’effort physique accompli, le corps cherchera a rétablir
I’équilibre dynamique en adaptant une réponse appropriée®. Les GC produits par ’activation de ’axe
HPA vont mobiliser les réserves de glucose pour permettre au corps de maintenir 1’effort physique et

limiter I’activation de I’inflammation par les mécanismes décrits récemment.

Au final, I’individu sait que I’activité est limitée dans le temps et qu’elle est gérable ce qui en fait une
situation adaptative contr6lée qui permet le développement d’une charge allostatique tant physique
que mentale. La conséquence bénéfique émotionnelle prend deux formes, soit I’euphorie induite par
I’exercice (couramment nommée runner’s high), qui est un sentiment intense et éphémére de
sensation de bien-étre, ou encore une amélioration de I’humeur a long terme (fig. 3)%. L effet
thérapeutique de I’exercice physique est attribué aux endorphines, soit les catécholamines et aux
opioides endogénes. Toutefois, plus récemment, des concentrations élevées d’anandamide ont été
retrouvées chez les gens pratiquant activité physique réguliére®. Ce composé pourrait étre le

principal effecteur du systéme endocannabinoide induisant la plasticité neuronale qui sera le
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mécanisme qui expliquerait les bienfaits émotionnels associés I’exercice®*®®. Celle-ci est induite par
I’augmentation de neurotrophines comme le brain derived neutrophic factor (BDNF) qui régule la
neurogenése, renforce la différentiation et la survie neuronale et favorise une meilleure transmission
synaptique et potentialisation a long terme. Plus concrétement, 1’ajout d’activité physique chez des
adultes permet 1’augmentation du volume de I’hippocampe et confere I’intégrité de la matiere
blanche®®®’. Dans le contexte du PFC, la neuroplasticité permettrait de développer et de consolider

des comportements adaptés aux situations et ainsi réduire les perceptions négatives .

L’exercice physique induit I’hyperthermie favorisant la dérégulation des protéines de jonctions
serrées (fig. 3). Pour répondre a ce stress, les protéines chaperonnes de choc thermique (HSP) sont
recrutées pour augmenter la tolérance physiologique d’une cellule pour subvenir a ce stress
potentiellement létal. Par exemple, la production du heat shock factor 1 (Hsfl) un facteur de
transcription qui se lie au promoteur de /’Olcn, permet I’augmentation de son expression afin de
maintenir I’intégrité de la barriére intestinale®®. De plus, dans des cellules rénales (Madin-Darby
canine kidney cells, MDCK) subissant un traitement thermique, la diminution de la concentration
d’AGP2, une HSP, méne au délai du recrutement de ZO-1, ZO-2, ZO-3 et d’OCLN, ce qui entraine
un retard dans Defficacité de la fonction barriére de I’intestin®®. L’exercice physique modéré permet
de moduler la diversification du microbiote intestinal en augmentant la diversité de bactéries qui offre
une protection contre la dysbiose®l. D’autre part, le stress exercé par ’activité physique produit des
neurotransmetteurs qui altérent la motilité et la perméabilité intestinale®%. L’activité physique
intense induit I’hyperactivité de I’axe HPA et la dysfonction vagale qui promeut I’hypoperfusion de
la circulation splanchnique afin de redistribuer adéquatement le sang dans les muscles sollicités®°814,
D’autre part, elle peut mener a un bris de I’intégrité des protéines de jonctions serrées, ce qui entraine
I’augmentation de la perméabilité intestinale et I’infiltration subséquente d’endotoxines®™®. La
réduction du débit sanguin mene a la concentration des médiateurs inflammatoires. Ceux-ci vont agir
sur la membrane basolatérale et activer le relachement de cytokine pro-inflammatoire par les cellules
immunitaires®%. Ainsi, ’activité physique doit étre adaptée au contexte pour favoriser des
améliorations positives sur 1’intégrité de la barriére intestinale pour représenter une stratégie

préventive.
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Figure 3. L’exercice physique permet des adaptations physiologiques qui ont un potentiel antidépresseur.

1.5 Barriére hématoencéphalique

1.5.1 Systéme limbique

Puisque les émotions négatives vécues sont au cceur de la symptomatologie dépressive, I’étude du
systéme limbique et des régions impliquées dans la régulation des émotions est primordiale (fig 4.).
Dans les régions supérieures, le cortex préfrontal (PFC) module les comportements sociaux, les
fonctions exécutives et la prise de décision. L’hippocampe (HIPP) pour sa part sert a la formation de
mémoire & long terme et le traitement de I’information spatiale. On leur associe les symptomes de la
perte de concentration, le sentiment d’impuissance, de culpabilité et de 1’idéation suicidaire®”. Dans
le striatum, le noyau accumbens (NAc) coordonne les réponses associées a la récompense et
I’amygdale (AMY) assiste la formation de mémoires associées aux stimuli aversifs®’. Les symptomes
dépressifs associés a ces régions sont 1’anhédonie, 1’anxiété et la perte de motivation. Au niveau
central, I’hypothalamus (HYP) est un rhéostat des fonctions basales comme la régulation du sommeil,

de I’appétit et de I’énergie.
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Figure 4. Systéme limbique et régions impliquées dans les comportements dépressifs.
PFC : cortex préfrontal; NAc : nucleus accumbens; Amy : amygdale; Hyp : hypothalamus; HP : hippocampe.
Adapté de Berton et Nestler, 2006%.

1.5.2 Fonctionnement et types cellulaires

La vascularisation de 1’encéphale est cruciale au bon maintien des fonctions physiologiques. La
barriére hématoencéphalique (BHE), constituée par les vaisseaux sanguins et autres types de cellules
gliales, sépare le systéme nerveux central (SNC) des tissus périphériques®. Sa fonction principale est
de réguler les échanges moléculaires et ioniques entre le cerveau et le sang et inversement. Ce systéme
dynamique permet le bon maintien de I’homéostasie du SNC et il limite le passage de médiateurs
inflammatoire comme les pathogénes, les toxines et les cellules immunitaires®. Sa structure complexe
est composée des cellules endothéliales, des péricytes, des muscles lisses vasculaires, d’astrocytes,
des microglies et des neurones®%®. Les interactions entre ces composantes constituent I’unité
neurovasculaire ou chaque type cellulaire contribue au bon maintien de la BHE par un apport sanguin
suffisant pour maintenir I’activation neuronale!®’. La fonction barriere associée a la BHE est due aux

jonctions serrées des cellules endothéliales de 1’unité neurovasculaire qui permettent I’homéostasie®.

1.5.3 Effet de I’exposition au stress chronique sur la barriere hématoencéphalique
Le stress chronique influence profondément 1’homéostase de la BHE par I’axe HPA et
I’inflammation. Ces systémes affectent difféeremment les individus susceptibles ou résilients au stress

chronique. Les GC présent dans la circulation systémique passent facilement la BHE et va se lier aux
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récepteurs stéroidiques qui ont fortement exprimées dans les régions limbiques du cerveaul®. Ces
récepteurs activent des facteurs de transcription qui modulent le réseau neuronal et les systemes
endocriniens qui permettent une adaptation au stress. Les cytokines pro-inflammatoires ont un effet
sur la régulation des neurones et de la circuiterie du cerveau. Elles jouent un role d’inhibition de la
synthése de neurotransmetteurs ou le blocage de certains sites de liaison!%-1%, La communication
étroite entre le cerveau et le systéme immunitaire se fait par I’entremise de la BHE. En fonction des
signaux regus, les cellules gliales responsables de I’immunité du cerveau, comme les astrocytes, les
microglies et les oligodendrocytes, vont s’engager et nettoyer ’espace synaptique® 1%, Par exemple,
I’hyperréactivité des astrocytes par les cytokines méne a des changements de morphologie qui
affectent directement la fonction et la perméabilité de la BHEM 13, La perte d’étanchéité de la
barriére hématoencéphalique via la diminution de I’expression de CLDN5 méne a I’infiltration accrue
des signaux inflammatoires et cause une immunomodulation qui atteint le SNC, ce qui en retour
active les cellules de I’unité neurovasculaire vers un profil proinflammatoire et induit des altérations
dans I’environnement extracellulaire de 1’encéphale ce qui module les connexions neuronales et

favorise le développement des comportements menant aux désordres mentaux?®:52114-118,

1.6 Barriére intestinale

La barriere intestinale est le point de convergence de la réponse immunitaire, du microbiote intestinal,
des efférences neuronales, de la signalisation bidirectionnelle de 1’axe intestin-cerveau. Le stress
chronique peut dont moduler la motilité et la perméabilité intestinale ce qui influence 1’homéostasie

du corpst?®,

1.6.1 Organisation

La barriére intestinale se trouve au cceur de 1’appareil digestif (fig. 5). Ce dernier se compose de
divers organes successifs régulés par le systeme endocrinien qui ont pour fonction de digérer et
d’assimiler les nutriments et de protéger 1’organisme contre les envahisseurs. L’intestin gréle fait de
3 a4 metres de long et de 2 a 4 centimeétres de diamétre ce qui équivaut a une surface anatomique de
0,5m212%, Des replis, des villosités et des microvillosités augmentent la surface anatomique a environ
300m? % ]I se décompose en trois sections, soit le duodénum, le jéjunum et I’iléon. Le duodénum
neutralise le pH acide en provenance de 1’estomac, mélange les enzymes pancréatiques et la bile,
continue la digestion mécanique initiée par 1I’estomac et entame I’absorption de 1’eau des électrolytes
et des nutriments?®. Le jéjunum, hautement vascularisé, favorise 1’absorption des divers
macronutriments tels que les glucides, les gras, les protéines, les vitamines et minéraux*?. L’iléon

continue ’absorption et renvoie les sels biliaires et la vitamine B12 dans la circulation?°,
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L’organisation anatomique est constituée de quatre couches : la muqueuse, la sous-muqueuse, la
musculeuse et la séreuse. La muqueuse est composée d’une couche de cellules épithéliales, du tissu
conjonctif (lamina propria) et de la couche musculeuse (muscularis mucosae). La section apicale des
replis de I’épithélium forme les villosités, tandis que les sections qui se renfoncent dans la section
basale constituent les cryptes. La sous-muqueuse contient du tissu conjonctif fibroélastique qui
contient les vaisseaux sanguins et lymphatiques, le lacis de fibres nerveuses formant le plexus de
Meissner et les plaques de Peyer qui sont des agrégats de follicules lymphatiques qui contient les
précurseurs des lymphocytes B/T. La musculeuse joue un role capital dans la motilité et le mélange
des aliments ingérés. Au niveau de la couche interne dans le plexus de Meissner, les muscles sont
orientés en cercle et ils exécutent les fonctions de sécrétion et d’absorption. Dans la couche externe,
au sein du plexus myentérique de Auerbach, les muscles lisses sont orientés en longitudinal et
facilitent la contraction péristaltique. Le systéme nerveux entérique module I’activité contractile des
deux plexus en fonction des afférences viscérales. La séreuse, la section la plus externe, est une
couche de cellules mésoépithéliales qui entoure le jéjunum et I’iléon et permet un attachement solide

au péritoine viscéral.
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© 2014 Encyclopeedia Britannica, Inc.
Figure 5. Organisation anatomique de I’intestin gréle.
Tiré de I’encyclopédie Britannica (lien consulté le 12 décembre 2022 :
https://www.britannica.com/science/ulcerative-colitis#/media/1/549336/107046)

1.6.2 Composition cellulaire
Une variété de cellules occupe la monocouche de cellules épithéliales intestinales (IEC). Elles
peuvent étre classées entre les cellules absorbantes et les cellules sécrétrices!?:. Le premier groupe est

constitué des entérocytes, le type cellulaire le plus abondant, qui possede des microvillosités a son
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apex pour faciliter le transport des nutriments jusqu’a 1’épithélium basal pour la circulation. Le second
groupe est constitué de cellules entéroendocrines qui sécretent des hormones qui coordonnent la
digestion. Les cellules caliciformes (Goblet) sécretent du mucus, un polymére hautement glycosylé,
qui permet de retenir le contenu luminal. Les cellules Paneth se trouvent a la base des cryptes et
sécretent des peptides antimicrobiens comme les a-défensines qui ont un effet additif a I’immunité.
Les cellules en brosse (Tuft), possédent des microvillosités plus longues et servent de senseur
mécanique aux envahisseurs de type parasitique. Les mastocytes sont retrouvés dans les follicules
associés a I’épithélium qui surplombe les plaques de Peyer et les tissus gastro-intestinaux associés
aux lymphoides. Cette structure membranaire facilite la présentation d’antigenes aux cellules
dendritiques, macrophages et lymphocytes qui font partie du systéme immunitaire. D’autre part, les
mastocytes sont a proximité de I’environnement externe et possédent des GR, qui suite a leur
activation sécrétent des médiateurs inflammatoires comme 1’histamine et la prostaglandine qui ont

pour effet d’augmenter la perméabilité intestinale??,

1.6.3 Fonctions

L’intestin joue donc le réle de quatre barriéres fonctionnelles. D’une part, les microorganismes
commensaux présents dans le mucus constituent la barriére microbiologique®. La monocouche de
cellules épithéliales liées entre elles par les protéines de jonctions serrées constitue la barriere
physique®’. L ensemble des cellules du systéme immunitaire et la présence de sites d’induction, les
follicules, permettent d’établir une barriére immunologique®’. Le faible pH (entre 1-2), des enzymes
pancréatiques et des peptides antimicrobiens produits par les cellules épithéliales constituent la

barriére chimique®'.

