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l. Introduction

A. Le binge eating disorder : une pathologie de la prise alimentaire

hédonique
1. Evolution dans la prise alimentaire a la recherche du plaisir
a) Répondre a un besoin physiologique : 'homéostasie

La prise alimentaire est un comportement essentiel a la survie des organismes,
répondant a un besoin physiologique, et permettant de réguler les réserves
énergétiques. Le corps a un besoin constant en énergie, a la fois pour des actions
visibles comme un effort musculaire, mais également pour des phénoménes invisibles
a I'ceil nu tels que la régénération cellulaire, ces différents phénoménes contribuent a
la dépense énergétique. L’apport énergétique est fourni par la consommation de

nourriture, qui constitue le carburant nécessaire au corps pour son fonctionnement.

L’équilibre énergétique, entre dépense et apport doit &tre finement régulé pour
assurer le maintien de l'intégrité de l'organisme. Grace a l'intéroception, souvent
assimilé a un sixieme sens permettant de connaitre |'état interne du corps, le systeme
nerveux central détecte des signaux envoyés par la périphérie, et engendre une
réponse comportementale si nécessaire. Dans le cas de la prise alimentaire, le déficit
énergétique induit une sensation de faim, traduite par une sensation de creux au
niveau de l'estomac, ce signal envoyé au cerveau via le nerf vague initie un
comportement motivé : la recherche de nourriture, puis sa consommation. Lorsque
I'apport de nutriments et calories est suffisant la sensation de satiété met fin au repas.
La prise alimentaire agit donc comme un processus de régulation par lequel
'organisme maintient des constantes du milieu intérieur entre les limites de valeurs

normales, ce phénoméne est appelé homéostasie (Cooper, 2008).
b) La recherche du plaisir : 'hnédonisme

L’apport nutritif n’est cependant pas le seul élément déterminant dans la prise
alimentaire qui résulte de la convergence de signaux cognitifs, sensoriels et
homéostatiques. En effet, la perception sensorielle (vu, golt, odeur) des aliments peut

influer sur leur consommation. Le test de réactivité au godt a notamment montré une
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aversion naturelle pour 'amer, opposée a une attirance innée au golt sucré chez des
humains nouveaux nés (Steiner, 1973), ainsi que d’autres espéces de primates
(Steiner et al., 2001), ou encore des rats (Grill and Norgren, 1978), via I'observation
des réflexes gusto-faciaux (Figure 1A). Le golt est détecté par les bourgeons gustatifs
présents a la surface de la langue au niveau de régions épithéliales spécialisées
appelées papilles gustatives (Figure 1B). Chaque bourgeon gustatif contient entre 50
et 100 cellules réceptrices du godt, présentant a leur surface des récepteurs aux golts
(ou taste receptors; TR). Les golts amer, sucré et umami sont transduits par des
récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G (GPCR), alors que le salé et
I'amer interagissent avec des canaux ioniques (pour revue détaillée voir: Breslin and
Spector, 2008). De plus, chez le rat I'ajout de sucralose et d’huile minérale, des
composeés non nutritifs donnant respectivement un godt sucré et « huileux », induit une
forte préférence pour ces aliments, attestée par une consommation supérieure, en
comparaison d’aliment non supplémenté (Tordoff et al., 2017). Des études chez
’humain montrent une corrélation positive entre la quantité d’aliment consommeée et
son appréciation, scorée sur une échelle numérique (Hellemann and Tuorila, 1991;
Zandstra et al., 1999). Ces données prouvent que la sensation de faim n’est pas
l'unique facteur déterminant la consommation alimentaire. Tout un chacun peut
facilement relater s’étre laissé tenter par « une petite douceur », comme un gateau au
chocolat ou des profiteroles, a la suite d’'un repas au restaurant, quand bien méme |l
est déja repu. Cependant rares sont ceux mangeant un fruit dans les mémes
conditions. Cet exemple montre bien la recherche de plaisir associée a la prise
alimentaire. Cet aspect de la consommation alimentaire ne répondant pas a un besoin
physiologique est appelé prise alimentaire hédonique. L’hédonisme renvoie a un
courant philosophique développé par Aristippe de Cyréne, 400 ans avant notre ére,
selon qui la recherche du plaisir est le but de I'existence.

L’industrie agroalimentaire s’est largement intéressée a ['étude de la
consommation non homéostatique, en I'étendant a I'étude de la « saveur », définie
comme une perception multimodale découlant de I'intégration du godt, de I'olfaction
rétro-nasale et la somatosensation orale (Small, 2012). Les avancés dans ce domaine
ont permis de mettre au point des aliments hautement palatables (chips, créme glacée,
gateaux, biscuits, hamburger...) (Forde and De Graaf, 2022), procurant une sensation
de plaisir lors de leur consommation (Yeomans, 1998). L'objectif étant d’orienter le
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choix des consommateurs vers ces produits ultra-transformés riches en sucre, gras et
additifs divers (colorants, arémes, conservateurs...) (Monteiro et al., 2019; Teo et al.,

2022), en se jouant des biais cognitifs.

A Taste reactivity test B Taste papillae

l Hedonic reactions (liked)

Aversive reactions (disliked)

RO

Figure 1. Test de réactivité au goiit, et réle des papilles gustatives

Current Blology

(A) La présentation de golits agréables et désagréables chez différentes espéces animales révéle
des réponses faciales stéréotypées. Un golt plaisant (sucré) induit la protrusion de la langue (haut),
assimilée a une réponse hédonique, alors qu’un golt désagréable (amer) engendre une ouverture
de la bouche (bas) assimilée a une aversion. (B) Les 5 golits (sucré, salé, acide, umami, amer) sont
détectés au niveau des papilles gustatives présentes sur la langue, et contenant des bourgeons
gustatifs, chacun contenant 50 a 100 cellules réceptrices du golt exprimant des récepteurs aux
différents golts. D'aprés De Araujo et al. (2020) et Breslin (2013)

2. Mécanismes impliqués dans la prise alimentaire

La prise alimentaire apparait donc comme un comportement complexe,
résultant de lintégration d’'une multitude d’informations endogénes et exogeénes, le

cerveau agissant comme le chef d’orchestre (Figure 2).
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Figure 2. Facteurs régulant la
prise alimentaire

Le comportement de prise alimentaire résulte
de lintégration de signaux endogeénes et
exogeénes, influengant le choix des aliments
consommeés. Le systéme digestif
communique avec le cerveau, qui intégre ces
informations  pour induire une prise
alimentaire, selon les besoins physiologiques
de l'organisme (homéostasie), dirigée par
une sensation de faim. La recherche de plaisir
(hédonisme) peut également orienter le
comportement alimentaire, en favorisant la
consommation de certains types d‘aliments,
ou en induisant une prise alimentaire en
I'absence de sensation de faim. Le choix des

Journal of
Internal Medicine
Founded in 1863

palatabilité. D’'apres Stover et al. (2023)

a) Signaux périphériques

L’axe intestin-cerveau permet des échanges bidirectionnels entre le systéme
digestif et le systéme nerveux central (SNC), a la fois via le nerf vague et le systéeme
sanguin (Figure 3). Les signaux périphériques participent ainsi a la régulation de la

prise alimentaire.

Le nerf vague ou X®™® paire de nerfs craniens, est le plus long du corps humain,
envoyant des projections aux différents viscéres et remontant jusqu’au tronc cérébral.
Nous nous intéressons ici a ses projections vers le systeme digestif. Il transporte a la
fois des signaux meécaniques (étirement, déformation) détectés grace a des
mécanorécepteurs présents sur les couches externes des organes, et des signaux
chimiques (hormone, peptide) décelés par des récepteurs spécifiques sur les
terminaisons dans la muqueuse interne des organes. L’ensemble de ces informations
remonte au tronc cérébral, projetant ensuite vers I'hypothalamus, ou elles sont
intégrées, donnant des renseignements sur I'assimilation, le stockage ou encore

I'utilisation des nutriments (Berthoud, 2008).

aliments consommés dépend de leurs
propriétés sensorielles déterminant leur
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Hypothalamus
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Figure 3. Implication de I'axe intestin-cerveau dans la prise alimentaire

Chaque organe du tractus digestif a un réle spécifique permettant in fine la digestion et |'assimilation
des nutriments. L'axe intestin cerveau permet une communication bidirectionnelle entre la périphérie
et le systéme nerveux central, via le nerf vague et la circulation sanguine. L’hypothalamus, centre
homéostatique, recoit des informations des différents organes du tractus digestifs, lui permettant de
moduler la prise alimentaire, selon les besoins de I'organisme. Les hormones et peptides sécrétés
participent a ce process, certains étant orexigene (ghréline) favorisent la prise alimentaire, et d’autre
anorexigéne (insuline; leptine, glucagon-like peptide-1) I'inhibent. (Réalisé avec Biorender)

Il existe plus d’une vingtaine de peptides et hormones impliqués dans la
régulation énergétique, seuls certains d’entre eux, connus pour agir au niveau cérébral
seront évoqués ici. Leur action au niveau du systeme nerveux central (SCN) sera
développée ultérieurement. lls peuvent étre regroupés en deux catégories, orexigene
(ghréline) et anorexigene (leptine, GLP1, insuline), respectivement favorisant et
inhibant la prise alimentaire. Chacune de ces molécules est sécrétée par un organe
différent : I'estomac (ghréline), les tissus adipeux blancs (leptine), le pancréas
(insuline) ou encore l'intestin (GLP-1) (Figure 3).