L’axe intestin-cerveau est constitué du systeme nerveux central (SNC), des systemes neuroendocrines
et immunitaires, des voies sympathiques et parasympathiques du systéme nerveux autonome (SNA),
du systéme nerveux entérique et du microbiote intestinal’?®. Des neurones senseurs vagaux et spinaux
parsément la paroi intestinale jusque dans la musculeuse et 1’épithélium pour faciliter le transfert
d’information entre le SNC et le SNA. Les fibres vagales innervent le plexus myentérique du tube
digestif'?, Les fibres vagales adrénergiques et cholinergiques au sein de 1’épithélium forment un
réseau dense composé de neurones efférents, de neurones afférents et de cellules gliales entériques*?°.
Le SNA se sous-divise en trois sections; le systeme nerveux sympathique (SNS), parasympathique
(SNPS) et entérique (SNE). Le SNS est constitué de neurones noradrénergiques et le SNPS est
constitué de neurones cholinergiques. Le SNE se ramifie dans les plexus de Meissner et d’Auerbach
pour faciliter leurs activités contractiles respectives. Les ganglions neuronaux s’anastomosent en

plexus qui au sein de la muqueuse forment des réseaux neuronaux qui entrent en contact avec les
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cellules présentatrices d’antigéne (APC)!?*. Ceci permet la transmission de I’information
environnementale comme la présence d’envahisseurs, des changements dans le débit sanguin ou
d’eau et la quantité¢ d’électrolytes. Finalement, un réseau important de cellules gliales entériques
permet la maintenance du tractus gastro-intestinale par I’expression et le traitement spécifique de
neurotransmetteurs ou de neuropeptides comme [’acétylcholine (ACh), 1’épinéphrine, I’adénosine
triphosphate (ATP), I’oxyde nitreux (NO), le peptide vasoactif intestinal (VIP), le neuropeptide Y et

la substance P125126,

Deux voies de communication forment le réseau de signalisation bidirectionnel entre le SNC et
I’intestin. On dénote la voie sanguine/humorale et la voie neuronale. La voie humorale utilise la
circulation systémique pour favoriser 1’échange d’hormones, de facteurs, de métabolites et de
médiateur inflammatoires provenant de 1’intestin. Ceux-Ci peuvent se retrouver dans la périphérie et
peuvent affecter les cellules gliales entériques et celles du SNC?. Par exemple, via la stimulation par
les LPS, les cellules gliales entériques adoptent un profil pro-inflammatoire caractérisé par
I’expression accrue de I’'IL-1B, IL-6 et PIFN-y?, En addition, I’activation de I’axe HPA par le stress
tend & I’augmentation des GC dans la circulation et favorise la modulation de la fonction
intestinale'?®. En conséquence, les GC augmentent I’apoptose des cellules lymphoides, ce qui réduit
le nombre de plasmocytes qui produisent des IgA neutralisants®*°. De plus, les GC vont modifier
I’expression des protéines de jonctions serrées, ce qui augmente la perméabilité intestinale et tend
vers la translocation bactérienne. Cette derniére est reconnue pour favoriser une réponse pro-
inflammatoire®. Ensuite, la voir neuronale est médiée par les afférences vagales et les ganglions
dorsaux de la base et active les neurones du SNC reliées a I’axe HPA dans le but de favoriser les
réflexes de digestion comme la contraction et la motilité, percevoir les stimuli aversifs et stimuler les
cellules enteroendocrines qui sécrétent des facteurs essentiels a la digestion!?, La signalisation des
neurones efférents vers les cellules immunitaires permet de réduire la réactivité du programme
inflammatoire des macrophages, réguler les mastocytes pour limiter la pénétration des antigenes et
favoriser la colonisation du microbiote vers une abondance de bactéries filamenteuses pour limiter la

colonisation d’espéces opportunistes'?*.

1.6.4 Microbiote

Le microbiote intestinal est constitué de 102 microorganismes variants entre les bactéries, les archées,
les virus, des mycétes et des protozoaires qui occupent la surface interne du lumen intestinal.
Maintenant considéré comme un organe a part entiére, il favorise la santé gastro-intestinale, le
développement et le maintien des fonctions physiologiques de base. Le microbiote intestinal

communique avec le cerveau, par I’axe microbiote-intestin-cerveau, qui est constitué du nerf vague
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et des métabolites comme les acides gras a chaine courte (SCFA), les cytokines et les acides aminés,
qui peuvent agir comme neurotransmetteurs!®2, Dés la naissance, un des roles du microbiote est
I’induction du systéme immunitaire par la présentation d’antigénes®®. Le bon maintien du microbiote
est primordial dans le développement d’une réponse immunitaire juste et intégrée. De plus, les études
sur les animaux ont permis de déceler que la diversification du microbiote et une colonisation
adéquate permettaient aux cellules gliales d’atteindre la maturation, une morphologie et une réponse
immunitaire suffisante!'**+13, Le microbiote intestinal est influencé par 1’environnement, la diéte
est les stresseurs. Ceux-ci ont pour effet de moduler la production de neurotransmetteurs ou les voies

de signalisation reliées a I’immunité qui, par effet, influence le SNC*¥,

L’absence d’induction du systéme immunitaire par le microbiote commensal instaurerait une
régulation dite déficiente du systeme immunitaire, ce qui favorisait la dysbiose, soit la perte de
diversité ou le débalancement du microbiote intestinal (fig. 7)'®. Les patients dépressifs présentent
une concentration élevée chez les patients dépressifs une concentration élevée de I’ARNr 16s
plasmatique qui est indicatrice de la translocation bactérienne, donc du passage du lumen vers la
circulation sanguine®®. Les lipopolysaccharides (LPS) relachés par les bactéries dans la périphérie se
lient aux récepteurs toll-like 4 (TLR4), qui mene a la signalisation intracellulaire de NF-kB. Dans
cette méme étude, une augmentation de 1’expression transcriptionnelle de TLR-4 et NF-kB et une
expression protéique accrue de TLR-4 et de I’IL-6 est observée ce qui démontrerait I’implication du
microbiote dans le développement de la pathologie dépressive'“’. La surexpression de TLR-4 diminue
Pefficacité du systéme immunitaire dans les cas d’infections'#*!#2, Dans une autre étude, I’application
de la psychothérapie par I’approche cognitivo-comportementale pendant 16 semaines mene a une
diminution des formes protéiques de TLR-4, une réduction de la transcription de NF-xB et une
diminution de la concentration de I’ARNr 16s; montrant que la psychothérapie aurait un effet tant sur

la réduction de la perméabilité intestinale que la réduction de la réponse inflammatoire!®,

Dans le modéle de la défaite sociale, il a été montré que les souris susceptibles au stress chronique
ont subi des changements dans I’expression transcriptionnelle de IL-1B et de I’'IL-6 au sein du cortex
préfrontal et que ces valeurs sont associées a une augmentation de 1’abondance en Bacteroidetes et
une diminution de I’abondance des Firmicutes*. Ces observations ont amené a I’investigation de la
volatilit¢ du microbiote intestinal, soit la mesure de la variance des especes bactériennes d’un
échantillon dans le temps. Suite a [’exposition au stress chronique, la volatilit¢ du microbiote
intestinal corrélait négativement avec le ratio d’interaction social, et corrélait positivement avec le

niveau d’expression de la corticostérone chez les souris males'*. La valeur translationnelle de ces
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résultats a été étudiée chez des étudiants volontaires qui passaient un examen académique et ils ont

trouvé que la diversité du microbiote intestinal répondait de maniére similaire chez I’humain*,

1.6.5 Protéines jonctions serrees

La barriere intestinale se trouve au coeur de la signalisation bidirectionnelle et elle s’adapte aux stimuli
physiologiques de I’organisme. Formée de la monocouche de cellules épithéliales, le tissu conjonctif
et la musculeuse, elle permet de séparer et filtrer le contenu luminal de la circulation systémique et
lymphatique. Les IECs proliférent et se renouvellent aux 3 a 5 jours. Pour parvenir a réguler ce
remplacement constant et maintenir I’homéostasie, elles sont régulées par les jonctions serrées (tight
junctions, TJ). Les TJ sont des complexes protéiques localisées a I’apex des entérocytes, formant une
ceinture d’adhésion moléculaire, qui permet de maintenir une connexion intercellulaire étanche. Les
complexes jonctionnels sont formés par les TJ qui travaillent de concert avec les jonctions adhérentes,
les jonctions lacunaires (gap junctions) et les desmosomes. Les TJ permettent 1’intégrité structurelle
des tissus et créent des barriéres polarisées avec pour fonction la perméabilité paracellulaire aux ions,
a I’eau et aux molécules ayant entre 10 et 15A5, Plusieurs roles ont été attribués aux TJ soit dans la
différentiation, prolifération, migration, transduction de signaux et 1’induction de la transcription.
L’architecture moléculaire des TJ est constituée des protéines cytoplasmiques d’échafaudage, les
zonula occludens (ZO1/TJP1, ZO2/TJP2, ZO3/TJP3), qui possédent un site de liaison au
cytosquelette d’actine et divers domaines PDZ et GUK, des domaines de la famille de protéines
MAGUK (membrane-associated guanylate kinase), qui facilitent I’ancrage des récepteurs cellulaires
au cytosquelette. Les claudines (CLDN), les occludines (OCLN) et les molécules d’adhésion
jonctionnelle (JAMS) sont des protéines transmembranaires qui s’attachent aux domaines PDZ et

GUK des ZO et permettent la liaison cellule-cellule!#6-148,
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Figure 6. Les jonctions serrées permettent le bon maintien de la barriéere intestinale.
Selon les demandes du milieu, les TJ répondent aux signaux environnementaux en modulant la perméabilite.
Tiré de Chiba, 20064,

Les claudines sont les protéines cruciales a la formation de la fonction de barriére. A ce jour, 24
claudines ont été caractérisées, les fonctions des vingt premiéres sont conservées chez les
mammiferes!®. Deux de leurs quatre domaines transmembranaires conferent une sélectivité de charge

électrique qui permet d’échanger les ions d’un milieu extracellulaire a I’autre®®!

. La perméabilité d’un
tissu sera déterminée selon la diversité et I’attachement a d’autres claudines provenant de la méme
cellule (dite cis) et celles provenant d’autres cellules (dite trans)*8, Ainsi deux familles des claudines
ont été caractérisées: les claudines scellantes et les claudines perméables. Le premier groupe,
constitué des claudines-1, -3, -4, -5, -6, -8, -11, -12, -16, -18 et -19, augmente la résistance
transépithéliale (TEER) ce qui réduit la perméabilité totale de la barriere’®2. Le second groupe,
constitué des claudines-2, -10 et-15 permet la formation de pores qui permettent le passage d’ions
spécifiques et favoriser la sélectivité de la barriére'®®. D’autre part, certaines claudines servent plutot
a la signalisation et la modulation des programmes cellulaires. Par exemple, les claudines -2, -3, -7 et
-15 sont recrutées aux jonctions serrées par des molécules d’adhésion des cellules de 1’épithélium,

EpCam (ou CD326), qui servent a réguler 1’adhésion entre les cellules épithéliales et initier la

prolifération, la différentiation et la migration>*.
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La localisation des claudines varie en fonction des tissus, du stade développemental et des besoins
physiologiques. Dans le tractus gastro-intestinal (GIT), les claudines-2, -3, -7, et 15 sont les plus
exprimées®3 15515 Pour parvenir a saisir le role qu’elles occupent, la délétion de géne a été réalisée
dans des modeéles in vitro et dans des modeles animaux. La claudine-2 est localisée au sein des cryptes
et forme des canaux ioniques favorisant le passage de cations®™’. Dans la lignée cellulaire Caco-2,
dérivée du colon humain, la privation de nutriment induit I’autophagie, qui en retour réduit la
perméabilité paracellulaire en ciblant la CLDN2 pour la dégradation lysosomale®®®, Sur la méme
lignée cellulaire, I’introduction de TNF-a augmente 1’expression de CLDN2, ce qui augmente la
perméabilité intestinale dans un contexte inflammatoire>®. Chez des souris mutantes pour le récepteur
de la vitamine D, I’expression transcriptionnelle et protéique de la claudine-2 et -12 est diminuée. De
plus, une réduction de la prise de Ca?* du milieu est dénotée ce qui confére a ces claudines un réle clé
dans régulation de I’homéostase calcique'®. La claudine-3 (CLDN3) se localise aux jonctions serrées
ainsi que sur la membrane latérale des IECs. Sa fonction barriere permet de réduire la perméabilité
de la barriére intestinale. Chez la souris, I’expression de Cldn3 atteint son maximum 28 jours apres
la naissance. Ainsi, le microbiote commensal interagit trés tot avec la claudine pour induire la fonction
de barriere!® 16! En relation a ’inflammation, les souris knock-out (KO) pour Cldn3, présentent une
fonction barriére dysfonctionnelle qui serait reliée a la voie de signalisation IL-6/gp130/STATS3 via
la signalisation de la voie Wnt/B-catenin®?, La claudine-7 (CLDNT7) posséde un role de signalisation.
Elle est exprimée a I’apex et a la surface basolatérale des IECS. En termes de perméabilité, sa
premiére boucle extracellulaire affecte la perméabilité des anions, plus précisément des ions CI- 1,
Les souris KO pour Cldn7 présentent une augmentation de 1’inflammation de la muqueuse intestinale,
de la prolifération cellulaire et de 1’apoptose. Plus précisément, cette délétion meéne a une
augmentation de I’ARNm de la métalloprotéinase-3 (MMP3) qui induit la dégradation de la matrice
extracellulaire et induit une réponse pro-inflammatoire des muqueuses*®*. Au sein d’une autre étude,
la délétion de Cldn7 induit une augmentation de la taille de I’espace paracellulaire permettant a des
molécules jusqu’a 4000 Da de traverser la muqueuse intestinale'®, La claudine-12 (CLDN12) se situe
de part en part du GIT, elle est localisée a I’apex des membranes latérales des IECs et elle ne possede
pas de domaine PDZ*3, Ceci lui confére donc un rdle qui ne reléve pas de I’ancrage a la membrane
et pourrait étre une piste intéressante. De maniére similaire a la Cldn2, elle contribue a 1’absorption
du Ca2" et son expression est accrue par la forme active de la vitamine D. La claudine-15 (CLDN15)
est localisée dans la membrane apicale des IECs. Dans une souris KO pour Cldn15, I’expression des
autres claudines n’est pas altérée, toutefois la morphologie de I’intestin gréle est doublée dans la

longueur et dans le diamétre!®®. Dans le double KO pour Cldn2 et Cldn15, la CLDN15 réduit le flux
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paracellulaire de Na* de la sous-muqueuse vers le lumen, ce qui réduit 1’absorption de nutriment et

conduit au déces en quelques semaines des souriceaux®’.

Les occludines contribuent a la stabilisation des jonctions serrées en se liant aux domaines GUK des
Z0Os ce qui permet le maintien optimal de la fonction de barriére. Elles présentent un motif MARVEL,
qui est un domaine qui favorise I’attachement aux protéines de trafic des vésicules et la liaison aux
protéines membranaires, ce qui permet le recrutement et I’attachement subséquent de la tricelluline
(Marveld2)!’. La surexpression d’occludine dans les cellules rénales augmente la résistance
transépithéliale 1%. D’autre part, des souris KO (occludin™) présentent des TJ intactes du point de vue
morphologique, mais 1’étude histologique révele des caractéristique de 1’inflammation chronique et
une mauvaise intégrité des tissus épithéliaux*®. La tricelluline scelle la jonction ou trois cellules se
rencontrent et permet d’établir 1’étanchéité a ce point de contact. Toutefois, son role précis dans la
fonction barriére est encore débattu. Dans un contexte de barriére perméable, les TJ bicellulaires vont
former la majorité de la perméabilité paracellulaire, tandis que dans un contexte d’un épithélium
étanche comme les reins, la TJ tricellulaire aura un grand impact sur la résistance transépithéliale du
tissu'’®. D’autre part, un double KO Ocln/Marveld2 dans des cellules MDCK montre que ces deux
protéines sont requises pour former le lacis de jonctions serrées et contribuer a la bonne maintenance
de la fonction barriere!™. Les zonula occludens sont des protéines d’échafaudage qui lient le
cytosquelette d’actine et de myosine aux protéines présentes dans la membrane. L’importance de ce
groupe repose sur la présence des domaines PDZ qui permettent de reconnaitre les motifs C terminaux
des claudines, des occludines et d’autres ZOs et de les recruter adéquatement?®. L’amalgame de ces

protéines forme un treillis qui organise les protéines intracellulaires.