La ghréline aussi appelée hormone de la faim, est sécrétée par les cellules
oxyntiques de I'estomac en réponse a un jelne, ou une hypoglycémie. Elle se fixe sur
le GHSR1a (growth hormone secretagogue receptor 1a) de type GPCR, activé par la

forme acylée de la ghréline. L’activation de ce récepteur largement exprimé en
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périphérie (pancréas, foie, estomac...) et dans le SNC, engendre un vaste panel de
réponses physiologiques (stimulation de la motilité intestinale, régulation du
meétabolisme glucidique...) contribuant a la sensation de faim et visant a favoriser la

prise alimentaire (Muller et al., 2015).

La leptine est une hormone, dont la concentration dans le sang est
proportionnelle a la quantité de tissus adipeux blanc, il a été montré que lors d’'une
perte de masse grasse, la diminution de la concentration de leptine dans le sang
favorise la consommation de nourriture (Domingos et al., 2011). Les niveaux de leptine
circulants varient également au cours du cycle circadien, et selon I'état nutritionnel
participant ainsi a la régulation du comportement alimentaire. Son action anorexigéne
est principalement due a I'activation de récepteurs spécifiques au niveau cérébral, son
action sur les organes périphériques étant indirecte (Friedman, 2019). Les récepteurs
a la leptine appartiennent a la famille des récepteurs associés a des tyrosines kinases,

et sont présents au niveau de la membrane plasmatique des cellules.

L’insuline est une hormone hypoglycémiante permettant le stockage du glucose
sous forme de glycogéne dans le foie, les tissus adipeux et les muscles (Agrawal et
al., 2021). A la suite de I'ingestion d’un bolus alimentaire, 'augmentation du glucose
sanguin engendre une libération de GLP1, favorisant la libération d’insuline par les
cellules B du pancréas, afin de maintenir la glycémie dans des valeurs normales

(minimum : 0.70 g de glucose par litre de sang ; maximum : 1.4 g/L).

De facon intéressantes, toutes ces molécules ont la capacité de passer la
barriére hémato-encéphalique (BHE) afin d’agir directement sur des structures clés de
la régulation du comportement de prise alimentaire (Ferrario et al., 2016; Liu and
Kanoski, 2018; Campos et al., 2022).

b) Structures cérébrales impliquées
1- Régulation homéostatique de la prise alimentaire

Les premiéres études scientifiques donnant des indices sur les mécanismes
cérébraux impliqués dans la prise alimentaire, s’intéressaient en réalité a I'obésité.
Ainsi, dans les années 1940, les premiers travaux sur I'’hypothalamus, ont montré
qu’'une lésion au niveau du noyau ventro-médian (NVM) induit une prise de poids

massive chez le rat, associée a une augmentation de la consommation alimentaire
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(Hetherington and Ranson, 1940, 1942a, 1942b). Le NVM est alors présenté comme
le centre de la satiété. Dix ans plus tard, I'hnypothalamus latéral (LH) est lui décrit
comme le centre de la faim. En effet, une lésion du LH induit une aphagie (absence
d’alimentation) et une adipsie (absence de soif) compléete, les animaux allant jusqu’a
se laisser mourir de faim (Anand and Brobeck, 1951). A l'inverse une stimulation du
NVM induit une diminution de la prise alimentaire (Beltt and Keesey, 1975), alors
qu’une stimulation du LH augmente la prise alimentaire (Delgado and Anand, 1952).
Toutes ces éléments mettent en évidence I'hypothalamus comme le centre

homéostatique de la prise alimentaire.

D’autres noyaux hypothalamiques sont également impliqués dans la régulation
de la prise alimentaire (Figure 4). Le NVM projette vers le noyau arqué (ARC), dont le
réle dans la régulation de la prise alimentaire a été extensivement étudié. En effet, ce
noyau hypothalamique se situe a proximité du 3°™® ventricule, et de I'éminence
caudale. Cette derniére fait partie des organes circumventriculaires, zones vasculaires
ou la barriere hémato-encéphalique est perméable, facilitant les échanges avec la
périphérie. L'ARC comprend deux sous populations neuronales influant la prise
alimentaire. Les premiers coexpriment le neuropeptide Y (NPY) et le peptide lié a
agouti (AGRP), et sont dits orexigénes. Les deuxiemes coexpriment la pro-
opiomélanocortine (POMC) et le transcrit régulé par la cocaine et les amphétamines
(CART), et ont une action anorexigéne. Ces deux types de neurones sont sensibles
aux hormones régulant I'équilibre énergétique, mais de fagon antagoniste. La ghréline
produite par I'estomac et favorisant la faim, active les neurones ARC#9R"_ et inhibe les
neurones ARCPOMC Ay contraire la leptine, une hormone de satiété, active les
neurones ARCPOMC et inhibe les neurones ARCAIRP,

Les neurones de I'ARC envoient des projections a d’autres noyaux
hypothalamiques, tel que le LH et le noyau paraventriculaire (PVN). Ce dernier integre
ces différents signaux, et projette au niveau du tronc cérébral, au noyau parabrachial
(PBN) ou encore au noyau du tractus solitaire (NTS). Ces structures génerent un
rétrocontréle de la prise alimentaire, grace a leurs efférences au niveau cérébral (dont

I'hypothalamus) et périphérique (Figure 4).

Le comportement de prise alimentaire homéostatique est régi par un réseau
complexe, impliquant une multitude de structures cérébrales interconnectées.

L’hypothalamus ou le centre homéostatique, jouant le role d’intégrateur des signaux
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homéostatiques périphériques (ARC), et de régulateur par ses projections intrinséques
(PVN, LH) et extrinséques (PBN, NTS) modulant la réponse comportementale. Pour
des revues plus détaillées sur le contréle homéostatique de la prise alimentaire voir
(Sohn, 2015; Webber et al., 2015; Sutton et al., 2016; Campos et al., 2022; Cifuentes
and Acosta, 2022). A ce réseau s’ajoute également les structures impliquées dans

I'aspect hédonique du comportement alimentaire.

— OFC

HEDONIC MECHANISMS
HOMEOSTATIC MECHANISMS

Figure 4. Structures cérébrales impliquées dans la prise alimentaire

Les structures cérébrales impliquées dans la prise alimentaire peuvent étre subdivisées en deux voies,
intriquées I'une avec l'autre. La voie homéostatique (violet), localisée au sein de I'hypothalamus, permet le
maintien de ['équilibre énergétique de l'organisme en réponse a un besoin physiologique. La voie
hédonique (orange), comprend des structures appartenant a la voie mésocorticolimbique du systeme de la
récompense, favorisant la consommation d‘aliments a forte valeur récompensante. (DS : stratum dorsal ;
NAc : nucleus accumbens; OFC: cortex orbito-frontal; PVN: noyau paraventriculaire; VMH :
hypothalamus ventro-médian; ARC : noyau arqué; LHA : hypothalamus latéral ; VTA : aire tegmentale
ventrale). D'aprés Tulloch et al., 2015

2- Régulation hédonique de la prise alimentaire

Le LH évoqué précédemment comme le centre de la faim, est une structure a
l'interface entre le circuit homéostatique et hédonique. En effet, en plus d’augmenter
la prise alimentaire lors de sa stimulation, il a été montré chez le rat que I'implantation
d’électrodes dans cette région, induit une autostimulation par activation d’'un levier
(Olds and Milner, 1954). L’activation du levier n’étant pas couplée a un autre type de

récompense, cela montre que la stimulation a elle seule est suffisante pour induire ce
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comportement, et a donc un effet renforgant et récompensant, engendrant la répétition
de ce mouvement par les animaux. Cette autostimulation peut étre renforcée suite a
une restriction alimentaire, ou diminuée en réponse a un signal de satiété (Fulton et
al., 2000). Ces observations prouvent lintrication entre processus hédoniques et
homéostatiques.

L’enchevétrement de ces mécanismes peut également s’expliquer par les
connections entre le LH et certaines structures appartenant au systeme
meésocorticolimbique de la récompense (Figure 4). Ce systéme est impliqué dans la
mise en place de comportements motivés physiologiques tels que la reproduction ou
encore la prise alimentaire, mais aussi pathologiques comme la consommation de
substances addictives (Kelley and Berridge, 2002). Le LH envoie notamment des
projections a I'air tegmentale ventrale (VTA). Cette structure est composée a 70% des
neurones dopaminergiques (DA) (Nair-Roberts et al., 2008), activés par des stimuli
récompensants. Le LH induit la désinhibition des neurones DA de la VTA, via la
libération de différents neurotransmetteurs : acide y-aminobutyrique (GABA) (Nieh et
al., 2016), hypocrétine (orexine) (Borgland et al., 2008; Cason and Aston-Jones,
2013), favorisant ainsi la prise alimentaire. De fagon intéressante, les neurones DA de
la VTA expriment a leur surface les récepteurs a la ghréline, la leptine, au GLP1 et a
l'insuline. Chez le rat, I'injection de ghréline directement dans la VTA augmente la prise
alimentaire de fagon dose-dépendante, au contraire l'injection d’un antagoniste du
GHSR1a diminue la consommation d’'un aliment préféré (ici de la nourriture riche en
gras) (King et al., 2011). De plus, l'injection de ghréline dans la VTA augmente le
nombre d’activation de levier dans un expérience de ratio-progressif, dans laquelle la
difficulté (soit le nombre d’appuie) pour obtenir des pastilles golt chocolat augmente
progressivement, suggérant une augmentation de la motivation a obtenir la
récompense. Chez des souris soumises a une déprivation alimentaire, I'injection de
leptine dans la VTA diminue la préférence pour le saccharose, lors d'un test de
consommation libre entre deux bouteilles (eau vs saccharose) (Domingos et al., 2011).
L’injection d’'un agoniste des récepteurs GLP1 directement dans la VTA diminue la
consommation de nourriture grasse chez le rat (\Wang et al., 2015). De plus, une sous-
population de neurones du NTS synthétisent le GLP1 projettent notamment vers la
VTA (Gu et al., 2013), l'activation spécifique de ces neurones par approche virale

engendre une diminution de la consommation de nourriture riche en gras (Wang et al.,
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2015). Ces résultats montrent une intrication des mécanismes de prise alimentaire
hédonique et homéostatique, l'activité neurones DA de la VTA étant directement
régulée par les peptides et hormones sécrétés par le systeme digestif pour moduler la

réponse comportementale.