1.6.6 Effet de I’exposition au stress chronique sur la barriére intestinale

L’effet du stress chronique méne a la surproduction de CRH ce qui suractive le systéme immunitaire,
via les GC, et prolonge la réponse inflammatoire sans la résoudre efficacement. Dans une étude menée
au début des années 2000, des patients atteints du cdlon irritable ont été traités avec un antagoniste
de la CRH. Leurs résultats montrent une amélioration significative du transit intestinal, une réduction
de la perception de douleur abdominal et une atténuation des comportements négatifs tel que
I’anxiété, le stress pergu et le niveau de fatigue!’2. Dans le contexte du stress chronique, Vanuytsel et
al., démontrent que la prise de parole en public induit une augmentation de la perméabilité
paracellulaire, mesurée par le ratio des niveaux de lactulose sur mannitol, de I’intestin suite a une
activation significative de 1’axe HPA. D’autre part, ’administration de CRH exogéne dans la
périphérie induit la méme augmentation de permeabilité, qui repose sur la dégranulation des

mastocytes®”. Le stress chronique est associé a des comorbidités comme le reflux gastro-intestinal,
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la dyspepsie fonctionnelle, les ulcéres, la maladie inflammatoire de I’intestin comme la colite
ulcéreuse ou la maladie de Crohn’. Des symptomes du stress chronique sont I’augmentation du
transit du colon, une augmentation des sécrétions en eau, d’électrolytes et de sécrétion de mucus et
des médiateurs inflammatoires par les mastocytes (fig. 7)!%617, Les maladies inflammatoires de
I’intestin touchent 15% de la population adulte, de cette population 33% des individus présentent des
symptomes dépressifst’®. Une composante caractéristique de ces deux pathologies est la présence
d’inflammation de bas grade '""'’®, Ces conditions inflammatoires pourraient donc prédisposer
I’individu atteint d’un trouble intestinal a développer une dépression ou encore un individu dépressif

a développer des problémes intestinaux.

Dans une autre étude menée chez des adolescentes non médicamentées pour le TDM, le ratio
lactulose-mannitol sert d’indicateur de perméabilité intestinale due a leur nature non fermentescible.
Les auteurs notent une association positive entre la perméabilité intestinale et la sévérité des
symptbmes neurovégétatifs typiques chez les patients dépressifs (sommeil, appétit et concentration
dérégulés) médiés par 1’activation du systéme immunitaire inné. L’augmentation de la perméabilité
intestinale semble médier 1’association entre la suractivation du SNS et la sévérité des symptomes

dépressifst™,

Des chercheurs ont montré un lien entre la forte augmentation de la perméabilité intestinale chez les
patients dépressifs, ce qui contribuerait a maintenir 1’inflammation de bas grade. Les premiéres
évidences de ce phénomeéne sont attribuées au chercheur Michael Maes. Il a montré que chez des
patients atteints de TDM, ont une concentration sérique ¢élevée d’immunoglobuline A et M (IgA,
IgM) contre les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries commensales entériquest®. De plus, des
patients atteints de TDM chronique ont une réponse d’IgM plus sévére que les patients dépressifs
sans récurrence®. D’autre part, une augmentation de la translocation bactérienne du lumen vers la
circulation méne a une expression accrue de la réponse inflammatoire, du stress oxydatif et nitrosatif
et de la réponse auto-immune. Ces réponses générent des néoépitopes, des épitopes ayant subi des
modifications post-traductionnelles, qui générent ’activation des lymphocytes T due a la non-
reconnaissance du soi et donc une hyperréactivité immunitaire observée chez les patients dépressif e,
Plus récemment, Stevens et al., ont montré que des patients atteints de symptdémes dépressifs et
anxieux présentaient une augmentation de la concentration plasmatique de LPS, de zonuline et de
fatty acid-binding-protein (FABP2) 82, La zonuline est un régulateur de la perméabilité intestinale
tandis que FABP2 est marqueur d’une barriere défectueuse. Une augmentation de la zonuline
plasmatique est retrouvée dans les maladies inflammatoires et auto-immunes qui présentent des

comorbidités dans la pathologie dépressive!®. De plus, le groupe présentant les symptomes anxieux

25



et dépressifs présente un microbiote intestinal altéré qui correle avec les trois marqueurs précédents,
ce qui indigue que la dysbiose pourrait &tre un acteur clé dans le maintien de la perméabilité intestinale

élevée chez les patients atteints de TDM2,

Lorsque la barriére intestinale est compromise, la réponse inflammatoire et le passage de molécules
pro-inflammatoires comme les métabolites bactériens meénent au développement ou a I’accentuation
de maladies inflammatoires, métaboliques et systémiques (fig. 7)!#. L’inflammation de bas grade a
pour effet d’activer une boucle de rétroaction positive sur ’augmentation de la perméabilité qui
empéche la résolution de I’inflammation'®, Les cytokines pro-inflammatoires vont avoir un effet
direct sur la régulation des effecteurs de la barriére intestinale. Par exemple, TNF-a est reconnu pour
recruter les caveolin-1 dans le but d’internaliser ’OCLN®, Ceci a pour effet d’augmenter la
perméabilité intestinale. De plus, TNF-a agit sur I’induction de la voie NF-xB. Dans le modele murin,
lorsque des inhibiteurs de NF-kB sont administrés, une rétention des fluides et la prévention des
diarrhées sont observées!®’. D’autre part, dans les cas de traitements avec I’interféron gamma (IFN-
v), une diminution de I’expression de ZO1 et d’OCLN via la voie dépendante de I’AMPK est
observée!®®, Ainsi ces médiateurs inflammatoires possedent un réle prévalent sur la dissociation des
protéines de jonction serrées et peuvent avoir un effet néfaste sur le maintien de I’intégrité intestinale.
La Myosin light-chain kinase (MLCK) est aussi affectée par les cytokines. Son role est de défaire
I’interaction entre les protéines de jonctions serrées et le cytosquelette d’actine-myosine, ce qui
endommage 1’échafaudage de la jonction serrée qui est cruciale pour la bonne maintenance de la
barriére intestinale'®. A 1°état pathologique, le milieu pro-inflammatoire ou la présence accrue
d’especes réactives de I’oxygéne (ROS) ménent a 1’altération du motif de phosphorylation de la
protéine kinase C (PKC) qui phosphoryle les occludines!®®. Ceci a pour effet de provoquer des
changements sur I’interaction protéine-protéine entre I’OCLN et les ZOs et moduler 1’intégrité la
barriére intestinale dans une configuration relachée plutét que soutenue®. Par contre, ces
mécanismes de modulation ne sont pas totalement clairs. Il est reconnu qu’une multitude de protéines
de signalisation sont impliquées dans des signaux de transduction comme par exemple, les protéines

G et les tyrosines kinases. Les cytokines ont aussi un effet important dans la modulation des TJs.
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Figure 7. Effet du stress chronique sur la barriére intestinale

Dans un contexte d'inflammation circulante soutenue due au stress chronique les protéines de jonctions sont
redistribuées et leur expression est diminuée menant a la perte de protéines d'échafaudage ZO ce qui augmente
considérablement la perméabilité intestinale. Dans le contexte de la perte de diversité du microbiote intestinal,
la dysbiose, une diminution des protéines de jonctions serrées est observée, ce qui augmente la perméabilité
intestinale. De ce fait, cela permet I'augmentation des antigenes qui peuvent travers la barriére intestinale et se
rendre dans la périphérie ce qui fait perdurer la boucle inflammatoire. Adapté de Doney et al., 2021%,

1.7 Modele animal de la dépression

1.7.1 Modéle de la défaite sociale

Les troubles psychiatriques de I’humeur sont des maladies de plus en plus fréquentes et qui ont un
grand impact sur le fonctionnement des individus. Ainsi, malgré les multiples études et méta-analyses
sur le lien entre la dépression et la relation a I’environnement, les mécanismes moléculaires et la
circuiterie neuronale reliés aux troubles dépressifs restent méconnus et peu caractérisés. L’utilisation
de modeles animaux a permis de contrer ces difficultés pratiques et d’étudier les adaptations
fonctionnelles, neurologiques et moléculaires sous-jacentes aux pathologies dans le but d’obtenir des
évidences qui pourraient soutenir des interventions thérapeutiques adaptées et plus efficaces chez

I’humain.
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Les modéles de stress reposent sur I’introduction d’un stimulus aversif ou nociceptif qui est soit
psychologique ou physique a ’animal. Le modele de la défaite sociale (CSDS), induit du stress
chronique, sous la forme d’intimidation par les pairs. Plusieurs équipes de recherche ont fagonné ce
protocole pour qu’il soit standardisé de nos jours. Kudryavsteva et al ont établit les premiéres bases
du modele de contact sensoriel en observant que les souris de souche C57BL6 subordonnées
présentaient des mécanismes de défense qui passaient de la défense active jusqu’a I’expression de la
soumission %, Berton et al., au sein d’une étude montrant ’implication de BDNF dans le
développement de comportements dépressifs, ont proposé un modele standardisé ou pendant dix
jours, des souris méles C57BL6 sont mises en contact avec un agresseur résident CD-1. Ensuite, les
contacts olfactifs, visuels et auditifs sont conservés en plagant la C57BL6 d’un c6té du compartiment
séparé par un séparateur translucide perforé et la CD-1 est logée de I’autre coté . Golden et al.,
proposent un protocole standardisé de la défaite sociale en analysant divers paramétres d’importance
qui permettent d’initier la défaite et il offre des pistes de dépannage *°. A la fin du protocole, les
animaux passent le test d’interaction sociale ou un ratio SI leur est attribuée. Si le ratio SI est en
dessous de 1, ¢’est-a-dire passant moins de temps dans la zone d’interactions sociales en présence de
I’agresseur, ils sont considérés susceptibles au stress (SS) tandis que ceux avec un score au-dessus de
1, donc passant autant ou plus de temps dans la zone d’interactions sociales en présence de

I’agresseur, sont considérés comme résilients au stress (RES).

La CSDS se base sur quatre formes de validité : de construit, de contenu, discriminante et de valeur
prédictive du modele®®. Premierement, la validité de construit est respectée puisque I’intimidation
répétée par les pairs représente du stress chronique et mene au développement subséquent de
comportements dépressifs'®’. Deuxiémement, la validit¢ de contenu est soutenue par la
neuropathologie et les comportements dépressifs similairement retrouvés chez les humains
dépressifs®!. Par exemple, I’anxiété, I’isolement, I’anhédonie, les troubles de sommeil, la fatigue, la
fluctuation du poids, 1’agressivité et la perte de mémoire, sont des facteurs mesurables dans un modele
murin. Troisiemement, la validité discriminante provient du fait qu’il est possible d’obtenir deux
sous-populations de souris®. Les souris dites susceptibles au stress présentent des comportements
dépressifs distincts de ceux des souris résilientes comme la perte de plaisir (anhédonie), I’anxiété et
des comportements d’évitement. Quatriemement, la validité prédictive du modele repose sur 1’aspect
pharmacologique. Lorsqu’un humain est traité avec des antidépresseurs, ceux-ci ont pour but de
réduire la fréquence et l’intensité des périodes dépressives. Dans le cas de la CSDS, seule
I’administration chronique d’antidépresseur réduit les comportements dépressifs'®. Il est important
de noter que la plupart des études animales retrouvées dans la présente introduction ont eu recours a

ce paradigme.
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1.7.2 Environnement enrichi

Pour recréer des conditions socio-économiques élevées ou I’introduction de I’exercice physique chez
I’animal, il est nécessaire d’adapter ces stratégies préventives a I’espéce d’intérét pour augmenter la
valeur translationnelle du modele de la défaite sociale. Les éthologistes et les techniciens en santé
animale ont noté que les mammiféres captifs placés dans des environnements privés d’enrichissement
développaient des comportements répétitifs, nommeées stéreotypies, qui s’apparentent a la rumination
chez I’humain’®, Ces comportements sont déléteres a long terme et causent de la souffrance.
L’introduction d’un environnement enrichi (EE) a permis de pallier & ces déficits et de favoriser un
développement sensoriel, cognitif et moteur et d’octroyer des bénéfices sur le métabolisme,

19 L’environnement enrichi se définit comme un modéle

I’immunité et le comportement des animaux
d’hébergement animal, ne nécessitant ni intervention chirurgicale ou médication, qui cherche a
bonifier I’environnement standard par I’ajout de structures de nidification, de partenaire sociaux et

d’exercice physique, afin de recréer des conditions équivalentes a 1’état sauvage®.

En 1964, Diamond et al. réalisent une expérience ou de I’enrichissement structurel est introduit dans
les cages de rats expérimentaux. D’une part, les rats ayant accés a 1’enrichissement montrent une
meilleure capacité d’apprentissage et de mémorisation. D’autre part, elle note une augmentation de
la masse cérébrale, du nombre de connexions neuronales, de la taille de corps cellulaire des neurones
et du nombre de cellules gliales?®2%t, Cette démonstration représente la premiere évidence
scientifique que I’environnement enrichi favorise la plasticité neuroanatomique, soit la capacité de
modifier et remodeler les connexions neuronales en fonction de 1’environnement moléculaire,
cellulaire et fonctionnel. Selon les situations, le cerveau s’adapte aux nouvelles informations qui
s’ajoutent a la mémoire, modifie les comportements et permet ainsi de rejeter I’idée que celui-ci est
un organe fixe une fois a I’age adulte. La construction d’un réseau neuronal dans des contextes positifs
a un effet immunomodulateur puisque les signaux regus du SNA et de ’axe HPA permettent de
diminuer les impulsions nerveuses signalant la présence de danger et donc du développement de
comportements adaptés?’?. Par exemple, la stimulation cognitive apportée par I’EE promouvait une
réponse immunitaire anti-inflammatoire autant au niveau de la BHE que de la BI?%. En addition,
Morano et al. ont montré que des rats femelles retiré de leur environnement enrichi imitait le
sentiment de perte, ce qui menait a des comportements d’adaptation comme 1’hyperphagie,
I’immobilité dans le test de nage forcée et une diminution de I’activité de I’axe HPA comparativement

aux controles ayant accés a de I’enrichissement?%,

L'EE modifie aussi le microbiote intestinal. Par exemple, Lupori et al. ont montré que ’addition de

I’exercice physique altérait le microbiote intestinal en plus d’augmenter la plasticité synaptique et

29



’arborisation des microglie dans le cortex visuel par les SCFA comme le butyrate chez la souris®®.