Les neurones DA de la VTA projettent vers le striatum, divisé en deux sous-
structures le noyau accumbens (NAc) et le striatum dorsal (DS). Une récompense ou
un stimulus récompensant engendre une libération de DA dans le NAc, qui sera
proportionnelle au niveau d’expectation permettant le maintien du comportement
orienté vers un but (Baldo and Kelley, 2007). Le DS joue lui un réle dans la régulation
des comportements moteurs, ainsi que le renforcement de comportements spécifiques
(Kravitz et al., 2012). Il a été montré par microdyalise cérébrale, une technique
permettant I'analyse du milieu extracellulaire par insertion d’'une sonde composée
d’'une membrane semi-perméable a 'eau et aux petites molécules, que l'ingestion de
nourriture palatable augmente la libération de DA dans le NAc (Hernandez and
Hoebel, 1988; Small et al., 2003; Rada et al., 2005; Roitman et al., 2008). De plus,
I'activation des récepteurs DA par optogénétique dans le NAc et le DS augmente la
consommation de solution sucrée (Tellez et al., 2016). La libération de DA dans le

striatum favorise donc la consommation de nourriture palatable.

La VTA projette également ses neurones DA vers le cortex préfrontal (PFC),
intervenant dans les fonctions exécutives et notamment la prise de décision (Jones
and Graff-Radford, 2021). Chez I'humain, des études d’imagerie ont permis de montrer
que les niveaux d’oxygéne sanguin ou signal BOLD (blood oxygen level dependent),
dans le PFC sont positivement corrélés a I'appréciation de la saveur (De Araujo et al.,
2003). Chez I'animal, la consommation d’aliments palatables induit une libération de
DA dans cette structure, montré par microdialyse (Hernandez and Hoebel, 1988;
Bassareo and Di Chiara, 1997). Une stimulation optogénétique des récepteurs DA de
type 1 (D1R) dans le PFC augmente la consommation de nourriture palatable et
standard (Land et al., 2014).

La VTA, le striatum (NAc et DS), et le PFC appartiennent au systeme
meésocorticolimbique de la récompense, leur activation participe a la prise alimentaire,
en engendrant des comportements motivés dirigés vers un but. Ce systéme est tout

particulierement impliqué dans la consommation de nourriture palatable, ces aliments
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activant la voie DA, conduisant a la consommation de ces aliments en I'absence de

sensation de faim.

3. Surconsommation des aliments palatables

Actuellement les aliments hautement transformés, produits par I'industrie agro-
alimentaire ont envahi le marché. Nombre d’entre eux sont considérés comme des
aliments palatables, riches en gras et/ou en sucre (chips, cookies, créme glacee ...).
Leur omniprésence, et leurs prix attractifs contribuent a amplifier leur consommation,
pouvant conduire a des situations pathologiques (diabéte, obésité, troubles du
comportement alimentaire (TCA)...). Bien que ces facteurs économiques et sociaux
participent au probléeme de santé publique en rendant ces aliments facilement
accessibles, cela n’explique pas pourquoi ils ont tendance a étre surconsommeés. Nous
développerons ici deux hypothéses pouvant expliquer pourquoi lorsque nous
commencons une tablette de chocolat, il est difficile de s’arréter d'en manger avant

gu’elle soit terminée.

a) Hypothéses évolutives

Depuis I'apparition de I'espéce humaine son comportement et donc ses
habitudes de consommation ont fortement changé. En effet, nous descendons
initialement d'une population de chasseurs-cueilleurs, dont I'accés aux ressources
alimentaires dépendait de leur environnement. Neel s’est basé sur ce constat pour
développer I'hypothése des « thrifty genes », ou des génes économes en frangais
(Neel, 1962). En 'absence d’agriculture, la nature régissait le type ainsi que la quantité
de ressources disponibles, engendrant des périodes de famine, ou les ressources
manquaient, ponctuées de périodes de festin, ou forte abondance. Dans ce contexte
la sélection naturelle aurait favorisé le maintien de génes influengant le choix des
nutriments ingérés vers ceux ayant une forte valeur énergétique, riche en
carbohydrates et en gras, et engendrant un stockage sous forme de tissus adipeux.
Les organismes capables de faire des réserves énergétiques pendant les périodes
d’abondance présenteraient un avantage pendant les périodes de famine, ces
réserves permettant une régulation de 'homéostasie sur le long terme, la survie de
I'organisme ainsi que le maintien de la fécondité donc de la reproduction de I'espéce.

Malheureusement I'évolution du mode de vie des individus du genre Homo a rendu
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ces génes initialement avantageux déléteres, favorisant les désordres métaboliques,

dont la prise de poids, face a I'accés constant a ces aliments riches en énergie.

Cette théorie selon laquelle un phénotype conférant une efficacité
exceptionnelle dans la consommation et/ou I'utilisation de nourriture, est réfutée par la
prévalence d'obésité (Speakman, 2008). En effet, si cette hypothése était correcte,
l'intégralité de la population devrait étre atteinte d’obésité a I'heure actuelle. Une
nouvelle hypothése appelée « drifty genes » ou « predation release », pouvant étre
traduit par libération de la prédation a donc été développée (Speakman, 2007). En
devenant I'espéce la plus haute dans la chaine alimentaire, grace a la découverte du
feu, et la fabrication d’outils et d’'armes permettant de chasser des animaux considérés
jusque-la comme des prédateurs, 'humain s’est affranchi de son réle de proie et donc
de la pression de prédation. Les génes précédemment favorisés car valorisant le
comportement de prédation (vitesse, agilité, endurance, athlétisme, minceur) ne le
sont plus, surviennent alors des mutations aléatoires. Lorsque ces dernieres
apparaissent sur des génes impliqués dans le systéme hypothalamique de régulation
énergétique tel que le systéme leptine-meélanocortine, ou encore des génes impliqués
dans le meétabolisme alimentaire elles peuvent conduire a des phénotypes de
consommation alimentaire excessive associés a des altérations métaboliques (Pinto
et al., 2019). En I'absence de pression de sélection, ces mutations ne conférant pas
d’avantage évolutif ont été transmises, expliquant que seulement une partie de la

population soit touchée par ce phénotype.

Alors que I'hypothése évolutive des « thrifty genes » supposent que notre
génome initialement sélectionné pour conférer un avantage évolutif aux individus, en
favorisant la consommation d’aliments riches en énergie est finalement devenu
délétére face a I'évolution des conditions de vie de l'espéce humaine et a la
surabondance de ces aliments. L'’hypothése des « drifty genes » suppose qu’en
'absence de pression de sélection des mutations génétiques ne conférant pas
d’avantage évolutif aient pu étre transmises sur plusieurs générations. Cette théorie
peut donc expliquer la transmission de phénotypes de types hyperphagiques chez
certains étres humains. De plus, dans le contexte actuel de surabondance alimentaire,
ce comportement pourrait se diriger plus particulierement vers des aliments a forte
valeur palatable, riches en énergie, ayant été développés spécifiquement pour inciter
leur consommation. La tablette de chocolat est donc pergue par notre organisme
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comme une source d’énergie importante, qui suivant les mutations génétiques héritées
nous incitera a la consommer enti€rement pour constituer des réserves énergétiques

utilisables ultérieurement.
b) Hypothése de I'addiction a la nourriture

Bien que toujours débattu au sein de la communauté scientifique le concept
d’addiction a la nourriture, renvoyant a des comportements alimentaires caractérisés
par une consommation excessive et dérégulée d’aliments a haute valeur énergétique
se développe depuis plusieurs années (Imperatori et al., 2016; Kalon et al., 2016;
Greenberg and St. Peter, 2021; Florio et al., 2022). L’addiction est définie par The
American Psychiatric Association comme une maladie mentale se manifestant par
I'utilisation compulsive de substance, en dépit des conséquences négatives associées.
Cela peut étre assimilée aux maladies métaboliques (obésité, diabéte...) induites par
la surconsommation d’aliments palatables. De plus, des mécanismes
neuropsychologiques et neurobiologiques communs a la consommation d’aliments
palatables, et la prise de drogue existent. Une diminution de la disponibilité des
récepteurs dopaminergiques de type 2 (D2R) a été montrée par imagerie médicale en
utilisant un ligand radiomarqué, dans le striatum de personnes souffrant d’addiction a
une drogue, ou d’obésité (Volkow et al., 2017). L'affinité des D2R pour la DA est
supérieure a celle des D1R, les D2R sont donc physiologiquement activés par de
faibles niveaux de DA. Une diminution de leur expression engendre donc une
atténuation des effets de la DA dans le striatum. De plus, il a été montré que cette
réduction des D2R minimise I'activité dans le PFC, conduisant a des comportements
impulsifs et compulsifs, et donc une consommation excessive de drogue ou de

nourriture (Volkow and Morales, 2015).