Dans un modele de la maladie d’Huntington, les souris hébergées en EE, présentent un microbiote
intestinal distinct des souris hébergées dans un environnement standard en plus de présenté une
atténuation des symptémes de la maladie®®. Finalement, dans un modéle du Parkinson, induit par
modification génétiques, I’EE affecte le microbiote intestinal en augmentant la composition en
Lactobacillus, capable de digérer les fibres prébiotiques, et ils ont observé une diminution des

médiateurs inflammatoire comme IL-8 et NF-kB2%'.

1.7.3 Activité physique

Comme mentionné précédemment, une problématique émergente reliée a I’activité physique est le
manque de connaissance quant aux mecanismes physiologiques qui sont en cause dans 1’aspect
préventif des comportements dépressifs. Ainsi, I’utilisation de ’exercice physique volontaire sur
roue (VWR), permet de répliquer I’introduction de 1’activité physique aérobique chez I’humain, qui
se comporte comme un stresseur physiologique et une composante motivationnelle?®®, Grace au
VWR, plusieurs groupes de recherche ont pu corroborer tant 1’adaptation immunitaire et
I’amélioration des comportements dépressifs induits par le stress chronique et 1’efficacité en
comparaison a 1’utilisation de composés pharmaceutiques. Dans le contexte de la CSDS, I’utilisation
de I’exercice physique est plus efficace pour renverser les comportements d’évitement plutot que
I’utilisation de la fluoxétine, un antidépresseur courant®®, La défaite sociale réduit les interactions
dopaminergiques du NAc et I’introduction de I’activité physique permet I’activation de AFosB, un
facteur de transcription nécessaire au maintien et au rétablissement de ce circuit dopaminergique, ce
qui permet de réduire les comportements dépressifs et favoriser la résilience au stress

chronique®?210.211,

Dans un modele murin du cancer du c6lon, quand la VWR est combiné a I’EE, la présence de
médiateurs de réparation de 1’épithélium intestinal augmente et permet de prévenir la migration des
tumeurs 22, L’exercice physique permet d’influencer les processus inflammatoire par la diminution
de I’activité transcriptionnelle des lymphocytes présents dans les tissus épithélial de I’intestin par la
diminution des cytokines proinflammatoires, une augmentation des cytokines antiinflammatoires et
une augmentation des enzyme antioxydantes?'32!4, Ces résultats ont pu étre répliqué chez les humains
suivant un exercice a haute intensité. En mesurant I’expression des TLR et du LPS, I’exercice
physique serait responsable de la modulation du systéme immunitaire innée et permettrait de modifier
I’inflammation de bas grade, et par effet, enrayer la progression des maladies chroniques reliée a

I’inflammation?%216,
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Dans les derniéres années, Clarke et al. ont menée une des premiéres études ou ils ont établis que
I’augmentation de la fréquence de I’activité physique menait a une augmentation dans la diversité du
microbiote intestinal, une diminution de I’indice de masse corporelle et I’augmentation de
Akkermansia muciniphila, une espéce responsable de la dégradation du mucus?'’. Cet effet pourrait
étre médié par la branche innée du systéme immunitaire, qui conditionnent le microbiote intestinal
vers une diversité optimale composées d’espece bactérienne produisant la sérotonine et les
SCFA®2%8 Dans une étude sur des souris obeses et diabétiques, une corrélation inverse est observée
entre I’intensité des maladies et I’abondance d’ Akkermansia?'®. Au sein d’un essai contrdle randomisé
avec des enfants obéses, 1’exercice physique permet de renverser la dysbioses et de diminuer le profil
proinflammatoire aux niveaux présent chez des enfants en santé??°. De plus, six semaines d’exercice
chez des adultes obese permet de modifier la diversité du microbiote vers une abondance de bactéries
produisant du butyrate, ce qui en retour permet d’augmenter les concentrations fécales de butyrate??.,
En support a ces résultats, une étude préclinique sur des rats montre que 5 semaine d’entraine sur roue
d’exercice permet d’augmenter la propension de bactérie produisant le butyrate et une augmentation
subséquente du butyrate???, En lien avec la barriére intestinale dans des cellules Caco2, le butyrate
s’est montré responsable de I’assemblage et de la maintenance des protéines de jonctions serrées??,
Ceci suggere que I’exercice physique pourrait moduler la production de butyrate, et par effet, étre un

mécanisme qui favorise une Bl en santé.
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Chapitre 1 — Recherche

2.1 Contexte

Un changement de paradigme s’opére dans 1’étiologie de la dépression en passant du point de vue
neurocentrique vers une explication fondée, du moins en partie, sur le role interrelié des différents
systémes physiologiques et la réponse inflammatoire. L’inflammation chronique de bas grade
renforce la présence de cytokines pro-inflammatoires provenant d’un état de stress chronique non
résolu qui affecte la périphérie. Récemment, un lien clair a été suggeré entre la perturbation du
microbiote intestinal, la communication intestin-cerveau et la dysfonction du systeme endocrinien
menant a des perturbations de I’intégrité de la barriere intestinale permettant le passage d’antigénes
de molécules pro-inflammatoires??*. Ceci a pour effet d’accentuer la boucle de I’inflammation de bas
grade plutdt que d’offrir une résolution adéquate. Pour limiter les effets délétéres, agir en amont des
variables qui induisent le stress chronique représente une stratégie préventive intéressante qui pourrait
par conséquent prévenir I’apparition de symptdmes dépressifs chez les gens vulnérables. Notamment,
chez I’humain on considére que I’accés a un statut socio-économique élevée et I’introduction ou
I’augmentation de ’activité physique permettrait de diminuer significativement la présence de
I’inflammation de bas grade en affectant divers systémes biologiques??>??’, Ainsi, ces stratégies
préventives pourraient s’inscrire dans de nouvelles modalités thérapeutiques permettant de prévenir

la dépression.

2.2 Hypotheéses et objectifs

La premiére hypothése est que I’introduction d’un environnement enrichi mitigerait I’impact du stress
chronique induit par la défaite sociale en diminuant la présence de comportement dépressifs et en
augmentant la proportion de souris résilientes au stress. Le premier objectif sera de valider
I’implication de I’enrichissement du milieu de vie ou de ’activité physique volontaire et leurs effets
dans la prévention de 1’établissement des comportements dépressifs induits par la défaite sociale

chronique.

La deuxieme hypothése repose sur 1’idée que la barriere intestinale a 1’image de la barriere
hématoencéphalique deviendrait également plus perméable a la suite d’un stress par la perte
d’étanchéité via la diminution de I’expression des protéines de jonctions serrées. Le second objectif
sera d’étudier, dans le contexte du stress chronique, la réponse des jonctions serrées de la barriére
intestinale sera évaluée par 1’expression de la transcription et de I’immunofluorescence afin de
déterminer leur influence sur I’intégrité de la barriére intestinale et d’évaluer 1’effet du milieu enrichi

et de I’exercice physique volontaire sur ces processus.
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2.3 Matériel et méthodes

2.3.1 Animaux

L’utilisation d’un modéle murin permet une approche translationnelle inversée pour étudier la
réponse au stress dans un contexte social. Des souris males C57BL/6 (B6, Charles River) agées de 6-
7 semaines sont acclimatées une semaine avant la défaite sociale. Des males reproducteurs retraités
agés d’au moins 4 mois (CD-1, Charles River) servent d’agresseurs. Les souris sont hébergées en
groupe a leur arrivée puis individuellement par la suite, et sont maintenues dans un cycle jour/nuit de
12 heures, & une température de 22°C et avec un accés ad libitum a I’eau et a la nourriture. Les
expériences sont realisées en conformité avec les lignes directrices émises par le Conseil Canadien
de Protection des Animaux ainsi que celles du Conseil de Protection des Animaux de
I’Université Laval (ref : 2018-052).

2.3.2 Modeéle de la défaite sociale

La CSDS est modifiée a partir du protocole standardisé par Golden et al ***. Avant d’entamer la
défaite, la latence d’attaque agonistique de la souris agresseur (CD1) est évaluée pendant trois jours.
Une souris B6 est placée pendant 180 secondes avec une souris CD-1. Dés la premiére marque
d’agression par la CD-1, la B6 est retirée et le temps est noté. Une souris CD-1 sera considérée trés
agressive si elle attaque trois jours sur trois en dessous de 10 secondes. Elle sera considérée agressive
si elle attaque trois jours sur trois au-dessus de 10 secondes. Une CD-1 sera considérée variable si
elle attaque deux jours sur trois. Si une CD-1 n’attaque pas ou montre des comportements sexuels,
elle ne sera pas utilisée dans la CSDS. Les CD-1 sont réparties selon leur niveau d’agressivité au
travers de la défaite pour balancer le niveau d’agression des souris soumises a la CSDS. Les
agresseurs sont placés dans une cage spécialement utilisée pour la défaite sociale (26.7cm x 48.3cm
x 15.2cm, Allentown Inc) avec un séparateur transparent et perforé (0.6cm x 45.7cm x 15.2cm) 24h

avant le début de la défaite (jO) et n’ont pas acces au matériel d’enrichissement.

Les souris B6 sont soumises a la CSDS pendant 10 jours (fig. 9). Chaque jour, elles sont mises en
contact avec la souris CD-1 pendant 5 minutes, puis elles sont séparées par le diviseur perforé pour
conserver un contact sensoriel jusqu’au lendemain. Dans le cas ou une résidente attaque trop
séverement ou encore démontre des comportements d’accouplement sur une souris B6, la ronde
d’agression est arrétée sur-le-champ. Chaque jour, les souris B6 rencontrent une souris CD-1
différente. Les souris contrdles, qui ne subissent pas la CSDS, sont placées deux par cage et séparées
par le séparateur perforé et sont manipulée de la méme facon que les souris B6 sans toutefois étre
mises en présence d’un agresseur. Aprés la derniére journée d’agression, les souris stressées et

contrbles sont hébergées individuellement dans des cages standards et elles seront soumises au test
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d’interactions sociales 24h plus tard. Avant le sacrifice, le nombre de blessures est comptabilisé, par
le décompte de morsures sur la queue, les pattes, le haut du dos et la taille des plaies présentes sur le

bas du dos et le ventre.

2.3.3 Test d’interactions sociales

Le test d’interactions sociales sert & déterminer la sensibilité au stress en évaluant le ratio
d’interactions sociales (Ratio SI) et permet de classifier I’animal comme susceptible ou résilient au
stress social tel que décrit par Golden et al**® (fig. 9). Au 11° jour, les souris sont acclimatées une
heure au local du test d’interactions sociales. Le test est effectué¢ sous lumiére rouge. L’évaluation se
fait en deux essais d’exploration en dans une boite en champ ouvert (42cm x 42cm x 50cm,
Nationwide Plastics) avec une petite cage en grillage, servant a accueillir I’agresseur, au milieu d’un
cOté. Lors du premier essai, le logiciel (AnyMaze™ 6.1, Stoelting Co) mesure la locomotion et la
localisation de I’animal (B6) pendant 150 secondes en absence d’agresseur dans la cage en grillage.
L’animal est retiré de la boite aprés le temps imparti et I’équipement est nettoyé. Une CD-1 qui n’a
pas participé a la défaite sociale, et donc inconnue de la souris B6 est introduite dans la cage en
grillage. La souris B6 est alors placée dans I’aréne et fait le second essai exploratoire pendant 150
secondes. Les mesures du temps passé dans la zone d’interaction, c’est-a-dire autour de la cage en
grillage, dans les coins de I’aréne ainsi que la distance parcourue sont enregistrées. Le ratio
d’interactions sociales (Sl ratio) est obtenu en divisant le temps passé dans la zone d’interaction en
présence de ’agresseur par celui sans 1’agresseur lors du test. Les animaux présentant un ratio Sl en
dessous de 1, ¢’est-a-dire passant moins de temps dans la zone d’interactions sociales en présence de
I’agresseur, sont considéres susceptibles au stress (SS) tandis que ceux avec un score au-dessus de 1,
donc passant autant ou plus de temps dans la zone d’interactions sociales en présence de 1’agresseur,
sont considérés comme résilients au stress (RES). De maniére générale, environ 60% des souris
présentent un comportement SS qui se traduit par de I'évitement social et une anxiété accrue. Le 40%
restant présente plutdt de la résilience RES, soit la présentation d'un comportement prosocial et une
réduction de I'évitement des pairs (fig. 9)'°. Ces résultats serviront de baréme pour comparer les

résultats de la présente étude puisqu’ils proviennent d’un modéele standardisé.
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Figure 8. Modéle de la défaite sociale et test d’interactions sociales.

Pendant 10 jours, les souris B6 sont soumises a une ronde d'agression physique de 5 minutes par une souris
CD-1 différente chaque jour, présentant un comportement agonistique. Les animaux sont par la suite gardés en
contact sensoriel pendant 24h. Durant cette phase, les animaux ont accés aux stratégies préventives sous forme
d'enrichissement structurel ou d'acces libre a une roue d'exercice physique. Au 11° jour, les souris subissent le
test d'interactions sociales pour déterminer le phénotype comportemental. Environ 60% des souris présentent
un comportement de susceptibilité au stress (SS) qui se traduit par de I'évitement social et une anxiété accrue.
Le 40% restant présente plutot de la résilience (RES), soit la présentation d'un comportement prosocial et une
réduction de I'évitement des pairs. Les données proviennent d'une représentation des résultats obtenus par
Golden et al.1%

2.3.4 Environnement enrichi

De maniere générale dans un paradigme de défaite sociale réguliére, aucun enrichissement n’est
présent dans la cage de la souris B6. Pour introduire une des stratégies préventives dans le protocole
de recherche, I’enrichissement du milieu mimant un meilleur statut socio-économique nous avons
ajouté de I’enrichissement structurel pendant la phase sensorielle. L’enrichissement structurel
comprend 1’ajout d’une maisonnette, du matériel de nidification ainsi qu’un jouet a gruger
(nylabone)??:22_ e matériel d’enrichissement est assigné a un méme animal pendant les 10 jours du
protocole de défaite sociale. Aprés la derniére séance de CSDS, les souris sont hébergées
individuellement dans une cage standard uniquement avec le matériel de nidification jusqu’au test
d’interactions sociales. Les détails concernant la standardisation de 1’enrichissement structurel sont

disponibles a I’annexe 2.

2.3.5 Exercice physique
L’activité physique volontaire (VWR), quant a elle, est introduite avec 1’accés libre a une roue
d’exercice physique (ENV-047, Med Associates Inc, 6.0198 cm de diametre, 37.82 cm par

révolution). Cing jours avant le début de la défaite, les souris ont été acclimatées a la cage de défaite
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sociale contenant une roue d’exercice. Pour étudier I’aspect préventif, toutes les souris B6 ont acces
a I’exercice physique pendant la phase sensorielle de la CSDS. Les souris résidentes CD-1 et B6, qui
ne subissent pas la rotation, n’ont pas acces a une roue d’activité physique. Chaque souris & une roue
assignée pour toute la durée du protocole de la CSDS. Apreés la derniere séance de CSDS, les souris
sont hébergées individuellement dans une cage standard jusqu’au test d’interactions sociales, sans la
roue d’activité physique due a la contrainte d’espace. La distance parcourue est enregistrée pendant
toute la durée du paradigme de la CSDS par un compteur électronique (Wireless Device USB Hub
DIG-807, Med Associates Inc) connecté a un ordinateur qui posséde un logiciel de comptage
(Running Wheel Data Analysis SOF-860, Med Associates Inc). Ces données sont exprimées en
kilométres parcourus. Les détails concernant la standardisation de 1’exercice physique volontaire sont

disponibles a I’annexe 3.

2.3.6 Collecte de tissus

Lors de la collecte des tissus, les animaux sont euthanasiés par décapitation. Les intestins sont sortis
de la cavité abdominale et conservés sur glace. Le colon est retiré et le petit intestin est sectionné en
trois parties équidistantes : proximale, médiale et distale. Ces parties représentent respectivement le
duodénum, le jéjunum et I’iléon. Deux poingons de 2 mm de diameétre dans la partie médiale et distale
sont réalisés et placés dans un tube sur glace seche puis a -80°C jusqu’a utilisation. Les segments
médial et distal restants aprés le poingonnage sont maintenus dans une solution de PBS sur glace et
sont préparés avec la méthode du rouleau suisse %23, Les segments sont nettoyés avec une solution
de PBS 1X. Une coupure longitudinale du cylindre est effectuée puis le tissu est ouvert. La séreuse
est étalée sur un cure-dent avec la muqueuse faisant face a I’extérieur et le tissu est roulé pour former
un rouleau. Le tissu roulé est retiré du cure-dent et placé dans un moule et recouvert ¢ ’optimal cutting
temperature compound (OCT, Thermo Fisher Scientific). Le tissu enduit est congelé rapidement dans

I’isopentane et conservé sur glace séche puis entreposé a -80°C jusqu’a son utilisation.

2.3.7 Analyse transcriptionnelle de I’intestin chez la souris soumise a la CSDS

L’ARN est extrait avec la méthode de séparation de phase phénol/chloroforme. Le poingon de tissu
est homogénéisé avec le TRIzol (Invitrogen) pour extraire les composés organiques et ensuite le
chloroforme est ajouté pour retirer les protéines de la phase organique. L’isolation de ’ARN du
surnageant est faite en utilisant le PureLink RNA mini kit (Invitrogen/Life technologies) et en suivant
le protocole du manufacturier. La quantité d’acide nucléique finale est mesurée avec la plaque Take3
et I’appareil Epoch (Biotek). Le logiciel Gene5 (Biotek) effectue la mesure de la concentration.
L’ARN est transformé en ADN complémentaire en utilisant le Maxima-H-minus cDNA synthesis kit

(Fisher Scientific) et est normalisé a une concentration de 500ng/ul. La PCR quantitative est réalisée
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par le Quantstudio 5 Real-Time PCR System (Applied biosystems) et en utilisant une plaque 384
puits dont chacun contient 3ul d’échantillon de ¢cDNA, Sul de Power Up SYBR green (Fisher
Scientific), 1ul d’amorce PrimeTime (voir Annexe 1 pour la liste des amorces utilisées) et 1ul d’eau
distillée stérile. Les échantillons sont chauffés a 50°C pendant 2 minutes et 95°C pendant 2 minutes,
puis pour 40 cycles d’amplification de 95°C pendant 15 secondes, 60°C pendant 15 secondes, 72°C
pendant 1 minute. L’analyse a été réalisée par la méthode de Livak, permettant d’exprimer
I’expression relative de geéne, ou la B actine sert de géne de référence conservé au travers de
I’évolution. L’expression relative des génes des souris subissant le stress est exprimée en fonction

des souris contrbles qui ne sont pas stresses et en relation avec la  actine.

2.3.8 Immunohistochimie

Le tissu intestinal est coupé au cryostat, en section de 6um d’épaisseur a -16°C et monté sur des lames
(Superfrost Plus, Fisherbrand). Les tranches sont perméabilisées pendant 15 minutes dans du PBS 1X
+ 0.1% Tween 20 (PBST). Elles sont ensuite incubées pendant 1h dans la solution de blocage qui
contient 5% de Normal Donkey Serum (NDS) dans du PBST. Ensuite, les coupes sont incubées
pendant la nuit avec la solution d’anticorps primaire, diluée dans du PBST (Rabbit anti-Cldn3, 1:250,
Thermofisher, 34-1700; Rat anti-CD326, 1:250, 14579181, Invitrogen). Trois lavages dans du PBS
pendant 5 minutes sont réalisés. Les tissus sont incubés avec la solution d’anticorps secondaires diluée
dans du PBS (Phalloidine, 1:250, 30972, Millipore Sigma; Cy3 anti-Rabbit, 1:400, 711165152,
Jackson Laboratories; Cy2 anti-Rabbit, 1:400, 712225153, Jackson Laboratories) pendant 2 heures.
Les tissus sont rincés trois fois dans le PBS. Ensuite, les tissus sont incubés une minute dans le 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) et rincés pendant 5 minutes. Finalement, les lames sont enduites
de ProLong Diamond Antifade Mountant (Invitrogen) et recouvertes d’une lamelle. En microscopie,
I’acquisition de 16 images de tranche intestinale d’une profondeur de 0.25um pour un total de 4um a

été réalisée a I’aide du microscope Axio Observer M2 avec un objectif de 40x (Carl Zeiss).

2.3.9 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad version 9.3.1 (GraphpadSoftware
Inc.). Les données ont été vérifiees pour leur normalité et I’homogénéité des variance par le test de
Shapiro-Wilk et de Levene respectivement. Le test-t faisait intervenir le test Mann-Whitney U. Toutes
les analyses ont été fait avec un p<0.05. Les ANOVAs utilisaient des t-test avec la correction de
Bonferroni avec un o= 0.01. Le type de test utilisé est indiqué sous chacune des figures. Les analyses
de corrélation ont faire intervenir le test de Pearson. Les valeurs de p obtenu suivent ce format : ns :
P>0.05; *P<0.05, **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001.
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2.4 Résultats

2.4.1 L’environnement enrichi augmente la résilience dans le contexte d’un stress social
chronique chez la souris
Pour établir I’effet des stratégies préventives dans le contexte du stress chronique, nous avons tout

d’abord eu recours a I’environnement enrichi, un paradigme animal mimant un milieu socio-
économique amélioré chez I’humain. Les souris B6 sont soumises a 1’agression par une nouvelle
souris CD1 agresseur, 5 minutes par jour pendant 10 jours consécutifs. Lors de la phase sensorielle,
c’est-a-dire pendant le reste du temps apres la CSDS, I’accés a de I’enrichissement structurel a été
offert sous la forme de matériel de nidification, d’une maisonnette et d’un jouet a gruger en nylon. A
la fin de la derniére de CSDS, les souris sont hébergées individuellement dans une cage standard
uniquement avec le matériel de nidification. Au 11° jour, les souris sont soumises au test
d’interactions sociales qui permet de déterminer le phénotype comportemental au stress social, soit
la susceptibilité ou la souris démontre de 1’évitement social ou encore la résilience ol I’animal ne
démontre pas d’évitement social. Les souris susceptibles au stress (SS) évitent plus souvent la zone
d’interaction et évitent de se retrouver a proximité de I’agresseur, qu’elles peuvent apercevoir dans la
cage en grillage, en restant dans les coins (fig. 9¢). Les souris résilientes, au contraire, vont passer
plus de temps dans la zone d’interaction, délimitée autour de la cage de grillage ou se trouve
I’agresseur, et seront moins portées a rester dans les coins. Le test d’interactions sociales des souris
ayant eu acces au milieu enrichi lors de la CSDS révéle que 66% (n =24) des souris sont résilientes
suite a la défaite sociale comparativement a 33% (n=12) de souris susceptibles au stress (fig. 9a, b).
Ce ratio est calculé en divisant le temps dans la zone d’interaction en présence de I’agresseur par le
temps dans la zone d’interaction en absence de 1’agresseur (fig. 9d, e). En comparaison a une défaite
sociale réguliere ou aucun matériel d’enrichissement n’est présent, on obtient habituellement un ratio
de 40% de souris résilientes et de 60% susceptibles au stress?®2. Ainsi, I’enrichissement structurel
pourrait diminuer le phénotype de la susceptibilité induite par des conditions de stress chronique. Le
temps passé dans les coins en présence de 1’agresseur est un indicateur du comportement d’évitement
social associé aux comportements anxieux®®. Nous avons observé que le groupe de souris
susceptibles au stress démontre une différence significative du temps passé dans les coins en présence
de I’agresseur en comparaison au groupe résilient au stress. Toutefois, cette différence n’est pas
observée lorsque 1’agresseur n'est pas présent lors du test de SI (fig. 9f, g). La mesure locomotion lors
du test Sl est utilisée afin de vérifier si les attaques de 1’agresseur lors de la CSDS ont engendré des
blessures ou des troubles moteurs qui pourraient biaiser les résultats du SI. Ici, nous voyons qu’il n’y
a pas de différences significatives entre les groupes pour la distance parcourue dans 1’aréne (open

field) (fig. 9h). Ceci indique que les souris n’ont pas de problémes de mobilité et qu’aucune cause
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externe n’a biaisé le résultat du SI. Ainsi nous pouvons affirmer que I’introduction de
I’enrichissement structurel comme stratégie préventive permet d’augmenter la résilience au stress en

comparaison aux conditions normales du modéle de la CSDS.

39



Em 33.33% ss

Em 66.67% res — |—.| o ctrl(17)
2.04 &. e ss(12)
o
o ° res (23
2 154 %S é; @3)
o ‘e
@ 1.0 °68 g,
o .
.
0.5+ -?!
L]
L3
0.0-——t+—7
n =36 ctrl ss res
c
sans agg avec agg ver wern
1501
ol 1'_" 5 - i o ctrl (16)
— L]
g i g e o o ss(12)
Ld
2 g § 100 :is o res(23)
=2 5
9‘7 g f_l e® o 0
A @ > c > % 8 .e,
- o9 o .
o ng ] & e
- Q
% g 153 (4
T L = g © .
g ] I e e e
o =3 ctrl ss res
0
e
- 150- 80+ *
S -~ o ctrl (17) - 1 o ctrl (15)
O m
§ e © s § E 60 ) © ss(12)
9]
231004 o o ° e res(23) 2 & . ° res(21)
b % o° o < = °
b 2 S 40 :
TEE &k 5 3
o n 504 T o
28 o 20 8 8 20- —I— ¢
£2 : 55 g
3 = i
o R Ry N
ctrl ss res ctrl ss res
801 20+
o o ctrl (17) — o ctrl (17)
=) £ o
S = 60 * ss(12) C ?E/ 154 gogo . .?... e ss5(12)
o 9 * res (22) S i o % * res(23)
o 9 = 0
»® o8 00 .?' 0
c o 40+ o E T 104 gop & o
© > ) o 5
- o o L4 O O o
%) 3 ® 3 g
29 20 _; $ 3 54
52 |¥ 2 2
= S e%e ©
0- o777
ctrl ss res ctrl ss res

Figure 9. L’enrichissement structurel promeut la résilience au stress chronique

a. Proportion des souris susceptibles ou résilientes au stress aprés la CSDS avec enrichissement structurel
(EE) suite au test d’interactions sociales. b. Ratio d’interactions sociales (Sl ratio) ou le groupe contr6le non
stressé (CTRL) sert de comparaison aux animaux stressés susceptibles (présentant un Sl ratio < 1 (SS)) et
résilients (présentant un Sl ratio > 1 (RES)) (one-way ANOVA, F(2, 49)=29.23; Bonferroni ****P<0.0001;
n=17 ctrl, 12 ss, 23 res). ¢. Carte thermique représentant le temps d’interaction normalisé pendant le test SI.
d-e. Les souris SS passent moins de temps dans la zone d’interaction quand I’agresseur est présent comparé
aux souris RES et CTRL (c) (one-way ANOVA, F(2, 48) = 18.24; Bonferroni ***P<0.0002, <0.0001, n =
16 ctrl, 12 ss, 23 res) qu’en absence de 1’agresseur (d). f-g. Temps passé dans les coins de I’aréne en présence
(e) ou en absence (f) de ’agresseur (one-way ANOVA: F(2, 45)=4.109; Bonferroni *P<0.0230; n=15 ctrl,12
ss, 21 res). h. Aucune différence significative dans la locomotion (one-way ANOVA: F(2, 49) = 0.9812;
P=0.3821; n=17 ctrl, 12 ss, 23 res). La barre d’erreur représente la moyenne + SEM. Chaque point représente
une souris.
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2.4.2 L’habituation a ’activité physique est nécessaire a la standardisation inter-groupe

L’introduction d’un paradigme comme |’exercice physique volontaire nécessite plus de préparation
que I’enrichissement structurel. L’animal a besoin d’une phase d’adaptation qui lui permet de
s’habituer a la présence d’une roue d’exercice ainsi qu’a son utilisation. N’ayant tout d’abord pas
considéré cet aspect important, nous avons mené une étude pilote de CSDS sur une petite cohorte de
souris ou nous avons introduit la roue d’activité physique au premier jour de la CSDS. Suite au
paradigme, nous avons remarqué que les souris subissant le stress (STR) présentaient une diminution
significative de la distance moyenne parcourue dans les 5 premiers jours de CSDS en comparaison
aux souris contréle (CTRL) (fig. 10a). Suite au test SI, nous avons remarqué une diminution
significative de la distance moyenne totale parcourue entre les souris susceptibles (SS) en
comparaison au groupe contréle (CTRL) (fig. 10b). De plus, le haut taux de souris susceptibles
montre que le manque d’habituation pointe vers un effet négatif ce qui nous laisse croire que le
développement du phénotype de susceptibilité au stress a un lien avec la distance parcourue par les
souris. Toutefois, cette observation n’est pas confirmée par la mesure corrélationnelle, car la distance
parcourue en fonction du ratio Sl est expliquée uniquement par 21% (fig. 10c). Une composante
supplémentaire qui pouvait influencer les résultats obtenus était 1’orientation des roues d’exercice
physique. Lors de 1’étude pilote, les souris CD-1 avaient la possibilité d’essayer d’attaquer les souris
B6 au travers du diviseur perforé pendant I’activité physique, ce qui pouvait influencer le temps
d’utilisation des roues, la distance parcourue et le fort pourcentage de souris SS tel que soulevé. Ainsi
nous avons apporté les changements suivants au protocole de CSDS. Tout d’abord, nous avons
introduit la roue d’exercice pendant la période d’acclimatation des souris avant le début de la CSDS
et ce afin de les familiariser avec 1’équipement. Ensuite, nous avons orienté la roue d’exercice afin
d’éviter les morsures de la souris B6 par la souris CD-1 lors de I’exercice physique. Grace a ces
ajouts, nous avons remarqué une nette amélioration dans la distance parcourue par le groupe subissant
le stress en plus de diminuer la différence de la distance parcourue entre les groupes (fig. 10d). On
observe que le groupe contréle et les sous-groupes SS et RES parcourent une distance similaire en
plus d’étre augmentés de facon considérable a environ 15km/jour aprés une période d’habituation
(fig. 10e). Finalement, ’analyse corrélationnelle entre la distance moyenne parcourue et le ratio SI
montrent qu’il n’y a pas d’effet du ratio social sur la distance parcourue (fig. 10f). Ceci indique donc
que la distance parcourue chez les souris CTRL et STR est comparable suite a I’habituation avec les
roues d’exercice et donc qu’elle n’est pas en relation directe avec le phénotype comportemental