Afin de mieux caractériser ce concept d’addiction a la nourriture une échelle
diagnostique nommeée la Yale Food Addiction Scale (YFAS) a été développée
(Gearhardt et al., 2009, 2016) (la version frangaise est présentée en annexe p. 204),
en se basant sur les critéres diagnostiques des troubles d’abus de substance établis
par la 5°™¢ édition du manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-
5) (American Psychiatric Association, 2013). Cet outils diagnostique permet
notamment de déceler des individus ne parvenant pas a réguler leur prise alimentaire,
et entrainant des conséquences négatives sur la santé comme une prise excessive de

poids, et de leur apporter un accompagnement adapté tout en tentant de comprendre
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les mécanismes psychologiques impliqués. La principale critique a cette théorie est
que la nourriture est essentielle a la survie de tout organisme, et ne pourrait donc pas
étre considérée comme une substance addictive (Fletcher and Kenny, 2018), certains
parlant alors d’addiction au comportement alimentaire (Hebebrand et al., 2014).
Cependant, quelle que soit la terminologie utilisée ce concept permet d’expliquer la
consommation compulsive de nourriture chez certaines personnes, telle qu'une
tablette de chocolat pour en revenir a notre exemple initial. De fagon intéressante, le
diagnostic d’addiction a la nourriture par la YFAS est associé a des degrés plus
seéveéres de pathologies de la prise alimentaire, tel que le binge eating disorder (BED ;
la terminologie anglaise sera privilégiée, a la frangaise « hyperphagie boulimique »
dans ce manuscrit) suggérant des mécanismes communs entre ce trouble et les

troubles addictifs.

La prise alimentaire apparait donc comme un comportement essentiel, régulé a
la fois au niveau cérébral et périphérique, par des mécanismes complexes et
interconnectés. L’évolution de I'étre humain et de son milieu de vie, a engendré
l'apparition de TCA, parmi lesquels le BED caractérisé notamment par une
consommation excessive de nourriture palatable. Lors duquel les mécanismes
physiologiques impliqués dans la prise alimentaire sont altérés, engendrant une

consommation de nourriture pathologique.
4. Le binge eating disorder
a) Définition et prévalence

Le BED est classifié comme un TCA a part entiére seulement depuis la parution
du DSM-5 en 2013 (American Psychiatric Association, 2013), bien que des cas
cliniques présentant des symptémes similaires aient été reportés dans la littérature
dés 1932 par le psychanalyste Moshe Wulff (Ely and Cusack, 2015). Il se définit par
des épisodes de binge, caractérisés par une prise de nourriture importante en une
courte période de temps, en I'absence de sensation de faim et associés a une perte
de contrdle. Il n'existe pas de consensus sur la quantité minimale de nourriture
consommeée lors d’'un épisode de binge, cette consommation devant étre largement
plus importante que ce qu’une autre personne aurait consommeé dans le méme temps
et des circonstances similaires. Les études menés chez des patients atteints de BED

rapportent généralement une consommation >1000 Kcal, avec une large variabilité
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entres les études allant de 743 a 2 963 Kcal consommeées au cours d’un épisode de

binge (Wolfe et al., 2009). Ces épisodes de binge doivent se produire au moins au

moins 1 fois par semaine durant 3 mois pour qu’un diagnostic de BED soit établi par

un médecin (Tableau 1).

Tableau 1 - Critéres diagnostiques du binge eating disorder selon le DSM-5

Critére 1 | Survenue récurrente d'acces hyperphagiques (crises de gloutonnerie) (Binge

Eating). Un acces hyperphagique répond aux deux caractéristiques suivantes :
1. absorption, en une période de temps limitée (par exemple, moins de
2 heures), d'une quantité de nourriture largement supérieure a ce que
la plupart des gens absorberaient en une période de temps similaire et
dans les mémes circonstances
2. sentiment d'une perte de contréle sur le comportement alimentaire
pendant la crise (par exemple, sentiment de ne pas pouvoir s'arréter de
manger ou de ne pas pouvoir contréler ce que I'on mange ou la
quantité que |I'on mange)

Critére 2 | Les acces hyperphagiques (de gloutonnerie) sont associés a au moins trois des
caractéristiques suivantes :

1. manger beaucoup plus rapidement que la normale

2. manger jusqu’a éprouver une sensation pénible de distension
abdominale

3. manger de grandes quantités de nourriture en |'absence d'une
sensation physique de faim

4. manger seul parce que |'on est géné de la quantité de nourriture
que |'on absorbe

5. se sentir dégolté de soi-méme, déprimé ou tres coupable apres
avoir mangé

Critére 3 | Les acces hyperphagiques (de gloutonnerie) entrainent une détresse marquée.

Critére 4 Les acces hyperphagiques (de gloutonnerie) surviennent, en moyenne, au
moins une fois par semaine pendant 3 mois.

Critére 5 | Les accés hyperphagiques (de gloutonnerie) ne sont pas associés au recours
régulier a des comportements compensatoires inappropriés comme dans la
boulimie, et ne surviennent pas exclusivement au cours de la boulimie ou de
I'anorexie mentale.

Sévérité Le seuil de sévérité est établi selon la fréquence des accés hyperphagiques ;

le niveau de gravité peut étre majoré afin de refléter les autres symptémes et
le degré d'incapacité fonctionnelle :

e Léger : un-trois accés hyperphagiques par semaine
e Moyen : quatre-sept acces hyperphagiques par semaine
e Grave : huit-13 accés hyperphagiques par semaine
Extréme : > 14 accés hyperphagiques par semaine.

Adapté de HAS - FAAB, 2019
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Les données épidémiologiques sur les TCA proviennent majoritairement
d’études communautaires s’intéressant a des sous populations précises selon I'age,
le genre ou encore l'origine ethnique, aucun pays n’ayant réalisé d’étude a I'échelle
nationale. Cependant, ces rapports communautaires montrent tous une tendance
commune, révélant que le BED est le TCA le plus prévalent devant I'anorexie nerveuse
ou la boulimie nerveuse (Hoek, 2016; Keski-Rahkonen and Mustelin, 2016). La
prévalence du BED variant de 1.4% a 1.9% selon les pays, d’aprés I'enquéte de
I'organisation mondiale de la santé (OMS) sur la santé mentale dans le monde (Word
mental health survey initiative) (Kessler et al., 2013). Ce trouble apparait généralement
chez les jeunes adultes, autour de la vingtaine. Les femmes sont plus vulnérables a
ce TCA en comparaison des hommes, avec des prévalences respectives de 3.5% et
2% (Guerdjikova et al., 2019). Cependant, le BED semble encore sous-diagnostique,
probablement a cause de la honte éprouvée par les patients pour parler de leurs
symptémes. De plus, les recommandations de prise en charge de la haute autorité de
sant¢é (HAS) en France reposent sur des thérapies, car aucun traitement
médicamenteux n’existe sur le marché européen, les tentatives de prise en charge
s’étant focalisées sur des symptdmes associés comme l'obésité, plutdét que sur la
psychopathologie du BED (Goracci et al., 2015). Aux Etats-Unis, la lisdexamfétamine
(LDX ; Vyvanse®) est le seul traitement pharmacologique autorisé par la FDA (Food
and drug administration) pour les formes moyennes a extrémes de BED. Ce dérivé
d’amphétamine bloque la pompe de recapture de la DA et augmente la libération de
DA et de noradrénaline dans la fente synaptique. Des études pré-cliniques et cliniques
ont démontré son efficacité pour réduire la fréequence des épisodes de binge, ainsi que
la quantité de nourriture ingurgitée lors de ceux-ci (Heal and Smith, 2022).

Le BED est une maladie psychiatrique complexe, ou les patients présentent des
altérations cognitives relatives a l'impulsivité / la compulsivité, aux fonctions
exeécutives, l'attention et la prise de décision (Kessler et al.,, 2016). Le circuit
mésocorticolimbique de la récompense semble jouer un réle majeur dans I'étiologie
de ce TCA.
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b) Etude du binge eating disorder chez 'humain et chez I'animal
1- Les recherches sur le binge eating disorder chez 'humain

Les recherches chez ’humain sont limitées par les techniques pouvant étre
utilisées, devant étre le moins invasives possibles. De plus, elles se sont
essentiellement focalisées sur des individus souffrant de BED, souvent des femmes,
dans un contexte d’obésité, ces deux conditions étant cependant dissociables.

Certaines études se sont concentrées sur les facteurs génétiques impliqués
dans le BED, des analyses intra-familiales montrent que le diagnostic de BED est
réguliérement retrouvé chez plusieurs individus d’'une méme famille. L'analyse
statistique des facteurs génétiques et environnementaux révéle un taux d’héritabilité
du BED oscillant entre 41% et 57% (Reichborn-Kjennerud et al., 2004; Javaras et al.,
2008). L'analyse de polymorphismes génétiques s’est largement tournée vers les
génes apparentés aux D2R, impliqués dans les fonctions DA, la réecompense et les
addictions (Foll et al., 2009). Des individus obéses atteints de BED expriment plus
I'alléle A2 du géne Tagq1A, en comparaison de personnes atteintes d’obésité sans BED
(Davis et al., 2009, 2012), ce polymorphisme étant associé a une plus grande activité
DA (Noble, 1991). Ces données suggérent que le BED pourrait venir d'une
hypersensibilité a la récompense.