développé suite a la CSDS.
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Figure 10. L’habituation a la roue d’exercice physique diminue la disparité des résultats inter-groupe.
a. Mesure de la distance parcourue sur les roues d’exercice en fonction du jour de la défaite sociale sans
habituation a la roue d’exercice entre les souris non stressées (ctrl) et stressées (str) (two-way ANOVA :
F(1,189)= 60.82; Groupes p<0.0001). b. Distance moyenne parcourue en fonction des souris non stressées
(ctrl), et les souris susceptibles au stress (ss) et les souris résilientes (res) sans habituation a la roue d’exercice
(one-way ANOVA: F (2, 20) = 8.155; Bonferroni **p<0.002; n= 8, 12, 3). c. Corrélation du ratio Sl en
fonction de la distance moyenne parcourue entre le groupe ctrl, ss et res sans habituation a la roue d’exercice
(p<0.0265, Pearson R?=0.2135). d. Mesure de la distance parcourue sur les roues d’exercice en fonction du
jour de la défaite sociale avec habituation a la roue d’exercice (two-way ANOVA (F (8, 172) = 0.8842;
Groupes p=0.5311). e. Distance moyenne parcourue en fonction des souris non stressées (ctrl), et les souris
susceptibles au stress (ss) et les souris résilientes (res) avec habituation a la roue d’exercice (one-way
ANOVA : F (2, 19) = 0.6413, Bonferroni p=0.5377). f. Corrélation du ratio Sl en fonction de la distance
moyenne parcourue entre le groupe ctrl, ss et res avec habituation a la roue d’exercice (p=0.6878, Pearson
R?=0.008). La barre d’erreur représente la moyenne + SEM.
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2.4.3 L’activité physique est efficace afin de prévenir I’apparition des comportements de type
dépressifs chez la souris ayant subi une defaite sociale chronigque

Pour caractériser le développement de la résilience au stress par 1’accés a I’activité physique
volontaire (VWR) dans le contexte du stress chronique, nous avons introduit une roue d’exercice avec
compteur dans la cage de la souris B6 lors de la phase sensorielle. Nous avons pris soin de procéder
a une phase d’habituation des souris a la roue d’exercice, 5 jours avant le début de la CSDS. Tous les
jours, les souris B6 ont eu acces aux roues d’exercice lorsqu’elles n’était pas en période de CSDS et
chaque souris a conservé sa propre roue tout au long de I’expérience. Au terme des 10 jours de CSDS,
les souris ont été hébergées individuellement dans des cages standards sans leur roue d’exercice due
a une contrainte spatiale. Le test d’interactions sociales a été réalisé au 11° jour tel que décrit dans la
section méthode. Le test d’interactions sociales révele que ’acces a I’activité physique permet
d’obtenir un nombre équivalent de souris résilientes (50%, n = 15) que de souris susceptibles au stress
(50%, n =15) (fig. 11a). Ainsi, I’activité physique volontaire permettrait de prévenir du moins en
partie le phénotype de susceptibilité induit par le stress chronique et d’obtenir une différence
significative dans le ratio Sl des souris SS par rapport aux souris RES et CTRL (fig. 11b). Le ratio Sl
est calculé en divisant le temps dans la zone d’interaction en présence de 1’agresseur par le temps
dans la zone d’interaction en absence de I’agresseur (fig. 11d, €). En comparaison a une CSDS
standard, ne contenant pas de matériel d’exercice physique et ou 1’on obtient habituellement un ratio
de 40% de souris résiliente et de 60% de souris susceptibles au stress, I’exercice physique pourrait
étre efficace dans la diminution du phénotype de la susceptibilité induite par des conditions de stress
chronique!®. Le temps passé dans les coins en présence de I’agresseur est un indicateur du
comportement d’évitement social associé aux comportements anxieux. Nous avons observé que le
groupe des souris susceptibles au stress démontre une différence significative du temps passé dans
les coins en présence de l’agresseur en comparaison au groupe résilient au stress (fig. 11c).
Cependant, cette différence n’est pas observée lorsque 1’agresseur est absent lors du test de SI (fig.
11f, g). La mesure de locomotion lors du test Sl est utilisée afin de vérifier si les attaques de
I’agresseur pendant la CSDS a engendré des troubles moteurs et par le fait méme diminué la fiabilité
du test d’interactions sociales. Quand I’agresseur est absent, il n’y a pas de différences significatives
entre les groupes ce qui n’indique aucun trouble moteur (fig. 11h). Ainsi, nous pouvons confirmer
que I’introduction de I’activité physique volontaire comme stratégie préventive par 1’augmentation

du phénotype résilient au stress dans le modele de la CSDS.
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Figure 11. L’activité physique volontaire promeut la résilience au stress chronique.

a. Proportion des souris susceptibles ou résilientes au stress apres la CSDS avec exercice physique volontaire
(VWR) suite au test d’interactions sociales. b. Ratio d’interactions sociales (Sl ratio) ou le groupe contréle
non stressé (CTRL) sert de comparaison aux animaux stressés susceptibles (présentant un Sl ratio < 1 (SS))
et résilients (présentant un Sl ratio > 1 (RES)) (one-way ANOVA, F (2, 40) = 29.52 ; Bonferroni
****P<0.0001; n= 12 ctrl, 15 ss,15 res). c. Carte thermique représentant le temps d’interaction normalisé
pendant le test SI. d-e. . Les souris SS passent moins de temps dans la zone d’interaction quand 1’agresseur
est présent comparé aux souris RES et CTRL (c) (one-way ANOVA: F (2, 37) = 3.335; Bonferroni
*P<0.0428; n= 12 ctrl, 14 ss, 14 res) qu’en absence de ’agresseur (d). f-g. . Temps passé dans les coins de
I’aréne en présence (e) ou en absence (f) de I’agresseur (one-way ANOVA, F(2, 40) = 38.93; Bonferroni
****pP<(0.0001, n = 13 ctrl, 15 ss, 15 res). h. Aucune différence significative dans la locomotion (one-way
ANOVA : F(2, 39)= 0.9842; Bonferroni P=0.3828, n=13 ctrl, 15 ss, 14 res). La barre d’erreur représente la
moyenne + SEM. Chaque point représente une souris.
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2.4.4 La distance parcourue sur les roues d’exercice ne permet pas de prédire la susceptibilité
ou la résilience au stress chronique

Apres avoir démontré que I’exercice physique pouvait modifier le phénotype comportemental dans
le contexte de la CSDS, nous nous sommes intéressés a savoir si le niveau d’exercice physigque
pouvait prédire la susceptibilité ou la résilience au stress. En effet, selon une étude de Zhang et al., il
serait possible de déterminer le phénotype comportemental d’un animal dans le contexte de la CSDS
en fonction de la quantité d’exercice physique de base qu’ils réalisent?**, En analysant les données de
distances parcourues pour chacun des groupes, nous avons pu établir que les souris susceptibles et
résilientes n’avaient pas de différence significative entre la distance parcourue (fig. 12a). Ceci nous
indique que la distance minimale journaliére parcourue se normalise au travers d’un paradigme de
défaite sociale. Ensuite, grace a la corrélation des données comportementales (ratio SI) avec la
distance moyenne parcourue, nous pouvons voir que 1’effet de I’exercice physique sur le phénotype
comportemental permet d’expliquer 2% du phénomeéne que 1’on observe (fig. 12b). Ceci indique donc
que la quantité d’activité physique ne corréle pas avec le phénotype comportemental obtenu lors du
Sl. Le temps passé dans les coins en présence de 1’agresseur est une mesure couramment utilisée pour
mesurer ’anxiété des souris. En mesurant la corrélation entre le temps passé dans les coins en
présence de I’agresseur et la distance moyenne parcourue, nous observons un coefficient de 0.1412
permettant donc d’expliquer 14% du phénotype (fig. 12c). Ainsi, la quantité d’exercice physique
aurait plutét un effet sur le comportement anxieux, comme le temps passé dans les coins, plutét que
le développement d’un comportement prosocial dans le contexte de la défaite sociale. En bref, la
distance moyenne parcourue ne pourrait pas nécessaire prédire le phénotype comportemental dans le
contexte de la CSDS.
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Figure 12. La distance moyenne parcourue ne prédit pas le phénotype comportemental dans la CSDS
a. Distance moyenne parcourue en fonction des souris non stressées (CTRL), et les souris susceptibles au
stress (ss) et les souris résilientes (res) pendant la CSDS avec roue d’exercice (one-way ANOVA: F (2, 44)
= 0.03962; Bonferroni P=0.9612; n= 16 ctrl, 15 ss, 16 res). b. Corrélation du ratio Sl en fonction de la
distance moyenne parcourue entre les groupes ctrl, ss et res (p<0.3616, R? = 0.02034). c. Corrélation du
temps dans les coins quand ’agresseur est présent en fonction de la distance moyenne parcourue entre les
souris susceptibles et résiliente au stress (p = 0.0407, R?= 0.1412).

45



2.4.5 Le stress chronique induit par la CSDS module 1’expression transcriptionnelle des
protéines de jonctions serrées de la barriére intestinale du jéjunum

Afin d’évaluer I’impact du stress chronique sur I’intégrité de la barriére intestinale et de déterminer
son implication possible dans la pathophysiologie de la dépression, nous avons procédé a 1’analyse
transcriptionnelle des génes constituant la barriére intestinale. L’application du stress chronique sur
un organisme entraine des changements fonctionnels par I’activation de systémes tels que 1’axe HPA
ou modifie le comportement de cellules constituant un organe comme I’intestin'%?*, Une meilleure
compréhension des mécanismes d’adaptation aux stresseurs pourrait permettre d’inférer les
mécanismes sous-jacents qui expliquent la régulation et la maintenance de 1’homéostasie. Pour
comprendre le comportement physiologique de I’intestin, nous nous sommes attardées a la
composition des protéines de jonction serrées du jéjunum, car elle est une région hautement
vascularisée qui est centrale dans I’absorption de nutriment et ainsi le bon maintien de 1’homéostasie.
Ces protéines régulent directement 1’intégrité et la perméabilité de la barriére intestinale. Les génes
d’intérét que nous avons ciblés sont les claudines-2, -3, -7, -12 et -15 ainsi que les trois isoformes des
70, I’occludine et la tricelluline. Vingt-quatre heures aprés le test d’interactions sociales, hous avons
collecté les poingons du jéjunum afin d’y mesurer les changements transcriptionnels. L’ARNm des
tissus a €té extrait et transformé en ADNc et ensuite I’expression des génes cibles a été mesurée en
PCR quantitative. Comme détaillé dans la section précédente, la méthode de Livak a été utilisée pour
déterminer I’expression de génes dans ’intestin des différents groupes de souris. Le groupe de souris
contréle (CTRL) qui n’était pas stressé servait de référence et le géne de 1’ Actine B (Actb) servait de

contr6le endogeéne.

En comparant entre les groupes susceptibles au stress (SS) et résilients (RES) au groupe contrdle non-
stressé au sein d’une méme condition (EE ou VWR), il est possible d’observer des différences dans
I’expression transcriptionnelle des protéines de jonctions serrées (fig. 13). Dans la CSDS réguliére,
I’expression de la Cldn2 est diminuée chez les souris SS et elle augmente chez les souris RES (fig.
13a). D’autre part, on note une augmentation significative de la Cldn3 chez les souris RES (fig. 13a).
Puis, une tendance vers la diminution est observée chez les souris SS et une tendance vers
I’augmentation chez les souris RES pour Z03 en comparaison avec le groupe controle (fig. 13a). Dans
la CSDS avec I’enrichissement structurel (CSDS + EE), on note une augmentation significative de la
Cldn12 et de Zo3 chez les souris SS (fig. 13b). Quant aux souris RES remarque une tendance a
I’augmentation de 1’expression de Marveld2 (fig. 13b). Dans la CSDS avec accés a I’exercice
volontaire (CSDS + VWR), seul le groupe RES voit une augmentation de I’expression

transcriptionnelle de Cldn2 (fig. 13c).
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Figure 13. Le stress chronique induit par la CSDS module I’expression transcriptionnelle des protéines

de jonctions serrées de la barriere intestinale du jéjunum.

a. Changements transcriptionnels en PCR quantitative au niveau du jéjunum selon les paradigmes de la
défaite sociale (CSDS) en fonction de la susceptibilité au stress (ss) ou de la résilience (res) b. Changements
transcriptionnels en PCR quantitative au niveau du jéjunum de la défaite sociale avec enrichissement
structurel (CSDS + EE) c. Changements transcriptionnels en PCR quantitative au niveau du jéjunum de la
défaite sociale avec acceés libre a la roue d’exercice (CSDS + VWR). Le niveau d’expression
transcriptionnelle augmentée est représenté par la couleur jaune tandis qu’une expression diminuée est
représentée par la couleur bleue. Ces niveaux d’expression sont normalisés par rapport au géne conserve de
[’Actb et du groupe de souris contréle qui n’a pas subi le stress. Les segments en gris n’ont pas été mesurés.
(t-test; #: 0.05>P>0.1, *:P<0.05, **P<0.01; n =12-15).

47



2.4.6 Le stress chronique module 1’intégrité des protéines de jonctions serrées de la barriere
intestinale

En complément au deuxiéme objectif, il est nécessaire d’évaluer 1’expression protéique en
immunohistochimie puisqu’elle n’est pas toujours garante de la direction de 1’expression
transcriptionnelle. Pour caractériser 1’intégrité de la barriére intestinale, nous avons eu recours a la
préparation du jéjunum par la méthode du rouleau suisse (swiss roll) qui permet une visualisation

compléte et détaillée du segment de I’intestin.

Tel que décrit précédemment, le segment a été traité en immunofluorescence pour évaluer la force
d’expression de la Cldn3 et de son interaction avec le cytosquelette d’actine. Dans cette partie de
I’étude, nous avons optimisé le protocole de récolte des intestins pour observer 1’expression des
protéines de jonctions serrées intestinales. Pour y parvenir, nous avons uniquement imageé I’intestin
dans le contexte de 1’exercice physique sans avoir fait de comparaison entre les groupes contréle et

stress.