Les chercheurs ont également utilisé des techniques d’imagerie médicale pour
tenter de mieux comprendre les mécanismes cérébraux impliqués dans le BED
(Leenaerts et al., 2022). Cependant les études utilisant des taches liées a la nourriture
sont rares avec des effectifs souvent faibles. De fagon intéressante, une stimulation
visuelle, olfactive et gustative a la nourriture induit une augmentation de la libération
de DA dans le striatum d’individus obéses atteints de BED, en comparaison de ceux
ne présentant pas de comportement de binge (Wang et al., 2011), appuyant
I'hypothése de I'hypersensibilité a la récompense. Récemment, lors d’'un essai clinique
pilote la sévérité et la frequence des épisodes de binge ont été diminuées par des
stimulations cérébrales profondes au niveau du NAc (Shivacharan et al., 2022). De
plus, lors de la présentation de photos de nourriture I'activité au sein de régions du
circuit de la récompense, est augmentée chez des femmes atteintes de BED, en
particulier dans des régions du PFC (Karhunen et al., 2000; Schienle et al., 2009). Une

étude associant une tache de type go-nogo, et de la magnétoencéphalographie,
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permettant de mesurer en temps réel I'activité électrique du cerveau, montre une plus
grande impulsivité lors de la présentation d'images alimentaires, les patients atteints
de BED ayant plus de difficulté a inhiber leur réponse face a ce type de stimuli,
associée a une diminution de l'activité du PFC (Hege et al., 2015). Ces résultats
laissent a penser que les individus souffrant de BED présentent une suractivation du
circuit de la recompense, face a de la nourriture, liée a une impulsivité dirigée vers ces

items, menant a des épisodes de surconsommation.
2- Les recherches pré-cliniques sur le binge eating disorder
i. Modélisation du comportement de binge chez I'animal

Afin de comprendre les mécanismes neurobiologiques impliqués dans le BED,
les laboratoires de recherches ont développé des modeles animaux permettant
d’étudier le comportement de binge, ainsi que les mécanismes moléculaires associés.
Ces modéles dits isomorphiques sont congus pour ressembler a la pathologie
humaine, et dans ce cas reproduire un comportement de type binge, en général la
consommation d’'une grande quantité de nourriture en une courte période de temps.
Corwin a proposeé trois critéres essentiels a un modele de BED (Corwin and Buda-
Levin, 2004):

- Le comportement doit se répéter sur une période prolongée

- Les animaux bingeurs doivent consommer plus de nourriture que des
animaux contrdles placés dans les mémes conditions

- Si un comportement compensatoire est observé, il devrait étre initié par

I'animal et non imposé par I'expérimentateur.

Tous ces modéles utilisent des aliments palatables, riches en gras et/ou en
sucre, généralement consommeés par les patients atteints de BED lors des crises
d’hyperphagie. Différents items sont utilisés pour imiter la consommation lors des
épisodes de binge allant d’'une solution sucrée, a des croquettes enrichies en gras
et/ou en sucre, ou encore des produits de grande consommation comme des oreo ou
du nutella (Hildebrandt and Ahmari, 2021). En jouant sur les conditions d’accés a ces
aliments les expérimentateurs induisent un comportement de type binge chez les

rongeurs.
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Plusieurs modéles reposent sur un accés intermittent a la nourriture palatable.
L’équipe d’Avena a développé un modéle durant lequel des rats ont accés 12h par jour
a une solution de saccharose 10% et de la nourriture standard, suivi de 12h de
restriction alimentaire pendant 1 mois, engendrant une augmentation de la
consommation de solution sucrée durant la 1°*h d’accés, au cours des sessions
(Avena, 2007; Avena et al., 2008b). Cependant, les animaux étant soumis a une
restriction alimentaire, il semble probable que la consommation de saccharose soit, au
moins en partie, due a une sensation de faim, cela allant a 'encontre des critéres de
binge stipulant que les épisodes de binge ont lieu en I'absence de sensation de faim.
Pour pallier a ce biais un nouveau modeéle d’accés intermittent 2h par jour, 3 jours par
semaine (lundi, mercredi, vendredi) a une solution de saccharose 10% (Berner et al.,
2008) ou de la graisse alimentaire (Corwin and Wojnicki, 2006), sans restriction a la
nourriture standard a été développé. La encore les rats augmentent leur
consommation d’aliments palatables au cours des sessions, et consomment des
quantités plus importantes de nourriture palatable durant les 2h d’accés en
comparaison d’animaux ayant un accés continu a I'item, ces observations définissent
un comportement de type binge. Ce type de modéle répond donc a plusieurs critéres
du BED : une consommation plus importante de nourriture que ce qu’un autre individu
aurait consommeé dans des circonstances similaires, et en 'absence de sensation de
faim. Des modéles équivalents ont donc été mis au point chez la souris avec dans une
premier temps un acceés 4h par jours a une solution sucrée et de la nourriture standard,
suivi de 20h de restriction alimentaire (Yasoshima and Shimura, 2015), ayant été par
la suite amélioré pour se rapprocher des critéres du DSM-5 avec une accés 4h par
jours a la solution sucrée sans restriction alimentaire (Awad et al., 2020). Des profils
de consommation similaires a ceux obtenus chez le rat sont obtenus chez la souris
avec une augmentation de la consommation de solution de saccharose durant la
premiére heure d’accés au cours des sessions, et plus importante sur cette méme
période que des souris ayant accés 24h/24 a la solution de saccharose. Le modéle de
'acces intermittent imite les restrictions auto-induites par les patients souffrant de

BED, essayant parfois de limiter leur consommation de certains aliments.

Un autre type de modéle repose sur le développement d’'un comportement de
binge a la suite d’'un stress aigu, comme un choc électrique, ou chronique, tel qu’une

séparation maternelle précoce, ou wune restriction d’espace, induit par
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I'expérimentateur (pour revue voir : (Corwin and Buda-Levin, 2004; Brown and James,
2023)). Ces modéles de binge induits par le stress rappellent la comorbidité élevée

entre BED et troubles de I'anxiété (qui sera abordée plus tard dans ce manuscrit).

Au-dela de l'étude comportementale, chacun de ces modéles permet
d’investiguer les processus biologiques sous-tendant le développement et le maintien
du comportement de binge (Turton et al., 2017).

ii. Les recherches dans des modéles animaux de binge eating

Les recherches sur des modeéles animaux permettent d'utiliser un panel plus
large de techniques. Une augmentation de la libération de DA lors de chaque
exposition a de la nourriture palatable, est montrée par microdyalise chez les animaux
ayant un comportement de type binge (Rada et al., 2005; Liang et al., 2006; Bocarsly
et al., 2014). De plus, I'étude de I'expression des récepteurs DA, a la suite d’un
comportement de binge, révéle une diminution de I'expression génique du D2R dans
le NAc (Spangler et al., 2004), et de sa liaison par autoradiographie (Colantuoni et al.,
2001; Bello et al., 2002). Au contraire I'expression du gene codant le D1R est
augmentée dans le NAc (Spangler et al., 2004). Comme montré chez 'homme une
stimulation cérébrale profonde au niveau du NAc diminue le comportement de type
binge chez des souris, par la voie des D2R (Halpern et al., 2013). Conformément aux
recherches menées chez I'humain, ces données confirment I'implication du systéme

DA et en particulier des D2R dans le comportement de binge.

L'utilisation de techniques d'optogénétique et de pharmacogénétique,
permettant d’activer ou inhiber spécifiguement une voie neuronale, montre que les
projections du PFC vers le NAc régulent la quantit¢é de nourriture palatable
consommeée dans un modéle de binge. En effet, 'activation de cette voie diminue la
quantité de gras ingurgitée, alors que son inactivation 'augmente (Christoffel et al.,
2021). De plus, I'inhibition de cette voie supprime a la fois le comportement de binge,
et l'impulsivité motrice (Anastasio et al., 2019). Ces résultats confortent les
observations faites chez I'humain, et permettent de pointer spécifiquement les
projections entre le PFC et le NAc comme modulatrices du comportement de binge.
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B. Les troubles anxieux et dépressifs comorbidités du BED
1. Définitions et données épidémiologiques

D’apres les données du rapport mondial sur la santé mentale, collectées par
'OMS, 79% des individus atteints de BED souffrent également d’'un autre trouble
psychiatrique, avec en téte les troubles anxieux (56%) et de 'humeur (46%) (Kessler
et al., 2013) (Tableau 2) . Les diagnostiques établis dans ce rapport reposent sur les
critéres de la version précédente du DSM (DSM-4), aucune mise a jour n'a été publiée
depuis la parution de la 5°m édition. Lorsque plusieurs pathologies sont
diagnostiquées simultanément chez un patient, on parle de comorbidité entre ces

troubles.