En se basant sur les résultats obtenus au niveau transcriptionnel, la transcription de Cldn3 était
significativement augmentée chez les souris résilientes par rapport aux souris non stressées dans la
CSDS réguliere. Ce qui nous a mené a croire que la réponse dans le jéjunum pourrait favoriser la
résilience par I’augmentation de I’expression d’une claudine étanche, la Cldn3, ce qui aurait pour
effet de diminuer la perméabilité intestinale et ainsi prévenir la propagation de la réponse
inflammatoire induite par le stress chronique. Ensuite en immunohistochimie, nous avons ciblé
I’étude organisationnelle de la Cldn3 en relation avec I’actine-p marquée a la phalloidine, une toxine
qui provient de I’amanite phalloide se liant au cytosquelette d’actine, et nous avons marqué les noyaux
cellulaires avec le DAPI. L’image présentée a la figure 14 montre une crypte de jéjunum. Il est
possible de voir que I’expression de la Cldn3 prend une forme linéaire (pointes de fleches blanches,
fig. 14). Selon une étude récente, la forme que prennent les jonctions serrées pourrait déterminer la
perméabilité paracellulaire intestinale?®®. D’une part, la forme linéaire indique une perméabilité
réduite, voire étanche. En contrepartie, si I’agencement des claudines sont ondulées ou hérissées, ceci
indiquerait une perte d’intégrit¢é et donc une augmentation de la perméabilité paracellulaire.
Malheureusement, dans notre cas, nous n’avons pas pu arriver a terme avec la compilation des
données. Ne nous pouvons donc pas prononcer de verdict quant & la modulation occasionnée par

I’introduction de I’environnement enrichi.
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Figure 14. Protéines de jonction serrées en immunofluorescence dans une crypte du jéjunum d’une
souris ayant recu de I’enrichissement structurel.

La coloration bleue représente les noyaux cellulaires (DAPI), la coloration verte représente la CLDN3 (Cy3)
et la coloration rouge représente les filaments d’actine (Cy5). Objectif 40x. Barre de mesure = 50um.
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Chapitre 2 — Discussion

Au sein de mon mémoire, il a été question d’évaluer la mitigation du stress chronique via les stratégies
préventives dans le modéle de la défaite sociale. Puis au sein du méme contexte d’étudier I’ intégrité
de la barriere intestinale. Le premier objectif a permis de démontrer que I’introduction de stratégies
préventives, sous la forme d’enrichissement structurel et d’activité physique volontaire, pourrait
réduire les comportements dépressifs développé dans le modele de la défaite sociale. De maniere
générale, ce modele induit de I’anhédonie, de I’évitement social et de 1’anxiété®:23, Ces
comportements sont mesurés par le test d’interactions sociales qui permet d’obtenir deux sous-
populations dites susceptibles au stress ou résilientes. Sans les stratégies préventives, ce modele nous
permet d’obtenir un ratio de 60% de souris susceptibles et 40% de souris résilientes. Lorsque nous
introduisons de I’enrichissement structurel, ce ratio est renversé en passant de 30% susceptibles pour
70% résilient. Dans le cas de I’exercice physique, ce ratio se trouve a 50% pour les deux groupes.
Ces résultats sont validés par 1’absence de trouble de locomotion, et une différence significative du
temps passé dans les coins entre les souris résilientes et les souris susceptibles. Cependant, nos
résultats indiquent que la quantité d’exercice physique n’a pas d’influence sur le phénotype
comportemental. Ainsi nous pouvons affirmer que les stratégies préventives sont pertinentes dans la
mitigation de la susceptibilité au stress chronique et le développement de la résilience. Comme second
objectif, grace au modeéle de la CSDS, il a été possible d’évaluer les implications physiologiques et
moléculaires de la barriére intestinale au niveau transcriptionnel dans le contexte du stress chronique.
Plus précisément, nous avons ciblé 1’expression transcriptionnelle et protéique des protéines de
jonctions serrées qui servent a relier les cellules composant un tissu biologique. Selon les stimuli
physiologiques leur expression variera et la barriére intestinale sera plus perméable ou plus étanche
pour s’adapter au stress. Nos résultats indique que I’expression transcriptionnelle est modulée dans
le contexte du stress chronique et que I’introduction de stratégies préventives pour mitiger les effets
du stress chronique permet de moduler cette expression. Par exemple, la Cldn3 est exprimée chez les
souris résilientes dans le contexte du stress chronique, mais dans les stratégies préventives celle-ci est
diminuée. Par la suite, pour valider I’expression protéique nous avons établi un protocole
d’immunohistochimie, sans toutefois arriver a établir une analyse de corrélation d’expression. Pour y
parvenir, il aurait fallu acquérir une grande quantité d’image en immunofluorescence des jonctions
serrées et ce sur une grande profondeur. L’acquisition des images pouvait prendre des heures et ne
pas étre fonctionnelles pour le logiciel d’analyse d’image. Par contre, une nouvelle stratégie par

’apprentissage machine serait envisageable pour analyser un grand nombre de données?,
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Il est donc possible d’affirmer que les stratégies préventives pourraient étre efficaces dans la
mitigation des comportements dépressifs dans le modele de la CSDS. Cependant, il est important
d’investiguer d’autre mécanismes qui permettraient de comprendre les implications physiologiques
sous-jacentes et ainsi permettre le développement de solution novatrice dans la mitigation et la
prévention du trouble dépressif majeur. Les sections subséquentes traiteront des résultats obtenus et
présenteront des pistes d’interprétation des résultats concernant 1’enrichissement structurel, I’activité
physique volontaire, les problématiques reliées a la standardisation de 1’enrichissement, 1’étude de la

barriére intestinale et finalement la considération de différences sexuelles dans d’éventuelles études.

3.1 Enrichissement structurel augmente la résilience dans la CSDS

De facon générale, la modification d’un modéle animal nécessite de valider les comportements pour
s’assurer que les mesures comportementales sont Iégitimes. Par exemple, I’anhédonie est mesurée par
le test de la préférence au sucrose ou le désespoir est mesuré par le test de nage forcée ou la suspension
par la queue®" %, Puisque l’environnement enrichi et I’exercice physique ne sont pas des
modifications chirurgicales ou génétiques et que nous voulions étudier I’impact physiologique direct
du stress chronique sur les animaux, nous n’avons pas ajouté de mesures comportementales puisque
plus longtemps dure un protocole, plus il y a de modifications physiologiques qui s’opérent. Des
études subséquentes seront poursuivies par le laboratoire pour mieux saisir les impacts des stratégies
préventives sur la BHE. Ceux-ci nécessiteront plusieurs tests comportementaux pour valider les effets

positifs.

De maniere générale, nous nous attendions a ce que 1’enrichissement structurel permette de diminuer
I’anxiété chez les animaux. D’une part, nos données corroborent que 1’enrichissement structurel par
la présence de matériel de nidification permet de diminuer les comportements anxieux. Selon Otabi
et al., dans un modele modifié¢ de la CSDS, ils notent qu’un délai dans la construction du nid dans les
vingt-quatre premiéres heures peut prédire la susceptibilité au stress chronique?®. Toutefois, dans
notre propre étude, les animaux parvenaient a mettre en place le matériel de nidification dés le premier
jour de la CSDS. Il est donc difficile de prédire la susceptibilité au stress chronique uniquement sur
un aspect de construction. D’autre part, selon Delanogare et al. dans le contexte d’injection chronique
de glucocorticoides, imitant le stress chronique, I’introduction de I’EE permet d’atténuer les
comportements anxieux®®. 1l aurait été intéressant de mesurer les niveaux de glucorticoides avant et
apres la défaite sociale pour vérifier I’impact physiologique du stress chronique par I’entremise d’un
essai immuno-enzymatique (ELISA). Finalement, Lehmann et al. a introduit de I’environnement
enrichi, constitué de cages de dimensions supérieures, de matériel de nidification, de roues

d’exercices ainsi que des tubes de plastique, avant de faire subir la CSDS a des souris?**. Leur résultats
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montrent que les souris ayant accés a I’EE présente une diminution du temps immobile dans le test
de nage forcée et du test de suspension par la queue ainsi qu’une augmentation du temps passé en
présence d’un nouvel agresseur CD-1 dans le test d’interactions sociales, indiquant que

I’enrichissement structurel a un effet dans le développement de la résilience au stress chronique®*.

3.2 L’exercice physique augmente la résilience dans la CSDS

Dans le contexte de ’activité physique, il est important de considérer que I’animal a besoin d’un
temps d’adaptation pour parvenir & accomplir la tdche. En introduisant [’exercice physique
directement pendant la défaite, les animaux stressés présentaient une diminution significative de la
distance parcourue en comparaison aux animaux non stressés?°2%, En contraste avec les études de
I’exercice physique avec la CSDS, nous avons introduit I’exercice physique avant et pendant le stress
chronique. Nous avons observé que suivant la ronde d’agression, les souris B6 montaient rapidement
sur la roue d’exercice physique, montrant I’aspect motivationnel de la récompense associée avec

I"activité physique.

En comparant nos résultats avec Zhang et al., nous avons apercu que la distance moyenne parcourue
ne pouvait pas prédire la susceptibilité au stress chronique ou résilience. En comparant nos protocoles,
leurs 104 animaux étaient sujets a 3 jours d’activité physique volontaire pour mesurer 1’activité de
base, 3 jours ou les roues étaient barrées et 3 jours ou I’activité physique était mesurée pour déterminer
deux sous-groupes, soit une haute activité basale ou une faible activité basale. Ensuite, ils ont pris 24
souris de chaque groupe et leur ont fait subir la CSDS. Selon leurs résultats, le groupe avec la faible
activité basale en CSDS présentait 11 animaux susceptibles au stress chronique sur 1224 Une
limitation de leur étude est qu’ils ne justifient pas la sélection des animaux qui subissent la défaite,
pouvant causer un biais dans leurs résultats. Ceci se répercute sur la force réelle de 1’affirmation que

la susceptibilité au stress peut étre prédite en fonction de la distance basale.

Dans I’aspect translationnel de 1’exercice physique comme stratégie préventive, la distance moyenne
parcourue de nos souris est de 15km/jour tandis que la littérature mentionne un maximum de
8km/jour?®®, En comparant cette distance a ’humain, il est évident que peu d’individus parcourent
cette distance de facon journaliére montrant que la translation du modéle animal a 1’humain pour
établir une ligne directrice claire pour mitiger les effets des comportements dépressifs est plut6t
limitée, voire difficile?*224%, Toutefois, dans une revue de littérature menée par Wendy Suzuki, il est
possible d’observer que I’introduction d’activité physique, comme le cyclisme, 1’exercice aérobique
et les entrainement par intervalle, d’environ une vingtaine de minutes permet d’apporter des
adaptations physiologiques protectrices comme des changements cognitifs dans le PFC, une

augmentation de 1’état d’esprit positif (bien-étre) et une diminution du stress percu®,
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3.3 Standardisation de I’environnement enrichi

Dans un autre ordre d’idée, la standardisation de I’environnement devient une problématique qui
demande des actions concretes. Pendant plusieurs années, les détracteurs de 1’environnement enrichi
(EE) mentionnaient que cet ajout venait perturber la standardisation de 1’environnement et par
conséquent des standards déja établis?*4. Cela se décline en deux roles : d’une part, la standardisation
a pour effet de réduire la variation intraexpérimentale, soit d’augmenter la sensibilité et ainsi réduire
le nombre d’animaux nécessaire a 1’expérience pour obtenir un effet. D’autre part, cela réduit la
variation interexpérimentale qui permet d’augmenter la reproductibilité¢ de I’expérience. Une étude
menée par Wolfer en 2004 montre que trois groupes d’animaux dans trois laboratoires différents qui
ont acces a [I’environnement enrichi n’augmentaient pas la variation des résultats
comportementaux'®®, Une étude plus récente par Bailoo, répétant ces mesures, mais chez le modéle
murin femelle, montre que les mesures d’anxiété, de croissance, de stress physiologique et les
fonctions cérébrales ne sont pas significativement différentes des résultats obtenus par le groupe

contrdle en fonction de coefficients de variation®*.

De nos jours, plusieurs équipes de recherche ont recourt a I’environnement enrichi, sans toutefois
offrir une description compléte de leur matériel*®. La reproductibilité des expériences et le partage
des méthodes scientifiques sont donc entravés parce qu’il n’est pas possible de répliquer fidelement
les conditions d’enrichissement. Des conditions comme 1’accés a 1’exercice physique, 1’age des
animaux, la durée de ’enrichissement, les structures sociales et les conditions contrbles sont des
métriques importantes a divulguer dans I’optique de partager la connaissance scientifique. De ce fait,
Amanda Kentner propose dans sa revue de littérature un document pour décrire les conditions
environnementales et permettre une meilleure réplication des conditions d’enrichissement au sein des
expériences animales'®®. Plus récemment, Kemperman propose qu’un phénotype moléculaire,
physiologique ou comportemental s’explique en partie par la génétique et I’environnement. Quand la
génétique est fixée, il est possible de controler I’environnement et de moduler les composantes
changeantes spécifiques pour étudier leur implication dans la modulation des phénotypes?#. En ayant,
un EE caractérisé et de multiples groupes de recherche générant des données probantes sur des
systémes spécifiques, il sera possible d’¢élargir les opportunités translationnelles des modéles animaux

a I’étre humain.

3.4 Etude de la barriére intestinale

L’implication de I’axe intestin-cerveau dans les pathologies mentales, métaboliques et
neurodégénératives est de mieux en mieux caractérisée!'®1824" Toutefois, la plupart des études

s’arrétent & comprendre le microbiote intestinal, le systeme nerveux entérique ou encore le systéme

53



immunitaire. Ainsi, pour pallier ce mangue, nous avons ciblé la barriére intestinale qui est centrale a
ces systémes et qui mérite une meilleure caractérisation!'®. Dans le contexte du stress chronique, il
est reconnu que l’intestin devient plus perméable, les molécules délétéres traversent la barriere
intestinale favorisant une réponse immunitaire pro-inflammatoire!'®13192 Malheureusement, notre
analyse de ces cibles ne s’est pas avérée significative pour répondre a la question de recherche. D’une
part, I’analyse corrélationnelle entre les comportements et I’expression transcriptionnelle ne
permettaient pas déceler des résultats significatifs. D’autre part, I’analyse en immunohistochimie n’a
pas pu étre approfondie a cause de la nature complexe du systéme a I’étude et la difficulté a
caractériser les protéines de jonction serrées. Une piste intéressante relevée dans la littérature est
I’organisation des claudines. Lynn et al., ont soulevé que plus les claudines sont linéaires, plus la
barriére intestinale est étanche. En contrepartie, quand les claudines sont ondulées ou hérissées, elle
montre une perméabilité accrue ou une tendance vers la modulation par des mécanismes comme

I’endocytose?®

. Une autre piste intéressante aurait été d’imager le comportement des protéines
d’échafaudage ZO, qui permettrait de mieux saisir la modulation intracellulaire de la membrane des

entérocytes.