Tableau 2 - Prévalence des troubles mentaux chez les patients souffrant de BED

Troubles mentaux Prévalence (%) chez les patients atteints de BED
Troubles de ’lhumeur 46.1
Troubles dépressifs 42.2
Trouble bipolaire 12.3
Troubles anxieux 56.1
Trouble anxieux généralisé 16.4
Crise de panique / agoraphobie 15.3
Phobie sociale 204
Troubles phobiques spécifiques 29.2
Trouble de stress post-traumatique 13.7
Troubles liés a I'usage de substance 23.7
Trouble lié a la consommation d’alcool 21.7
Trouble lié a la consommation de drogue 14.4
Troubles mentaux 79

D’aprés Kessler et al., 2013

a) Les troubles anxieux

Les troubles anxieux sont les troubles mentaux les plus présents chez les

patients atteints de BED, avec 56% d’entre eux présentant un de ces troubles. Bien



que la peur et 'anxiété - définies respectivement comme une réponse émotionnelle a
une menace imminente réelle ou pergue ; et I'anticipation d’'une menace future —
fassent partie de 'expérience humaine normale, elles engendrent au-dela d’un certain
seuil une souffrance excessive. Le diagnostic d’un trouble anxieux peut étre établi par
un professionnel de santé si l'anxiété ressentie n’est pas imputable a [l'effet
physiologique d’'une substance ou a une autre affection médicale, qu’elle engendre
une importante souffrance pouvant altérer les capacités fonctionnelles, et qu’elle ne
disparait pas au bout de quelques jours. Le DSM-5 spécifie différentes catégories de
troubles anxieux selon l'origine de I'anxiété, par exemple I'anxiété de séparation
manifeste, anxiété sociale ou encore l'anxiété généralisée (American Psychiatric
Association, 2013).

b) Les troubles de 'humeur

Les troubles de I'hnumeur sont les deuxiémes troubles mentaux les plus
répandus chez les patients présentant un BED, avec 46% d’entre eux concernés. Ces
troubles psychiatriques sont caractérisés par des périodes prolongées de tristesse
(dépression) ou de joie excessive (manie) altérant la capacité a fonctionner
socialement et physiquement. Parmi ces affections, les troubles dépressifs sont
présents chez 42% des patients atteints de BED. lIs se caractérisent par une humeur
dépressive - qui peut étre définie par un sentiment de tristesse, de vide, de désespoir
— rapportée par le sujet lui-méme ou son entourage, associée une perte d’intérét ou
de plaisir (anhédonie) pour les activités précédemment appréciées, persistant durant
au moins 2 semaines (American Psychiatric Association, 2013). Ces troubles peuvent
mener a des idées suicidaires, des symptdomes psychotiques (hallucination, délire),
ainsi qu’'une incapacité a maintenir des activités de la vie quotidienne (hygiene

corporelle, alimentation...).
2. Les troubles émotionnels causes ou conséquences du BED ?
a) « Manger ses émotions »

L’expression « manger ses émotions » renvoie au concept d’alimentation
emotionnelle, selon lequel certains individus modulent leur prise alimentaire en
réponse a un ressenti émotionnel, positif ou négatif, plutét que par celui de la faim ou

de la satiété (Macht, 2008; Berthoz, 2015). D’aprés des études basées sur des
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questionnaires chez I'humain, les émotions positives et négatives induisent des
différences dans le comportement alimentaire. En effet, les émotions positives (joie,
relaxation, amusement) augmentent le plaisir ressentit lors de la prise de nourriture, et
favorisent la consommation d’aliments sains. Alors que les émotions négatives (colére,
peur, tristesse) augmentent la motivation a consommer de la nourriture, de fagon
impulsive (consommation rapide et irréguliéere de n'importe quel aliment disponible),
souvent dirigée vers de la malbouffe, dans le but de réguler I'état émotionnel (Lyman,
1982; Macht, 1999; Macht and Simons, 2000). Ce principe peut étre parfaitement
illustré par I'image de Bridget Jones, dans le film éponyme, mangeant un pot de glace
sous sa couette a la suite d’'une déception amoureuse, pour faire face a son
anuptaphobie, soit une peur irrationnelle de rester célibataire toute sa vie. Une autre
icbne de la pop culture actuelle, Oprah Winfrey a déclaré : « Ma drogue de prédilection
est la nourriture. Jutilise la nourriture pour les mémes raisons qu’un addicte prend de
la drogue : pour me réconforter, pour m’apaiser, pour atténuer le stress ». Tout comme
ces personnalités publiques, de nombreuses personnes utilisent la nourriture, et plus
particulierement des « aliments doudous », généralement sucreés et gras, pour trouver
du réconfort face a des émotions négatives. L'étude prospective NutriNet-Sante,
conduite en France depuis 2009 par des questionnaires sur internet, a recemment
montré une consommation plus importante de sucres ajoutés simples chez des
individus de moins de 45 ans avec un niveau d’anxiété élevé en comparaison

d’individus avec un faible niveau d’anxiété (Kose et al., 2021).

Des chercheurs ont développé des questionnaires servant d'outils
d’autoévaluation du comportement de prise alimentaire émotionnelle. De fagon
intéressante, les scores d’alimentation émotionnelle sont plus élevés chez des
personnes présentant un BED, en comparaison de personnes ne répondant pas aux
critéres diagnostiques (Schulz and Laessle, 2010; Cerneli¢-Bizjak and Guiné, 2022).
La réalisation de ces questionnaires par des patients souffrant de BED a montré que
la moitié des crises d’hyperphagie se produisent en réponse a un sentiment d’anxiété
(Masheb and Grilo, 2006). De plus, I'induction d’émotions négatives en laboratoire, par
le visionnage d’images ou vidéos, chez des patientes obéses souffrants de BED, induit
la consommation d’'une quantité de nourriture plus importante, correspondant plus
frequemment a des épisodes de binge, en comparaison a des individus soumis a un

stimuli « neutre » (Telch and Agras, 1996; Chua et al., 2004). Ces données laissent
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penser que le BED pourraient se développer chez des patients souffrant de troubles
emotionnels (troubles anxieux ou de I'humeur) afin de soulager leur détresse,
répondant a la théorie de I'évitement cognitif, selon laquelle certains individus vont
utiliser une distraction (ici une consommation excessive de nourriture) pour ne pas
faire face a une situation inconfortable (Heatherton and Baumeister, 1991; Rosenbaum
and White, 2013; Ulrich-Lai, 2016; Dingemans et al., 2017). Cette stratégie d’évitement
ne permet un réconfort que de courte durée, limité au temps d’engagement dans la
distraction.

b) Psychologie nutritionnelle

La psychologie nutritionnelle est un pendant de la psychologie s’intéressant a
la relation entre I'apport alimentaire et la santé mentale chez '’humain (Jacka, 2017).
Des études montrent que les régimes alimentaires occidentaux, composés de
d’aliments industriels transformés, riches en acide gras saturés et sucres raffinés, sont
associés a un taux élevé de symptdbmes dépressifs et anxieux, au contraire, des
régimes méditerranéens et traditionnels, constitués de produits frais, enrichis en
acides gras insaturés, et a faible teneur en sucres ajoutés, ayant un effet protecteur
(Firth et al., 2019; Lassale et al., 2019; Aucoin et al., 2021). Des études prospectives
ont pointé du doigt la consommation accrue de sodas et plus généralement de sucres,
comme facteur de risque de dépression (Guo et al., 2014; Knuppel et al., 2017;
Sanchez-Villegas et al., 2018; Kadel et al., 2020). De plus, chez des individus souffrant
de troubles dépressifs la consommation d’'un régime alimentaire plus sain pendant au
moins 3 mois, ameéliore leur santé mentale (Jacka et al., 2017; Parletta et al., 2019).
Cela montre que les aliments consommeés peuvent influer sur la santé mentale, la

consommation de malbouffe favorisant les troubles anxieux et dépressifs.

Il est intéressant de noter que des recherches révélent une amplification des
émotions négatives a l'issu des épisodes de binge dans le BED. Certaines études
demandent a des patients atteints de BED de noter leur humeur, a différents moments
de leur journée, par exemple avant et apres un épisode de binge. L’analyse des
données recueillies montrent que les patients mettent des scores d’humeur plus bas
aprés I'épisode de binge comparé a avant, et rapportent plus d’émotions négatives
(Wegner et al., 2002; Hilbert and Tuschen-Caffier, 2007; Stein et al., 2007; Haedt-Matt

and Keel, 2011). Plus le sentiment de perte de contrdle est important lors des crises
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d’hyperphagie, plus les ressentis négatifs sont importants a lissu du binge
(Goldschmidt et al., 2012). En opposition a la théorie de I'évitement cognitif, il semble
que le comportement de binge ne présente pas une stratégie efficace pour diminuer

le mal-étre, et pourrait méme I'accroitre.

Les recherches menées chez I'humain présentent linconvénient d’'étre
difficilement réalisables sur le long terme. En effet, il y a un risque important de
désengagement des individus impliqués au cours du temps. Cela explique qu'aucune
donnée n’existe sur la chronologie de survenue du BED et des comorbidités qui lui
sont associées. D’aprés les éléments présentés ici, la relation entre le BED et les
troubles anxieux et dépressifs, semble étre bidirectionnelle. Le BED pouvant a la fois
résulter de ces troubles, mais également les favoriser par le comportement de binge

lui-méme, ainsi que les aliments consommeés pendant ces crises d’hyperphagie.
3. Evaluer I’état émotionnel chez les murins

Grace a l'éthologie, I'étude scientifique du comportement animal, des tests
comportementaux visant a évaluer les comportements de type anxieux et dépressifs
chez les rongeurs (plus particulierement la sous-famille des murins : rats et souris) ont
été mis en place. Ces tests n’ont pas pour but de modéliser les troubles psychiatriques
humains, avec une vision anthropocentrée, car il est objectivement impossible de
savoir si un animal présente un trouble anxieux ou dépressif décrit par le DSM-5.
Cependant ils offrent des outils pour mieux comprendre la physiopathologie associée
a ces troubles, en se basant sur des comportements objectivement mesurables,
analogues a certains criteres diagnostiques. Une liste exhaustive des tests existant ne
sera pas présentée ici, mais ceux évoques et utilisés dans la suite de ce manuscrit

seront explicités.
a) Les comportements de type anxieux

L’anxiété est une réponse adaptative normale a un danger ou une menace, qui
se caractérise par une augmentation de la vigilance. Les rongeurs sont des animaux
curieux aimant explorer leur environnement, mais restent des proies pour qui un
espace découvert et fortement éclairé présente un danger. Face a ce constat des tests
dits « d’approche et d'évitement» ont été développés pour mesurer les

comportements de type anxieux lorsque l'animal est placé dans une situation
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conflictuelle, entre leur comportement exploratoire spontané et une situation aversive

(Figure 5).
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Figure 5. Tests mesurant les comportements de type anxieux chez les murins

Les tests de mesures de comportements anxiogénes chez les murins reposent sur le comportement
« d’approche et d’évitement » de ces animaux. Les tests de |'open field (a), de I'elevated plus maze
(b), du zero-maze (c) et du light-dark (d), mettent en conlflit les rats et les souris entre leur comportement
d’exploration naturel, et leur peur des espaces découverts et illuminés ot ils sont vulnérables face a la
menace des prédateurs. D’apres Cryan and Holmes, 2005.

Durant le test de I'open field (OF ; ou champ ouvert) (Figure 5a), 'animal peut
explorer librement une aréne carrée, cernée par des parois hautes permettant de
définir deux zones : la périphérie et le centre. Le comportement de thigmotaxie, soit la
tendance des murins a rester en contact avec les parois, est mesurée. Ce test donne
a la fois un indice de l'activité locomotrice par la distance totale parcourue et la vitesse
de déplacement, et du comportement de type anxieux par le temps passé dans la zone
centrale. Moins un animal passe de temps dans cette zone fortement découverte, plus

il est considéré comme présentant un phénotype de type anxieux.
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Le test de I'elevated plus maze (EPM; ou labyrinthe en croix surélevée) (Pellow
etal., 1985; Lister, 1987) (Figure 5b) est composé de deux bras ouverts, et deux bras
fermés encadrés par des parois élevées, séparés par une zone centrale. Le
comportement de type anxieux est mesuré par le nombre d’entrées, ainsi que le temps
passé dans les bras ouverts et fermés. Plus les animaux présentent un comportement
anxiogéne, plus ils ont tendance a éviter d’aller dans les bras ouverts, ou ils seraient
fortement exposés et vulnérables, aux prédateurs en conditions naturelles. Plus
récemment, le zero-maze (Shepherd et al., 1994) (Figure 5c) a été développé afin de
s'affranchir de la zone centrale, pouvant induire des biais de mesure cette zone

n'appartenant ni aux bras ouverts ni au bras fermés.

Lors du test du light-dark (LD ; ou clair/obscur) (Crawley and Goodwin, 1980)
(Figure 5d), les animaux ont le choix entre un compartiment sombre et un
compartiment fortement éclairé avec des parois transparentes. Le temps passé dans
chacun des compartiments, ainsi que le nhombre d’entrées donnent une mesure du
comportement de type anxieux. En effet, plus un animal présente un comportement

de type anxieux moins il passera de temps dans le compartiment clair.

De fagon intéressante, ces tests ont pu étre validés par I'administration de
traitements anxiolytiques chez les animaux, augmentant le temps passé dans les
espaces découverts en comparaison des animaux n’ayant pas regu le traitement. Pour
des revues plus détaillées sur ces tests, et d'autres tests non évoqués ici, voir:
(Belzung and Griebel, 2001; Cryan and Holmes, 2005; Belovicova et al., 2017; Lezak
et al., 2017).

b) Les comportements de type dépressifs

Les troubles dépressifs sont caractérisés par un sentiment de tristesse excessif.
Les animaux ne pouvant pas exprimer leurs émotions, d’autres paramétres sont pris

en compte pour mesurer les comportements de types anxieux (Becker et al., 2021).
1- Mesure du désespoir

Les tests de références sont le forced swim test (FST ; nage forcée) (Porsolt et
al., 1977) et le tail suspension test (TST ; suspension par la queue) (Cryan et al., 2005),
lors desquels les animaux sont mis dans une situation stressante et leurs stratégies

d’adaptation au stress donnent un indice de désespoir. Il est important de souligner ici
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que les personnes atteintes de dépression ont généralement du mal a gérer le stress.
Durant le FST les animaux sont placés dans une cuve remplie d’eau (Figure 6A), et
sont accrochés par la queue la téte en bas dans le TST (Figure 6B), dans les deux
cas aucune échappatoire n’existe. Dans un premier temps les animaux tentent
d’échapper au dispositif, en nageant ou en luttant, puis vont commencer a montrer des
périodes d'immobilité de plus en plus longues. La latence de premiére immobilité, ainsi
que le temps total d'immobilité sont les paramétres mesurés dans ces tests. En effet,
une souris ou un rat avec un comportement de type dépressif passe plus de temps
immobile, et arréte plus rapidement de se débattre. Ces tests sont validés par
'administration de traitements anti-dépresseurs, allongeant le temps passé par les

animaux a tenter d’échapper a la situation stressante.

A B

Figure 6. Tests mesurant le désespoir chez les murins

Le forced swim test (A) et le tail suspension test (B) sont les tests de référence pour mesurer les
comportements de type anxieux et dépressifs chez les rats et les souris. Adapté de Cryan and Holmes,
2005 et Biorender

2- Mesure du bien-étre

Les troubles dépressifs ne se limitant pas a une gestion du stress déficiente,
d’autres tests ont donc été développés pour mesurer le niveau de bien-étre général
des animaux. Ces tests reposent sur des observations et des mesures de
comportements innés (Deacon, 2012; Jirkof, 2014; Kremer et al., 2021). On peut
notamment citer le test du nesting, du burrowing ou encore le splash test, décrits plus
en détail dans la partie « matérielles et méthodes » de ce manuscrit. lIs permettent de

mettre en évidence chez les rongeurs des altérations des comportements dirigés vers
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un but, respectivement la construction d’'un nid, comportement de creusage et de
toilettage, pouvant se rapporter chez ’'Homme a une incapacité a réaliser des activités

de la vie quotidienne par manque d’envie.

Le test de préférence au saccharose ou a la saccharine (Katz, 1982; Willner et
al., 1987) permet lui de mesurer I'anhédonie chez les animaux. Ces derniers ont accés
simultanément a un biberon avec une solution sucrée (saccharose ou saccharine) et
un biberon d’eau. L’index de préférence a la solution sucrée est calculé par le ratio de
consommation de solution sucrée sur la consommation totale de liquides. Une
diminution de cet index, donc de la préférence au godt sucré est considéré comme un

signe d’anhédonie, donc de comportement de type dépressif.

4. Effet d’une prise alimentaire excessive sur le bien-étre, dans des

modeéles murins

Les études s’intéressant a l'effet d’'un modéle de binge sur la composante
émotionnelle étant encore rares, nous avons élargi nos recherches a l'effet des
régimes dits obésogenes (Figure 7), durant lesquels les animaux ont un acces ad
libitum a de la nourriture palatable engendrant généralement une prise de poids
importante (Bastias-Pérez et al.,, 2020). Les recherches abordant I'impact de la
nutrition maternelle sur la descendance étant hors de notre champ d’étude (Monteiro
et al., 2022), nous nous concentrons ici sur les études réalisées chez des animaux

juvéniles et adultes.
a) Régimes riches en gras et en sucre

Il existe différents types de régimes utilisés chez les animaux visant a reproduire
le régime alimentaire occidental. Le « cafeteria diet » (CAF) se compose d’aliments
ultra-transformés facilement trouvables en supermarché (Figure 7). Les
experimentateurs utilisent en général 8 a 9 items de malbouffes, riches en sucre et/ou
en gras, les plus communs sont les gateaux et biscuits (muffin, donuts) et de la viande
transformées (bacon, hot-dog), permettant ainsi de varier I'accés chaque jour (Lalanza
and Snoeren, 2021). Le « western diet » (WD) équivalent du régime riche en gras et
en sucre (high-fat high sugar, HFHS), repose sur l'utilisation d’aliments spécialement

congus pour les animaux enrichis en gras et en sucre. Une autre fagcon de faire
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consiste a donner accés en plus de la nourriture standard a du gras généralement
sous forme de lard, et une solution sucrée (saccharose ou fructose) (Hintze et al.,
2018) (Figure 7). Ces régimes permettent d’'induire différentes maladies métaboliques,
telles que l'obésité, le diabéte de type 2, ou encore la stéatose hépatique non
alcoolique chez les rongeurs. En effet, ils induisent une prise de poids importante,
associée a une accumulation de gras dans les tissus adipeux, ainsi que des altérations

métaboliques comme une résistance a I'insuline, et une inflammation systémique.