Dans la barriére intestinale, les protéines de jonctions serrées jouent un role d’importance puisqu’elles
se situent a I’apex de la monocouche de cellules épithéliales intestinales. Ainsi, en fonction de signaux
de I’environnement, le cytosquelette d’actine se contracte et affecte les protéines d’échafaudage des
jonctions serrées, les ZO, ainsi que les claudines et les occludines. Ces protéines sont exprimées par
les entérocytes de la barriére intestinale via I’ARNm qui codent pour les protéines de jonctions
serrées. Dans le contexte du stress chronique, 1’intestin devient perméable ce qui serait expliqué par
I’augmentation de 1’expression de claudines perméables comme la CLDN2 et la CLDN12. Dans
I'iléon de patients atteints de la colite ulcéreuse (UC), la quantité de CLDN12 est diminuée 2%,
Puisque son role réside dans la formation de canaux Ca®* ceci a donc un effet sur I’absorption de la
vitamine D, et ainsi favoriser un environnement pro-inflammatoire (voir la revue de littérature de Sun
et Zhang, sur I’implication de la vitamine D sur la barriére intestinale?*®). Une autre voie d’explication
serait I’expression accrue de la CLDN3 permettrait de produire plus de protéines étanches et ainsi
d’améliorer la fonction barriére de la monocouche épithéliale dans le contexte de la CSDS. En
interpolant les résultats de la présente étude, il serait possible de croire que 1I’augmentation de la
CLDNS3 au sein de la CSDS réguliére serait une mesure adaptative qui permettrait de diminuer la
perméabilité intestinale. Par effet, les antigenes pro-inflammatoires ne seraient pas en mesure d’aller
dans les tissus conjonctifs et ceci annulerait la boucle inflammatoire permettant de mitiger les effets
du stress chronique. Dans le contexte de I’EE et du VWR, I’expression de la CLDN3 tend vers une

diminution qui n’est pas significative, mais qui indique que les mécanismes activant 1’expression de
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la CLDN3 ne sont pas sollicités. Il serait donc possible de croire que I’inflammation périphérique

serait en cause et supprimerait son effet avant méme d’étre en contact avec la BI.

Toutefois, il est important de noter que 1I’expression transcriptionnelle seule ne permet pas d’expliquer
la modulation de la barriére intestinale. Il faut avoir recourt a la quantification de I’expression
protéique puisque celle-ci pourrait étre modulée par des mécanismes de compensation. Par exemple,
il est reconnu que ces mécanismes peuvent moduler I’expression des protéines de jonctions serrées
par I’internalisation dans des endosomes de recyclage, par la régulation épigénétique ou encore des
mécanismes d’apoptose reliés au stress du réticulum endoplasmique®#2%251 Une autre limitation est
I’utilisation de tissus post-mortem. Il est difficile d’évaluer I’intégrité et la perméabilité d’un tissu
dynamique qui n’est plus dans son environnement d’origine. Pour remédier a ce probleme, il serait
possible d’évaluer la perméabilité intestinale via 1’utilisation d’un test de lactulose-mannitol ou
encore par I’administration d’un marqueur fluorescent®®2. Dans un contexte ou seul le comportement
de la barriére nous intéresse, il serait possible d’utiliser la chambre d’Ussein, qui permet d’obtenir
une mesure de résistance transépithéliale (TEER), sur l’intestin fraichement récolté ou encore
concevoir une barriére intestinale en culture. Ensuite, de maniére indirecte, il serait possible de
mesurer la quantité de LPS circulant dans la périphérie, de zonuline ou encore de FABP2 qui sont des
marqueurs de I’intégrité de la barriére intestinale'®8%, En somme, il existe une panoplie de méthode
pour évaluer la barriére intestinale qui mériterait d’étre intégrée au sein d’études comportementales

dans le but de faire avancer la compréhension de I’interrelation des systémes biologiques.

3.5 Différences sexuelles

Comme mentionné dans I’introduction, les femmes sont 3x plus a risque de souffrir du TDM au cours
de leur vie?. De maniéere générale, il existe un dimorphisme sexuel dans les symptomes du TDM.
Chez les femmes, on note de I’anxiété accrue, de la tristesse, de I’isolation des pairs'®. Chez les
hommes, on retrouve plutot de I’exces de colere, une faible estime de soi et un comportement d’abus
de substances®®. De maniére historique, les femmes ont été sous-représentées dans les études sur la
dépression principalement par le biais du rejet des données dues a une variation des hormones reliées
au cycle menstruel (ou dicestrus chez les animaux)?*. Toutefois, une prise en main de la communauté
scientifique s’opére et cherche a rattraper 1’écart entre les hommes et les femmes. Plus récemment,
Labonté et al. a montré des différences sexuelles entre les profils transcriptionnels des régions clés
impliquées dans la dépression comme le PFC, le NAC et I’'HIPP chez la souris et chez I’humain?®,
Ces différences transcriptionnelles révelent donc la dépression serait une maladie complétement
différente d’un sexe a I’autre et renforce I’importance d’introduire les deux sexes au sein des études.

Plus récemment, les travaux menés par Dion-Albert et al., on permit d’avancer la compréhension des
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implications neurovasculaires dans la pathophysiologie dépressive chez les souris femelles et des
tissus de femmes dépressives®®. D’une part, le PFC serait impliqué dans le développement des
comportements dépressif, que la BHE devient perméable dans la CSDS et que des marqueurs
plasmatiques pourraient servir de biomarqueur potentiel dans la détection du TDM!®. D’autre part,
I’étude des différences sexuelles au sein du microbiote intestinal dans le contexte du TDM serait une
avenue pertinente. Récemment, une étude s’est penchée sur la question et a montrer que le microbiote
entre les hommes et les femmes divergeaient sur le plan du ratio firmicute/bacteroides®®’. Une
connaissance de la volatilit¢ du microbiote intestinal et la mise en place d’études cliniques et pré-
cliniques visant & comprendre les différences sexuelles permettront de développer des traitements

appropriés en relation au TDM ou encore d’autre maladie reliés aux humeurs!43144:192.258,
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Conclusion

En bref, nous avons évalué I’effet des stratégies préventives, introduites sous la forme
d’enrichissement structurel et de roue d’exercice physique, dans le modele murin de la défaite sociale.
De plus, nous avons évalué I’expression des protéines de jonctions serrées du jéjunum, le segment
central de I’intestin, pour étudier I’impact de la physiologie de la barriére intestinale. D’une part, les
stratégies préventives augmentant la proportion de souris résilientes, présentant des comportements
prosociaux, et en diminuant la proportion de souris susceptibles au stress, présentant des
comportements d’évitement et d’anxiété. D’autre part, 1I’expression transcriptionnelle et protéique des
protéines de jonctions serrées présente des adaptations moléculaires, suggérant que les stratégies
préventives ont un effet sur 1’intégrité de la barriére intestinale, et donc un rdle a jouer au sein de la
pathophysiologie dépressive. Une piste d’étude intéressante serait de voir comment I’utilisation
d’antidépresseur chez les patients dépressifs affecte la perméabilité intestinale et la composition du
microbiote intestinal’%?%262 En somme, la forte prévalence du trouble dépressif majeur et les
traitements pharmacologiques actuels permettront 1’é¢tude approfondie de nouvelles approches
thérapeutiques et 1’élargissement de notre compréhension des systémes biologiques pour agir en

amont du stress chronique et ainsi prévenir I’apparition des symptdmes dépressifs.
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Annexe 1 — Amorce qPCR

Gene | Ref Seq | Assay ID Forward Primer Reverse Primer
#
mCld | NM_01 | - 5’GTCATCGCCCATCA | 5’
n2 6675 GAAGAT-3’ CTGTTGGACAGGGAAC
CAGT-3’
Cldn3 | NM_00 | Mm.PT.58.43310 | 5’- 5-
9902 459.9 CACTACCAGCAGTCG | GTCTGTCCTCTTCCAG
ATGAAC-3’ CCTA-3’
Cldn7 | NM_01 | Mm.PT.58.16298 | 5°- 5-
6887 059 GATGAGCTGCAAAAT | TGGCGACAAACATGGC
GTACGAC-3 TAA-3’
Cldnl | NM_02 | Mm.PT.58.41535 | 5’- 5-
2 2890 303 TGTGCAGATGTGCTC | GCTGTATGGTCAGTAA
CTG-3’ TTTCAAGG-3’
Cldnl | NM_02 | Mm.PT.58.29267 | 5’- 5-
5 1719 285 CACCAACACCATCTT | GATGGCGGTGATCATG
TGAGAA-3 AGAG-3’
Tjpl | NM_00 | Mm.PT.58.29459 | 5°- 5’-
9386 730 AGCGATTCAGCAGCA | TGACAGGTAGGACAG
ACA-3’ ACGAT-3’
Tjp2 | NM_01 | Mm.PT.58.16834 | 5°- 5’-
1597 535 CCACAAGGCAAAATT | GGAACCGCATAGATGT
ACAGAGG-3’ CAGG-3’
Tjp3 | NM_01 | Mm.PT.58.43961 | 5°- 5-
3769 106 GAGATGCCAGAAGA | TGCTTATCCCTCTCTGC
GTTTGAGA-3’ GA-3’
Ocln | NM_00 | Mm.PT.58.42749 | 5’- 5-
8756 240 CTGGATGACTACAGA | ATTTGCTCTTCAACTG
GAGGAGA-3’ CTTGC-3’
Marve | NM_17 | Mm.PT.58.77193 | 5°- 5-
1d2 8410 03 CTGAGGAAGTTTGAC | TCCAGAAACGAAGGGT
GAGCTG-3’ CATTC-3’
Actb | NM_00 | Mm.PT.39a.2221 | 5°- 5’-
7393 4843.9(1) GATTACTGCTCTGGC | GACTCATCGTACTCCT
TCCTAG-3’ GCTTG-3’
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Annexe 2 — Détail de I’environnement enrichi

Reporting Item?!

Description

EE cage size (LxXWxH) in cm

(26.7 cm x 48.3 cm % 15.2 cm, Allentown Inc)

Control cage size (LxXWxH) in cm

(26.7 cm x 48.3 cm % 15.2 cm, Allentown Inc)

Material of EE cages Plastique
Material of Control cages Plastique
Type of EE caging system (e.g. open Cage avec grillage ouvert
top/individually ventilated) Séparateur perforé en plexiglass
(0.6 cm x45.7cm x 15.2 cm, Nationwide
Plastics)
Type of Control caging system (e.g. open Cage avec grillage ouvert
top/individually ventilated) Séparateur perforé en plexiglass
(0.6 cm x45.7cm x 15.2 cm, Nationwide
Plastics)
Number and sex of animals housed in each EE | Une souris male B6 et une souris méle CD-1
cage par cage

Number and sex of animals housed in each
Control cage

Deux souris males B6 par cage

Enrichment devices in EE cages. What type of
materials were devices made of? How many
enrichment devices were typically in the cage?

1 Maisonnette en plastique
1 Jouet en nylon (Nylabone, Bio-Serv)
1 Matériel de nidification (Nestlet, Ancare)

Enrichment devices in Control cages. What type
of materials were devices made of? How many
enrichment devices were typically in the cage?

1 Maisonnette en plastique
1 Jouet en nylon (Nylabone, Bio-Serv)
1 Matériel de nidification (Nestlet, Ancare)

How frequently were enrichment devices
changed in EE cages?

Inchangé

How frequently were enrichment devices
changed in Control cages?

Inchangé

Bedding type and other nesting materials in EE
cages

Litiére de bois (SaniChip)

Bedding type and other nesting materials in
Control cages

Litiere de bois (SaniChip)

Age of animals when placed into EE housing

7 semaines

Duration housed in EE cages

Jour 0 jusqu’au jour 10 de la CSDS
Retrait de la maisonnette et du jouet au jour 10

Frequency of cage cleanings for EE animals

Pas de nettoyage

Frequency of cage cleanings for Control
animals

Pas de nettoyage

Were EE and Control animals housed in the
same room or different?

Méme piece

Specific number of EE and Control animals used
for each measure reported

32 animaux stressés avec EE
16 animaux controles avec EE

Other notes/comments

Température ambiante maintenue entre 19 et
23 °C; Humidité entre 40-45%

! Tableau adapté de Kentner et al., 2021. The Contribution of Environmental Enrichment to Phenotypic
Variation in Mice and Rats. eNeuro 23 February 2021, 8 (2) ENEURO.0539-20.2021; DOI:
10.1523/ENEURO0.0539-20.2021
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Annexe 3 — Détail de I’exercice physique

Reporting Item?!

Description

EE cage size (LxXWxH) in cm

(26.7 cm x 48.3 cm % 15.2 cm, Allentown Inc)

Control cage size (LxXWxH) in cm

(26.7 cm x 48.3 cm % 15.2 cm, Allentown Inc)

Material of EE cages

Plastique

Material of Control cages

Plastique

Type of EE caging system (e.g. open
top/individually ventilated)

Cage avec grillage ouvert

Séparateur perforé en plexiglass
(0.6 cm x45.7cm x 15.2 cm, Nationwide
Plastics)

Type of Control caging system (e.g. open
top/individually ventilated)

Cage avec grillage ouvert
Séparateur perforé en plexiglass

(0.6 cm x45.7cm x 15.2 cm, Nationwide
Plastics)

Number and sex of animals housed in each EE | Une souris méale B6 et une souris male CD-1
cage par cage

Number and sex of animals housed in each
Control cage

Deux souris males B6 par cage, une ayant
acces a la roue d’exercice

Enrichment devices in EE cages. What type of
materials were devices made of? How many
enrichment devices were typically in the cage?

1 Roue d’exercice en plastique (ENV-047,
Med-Associate inc)

Enrichment devices in Control cages. What type
of materials were devices made of? How many
enrichment devices were typically in the cage?

1 Roue d’exercice en plastique (ENV-047,
Med-Associate inc)

How frequently were enrichment devices
changed in EE cages?

Roue nettoyée au jour 5

How frequently were enrichment devices
changed in Control cages?

Roue nettoyée au jour 5

Bedding type and other nesting materials in EE
cages

Litiére de bois (SaniChip)

Bedding type and other nesting materials in
Control cages

Litiere de bois (SaniChip)

Age of animals when placed into EE housing

7 semaines

Duration housed in EE cages

Jour 0 jusqu’au jour 10 de la CSDS
Retrait de la roue d’exercice au jour 10

Frequency of cage cleanings for EE animals

Pas de nettoyage

Frequency of cage cleanings for Control
animals

Pas de nettoyage

Were EE and Control animals housed in the
same room or different?

Méme piece

Specific number of EE and Control animals used
for each measure reported

32 animaux stressés avec EE
16 animaux controles avec EE
16 animaux sans EE

Other notes/comments

Température ambiante maintenue entre 19 et
23 °C; Humidité entre 40-45%

! Tableau adapté de Kentner et al., 2021. The Contribution of Environmental Enrichment to Phenotypic
Variation in Mice and Rats. eNeuro 23 February 2021, 8 (2) ENEURO.0539-20.2021; DOI:

10.1523/ENEURO.0539-20.2021

84