Régimes riches en gras et en sucre Régimes riches en gras  Régimes riches en sucre

Cafeteria diet (CAF) Western diet (WD)

Figure 7. Régimes modélisant une prise alimentaire excessive chez les rongeurs

Différents types de régimes peuvent étre donnés aux rongeurs afin de modéliser les habitudes de
consommation humaines. Les régimes riches en gras et en sucre, parmi lesquels figurent le cafeteria diet
(CD) durant lequel de la nourriture hautement transformée, trouvable en supermarché est donnée aux
animaux, et le western diet (WD) pour lequel le régime standard est enrichi en gras et en sucre, soit
directement dans les croquettes, soit par un acces supplémentaire a du lard/gras saturé et une solution
de saccharose, se rapprochent le plus d’un régime alimentaire humain occidental. Afin de comprendre
I'impact des différents nutriments sur les problémes de santé, des régimes spécifiquement enrichis en
gras ou en sucre ont également été développés. Pour mettre en place ces régimes, les laboratoires de
recherches ont le choix entre acheter de la nourriture pour rongeur standardisée et supplémentée, ou
ajouter un acces a une source de gras (lard, margarine, graisse alimentaire), ou de sucre (solution de
saccharose ou fructose, sucre en morceau) en plus des croquettes. (Réalisé avec Biorender)

Les données de la littérature montrent des effets divergents du CAF sur les
comportements de types anxieux attestés par les tests dEPM et OF. En effet,
certaines études montrent une diminution de ces comportements (Lalanza et al., 2014;
Warneke et al., 2014; Leffa et al., 2015), d’autres une augmentation (Ferreira et al.,
2018) et enfin certains n’ont pas observe d’effet (Pini et al., 2017; Beilharz et al., 2018).
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Ces discordances peuvent s’expliquer par de nombreux facteurs, comme I'dge de
début du régime, la durée, les items utilisés, 'espéce étudiée ou encore le sexe des
animaux. Par exemple Warneke et ses collaborateurs ont montré que les femelles
adultes soumises au CAF passent plus de temps dans les bras ouverts lors de 'EPM,
et font plus d’entrées dans la zone centrale de I'OF suggérant un effet anxiolytique du
CAF, alors qu’aucun effet n'est observé chez les individus méles (Warneke et al.,
2014). Cette méme étude n’a pas montré deffet du CAF dans ces tests
comportementaux chez des individus plus jeunes, suggérant un effet du sexe et de
I'age sur les effets anxiolytique du CAF. Cependant la durée du régime est relativement
courte (4 semaines), en comparaison aux recherches des équipes de Leffa et Lalanza
donnant acces au régime durant 13 et 8 semaines respectivement et observant eux
aussi des effets anxiolytiques mais chez les males (Lalanza et al., 2014, Leffa et al.,
2015). Une étude récente, utilisant des tests de bien-étre (splash test, préférence au
saccharose) a montré que chez des rats jeunes I'acceés au CAF durant 11 jours induit
un profil d’anhédonie uniquement chez les méles, sans différence observée dans 'OF
en comparaison du groupe contréle (Mota-Ramirez and Escobar, 2023). L'’ensemble
de ces travaux suggerent donc que le CAF diminue les comportements de type
anxieux chez les rongeurs, ces effets étant observés plus précocement chez les

femelles que chez les males.

Concernant le WD les résultats publiés semblent plus homogénes montrant le
développement d’'un phénotype anxiodépressif chez les rongeurs (Anderson et al.,
2013; Sharma and Fulton, 2013; Yang et al., 2016; Gancheva et al., 2017; Peris-
Sampedro et al., 2019; Veniaminova et al., 2020; Mota et al., 2023). Seule une étude
basée sur un régime de 10 jours n'a pas montré de différence de temps passé dans
les bras ouverts et fermés durant 'TEPM en comparaison des animaux nourris avec de
la nourriture standard (Rabasa et al., 2016). Les autres régimes ayant dure entre 3 et
12 semaines, nous pouvons supposer que 10 jours d’accés sont insuffisants pour

I'observation d’altérations comportementales.

En conclusion, I'utilisation de ces régimes visant a se rapprocher du régime
alimentaire humain occidental, peut mener a des résultats tres variés, comme montré
ici pour le CAF. Le WD dans lequel les quantités de gras et de carbohydrates utilisées
sont plus standardisées, montre qu’'une consommation excessive de ces nutriments

induit une altération du bien-étre des animaux, notamment en accentuant le
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comportement de type anxieux. Cependant, afin de décrypter les mécanismes
moléculaires impliqués, d’autres types de régimes ont été développés, tels que les
régimes riches en gras (ou high-fat diet en anglais ; HFD), ou riches en sucre (high-
sugar ; HS). Le but de ces derniers étant de comprendre quel est 'impact de chacun

de ces nutriments sur la santé mentale.
b) Régimes riches en gras

Les études menées chez les rongeurs sur les réegimes HFD (Figure 7), utilisent
généralement des concentrations de gras comprises entre 45% et 60%, les régimes
standards en comprenant généralement 10%. Ces valeurs ont été choisies face aux
recommandations de 'OMS stipulant que I'apport calorique en acides gras saturés ne
dépasse pas 10% de I'apport calorique total (Tableau 3), cependant la consommation
réelle est en moyenne de 28% a 46% (Eilander et al., 2015).

Tableau 3 - Recommandations sur la consommation de lipides et glucides chez
les adultes

OMS EFSA ANSES FDA
Lipides <30° 20-35° 35-40° <30°?
Acides gras saturés <102 Aussi bas que <28 <192
possible
Acides gras trans <1@ Aussi bas que <2% Aussi bas que
possible possible
Glucides 40-60° 40-60° 40-552- <100 275 gljour®

gl/jour® - Max 1
boisson sucrée
fjour

Sucres libres <102 - 50 g/jour® NA NA <102
ou 12 cc

2 % de I'apport calorique total

b pour un appart calorique journalier de 2 000 Kcal

OMS : organisation mondiale de la santé ; EFSA : autorité européenne de sécurité des aliments ; ANSES :
agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail ; FDA : food and
drug administration (USA).

Les données de la littérature semblent indiquer une période de vulnérabilité au
HFD, chez les rongeurs « jeunes adultes », correspondant a des souris ou des rats

ages respectivement de 6 a 9 semaines ou 9 a 10 semaines. En effet, un acces continu



au HFD chez des animaux de cet age favorise les comportements de types anxieux et
dépressifs chez les males (André et al., 2014; Duthell et al., 2016; Zemdegs et al.,
2016, 2019; Décarie-Spain et al., 2018; De Paula et al., 2021; Lama et al., 2021) et les
femelles (Sivanathan et al., 2015; Décarie-Spain et al., 2021), au contraire des
recherches menées chez des animaux plus jeunes (Del Rio et al., 2016; Gainey et al.,
2016; Duffy et al., 2019), ou plus vieux (Duffy et al., 2019; Lizarbe et al., 2019). De
facon intéressante, une étude a montré un comportement de type anxieux plus fort,
chez les souris présentant des altérations métaboliques, en comparaison des souris
résistantes au phénotype obésogéne, par des analyses de corrélation (Sweeney et al.,
2017). La détérioration du bien-étre induite par un HFD, pourrait donc dépendre de
I'apparition d’'un phénotype obésogéne. En effet, a I'issu d’un régime de 7 semaines
d’accés a un HFD composé de 50% de gras, n’engendrant pas une prise de poids plus
importante que chez les rats contréles, le temps passé dans les bras ouverts et fermés
durant 'EPM n’est pas différent entre ces deux groupes (Pini et al.,, 2017). Ces
données montrant une plus forte vulnérabilité aux effets d’'un HFD chez des individus
juvéniles ou présentant un phénotype obése, concorde aux observations faite chez
'humain. En effet, les adolescents représentent une population vulnérable aux
problémes de santé mentale, chez qui la malbouffe est particulierement populaire. Les
résultats d’'une méta-analyse récente confirme qu'une consommation accrue de
malbouffe représente un facteur de risque pour les troubles de 'lhumeur et d’anxiété
chez les adolescents (Malmir et al., 2023). Les taux de dépression chez les individus
obéses sont plus élevés que dans la population générale, certains évoquant méme

une « dépression associée a I'obésité » (Weiss et al., 2020).

Il semble que le type de gras utilisé dans ces régimes soit aussi un élément clé
dans le développement d’altérations de la composante émotionnelle (Spencer et al.,
2017). En effet, au contraire des acides gras saturés, les acides gras polyinsaturés,
tout particulierement les omega-3, largement retrouvés dans le régime méditerranéen
connu pour ses effets bénéfiques (Guasch-Ferré and Willett, 2021), ne sont pas
associés au développement d’'un phénotype anxiodépressif chez les souris (Décarie-
Spain et al., 2018, 2021). De plus, une supplémentation en omega-3, lors d’'un HFD,
atténue les comportements de type anxieux dans 'EPM et le LD, et dépressif lors du
FST (Demers et al., 2020). Les animaux ayant acces a des acides gras polyinsaturés,
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présentent également des altérations métaboliques, moins importantes malgré une

prise de poids et une accumulation de gras équivalente.

Trois études ont utilisé un acces intermittent a un HFD, pour modéliser le BED,
'une chez des rats femelles (Satta et al., 2016) et les autres chez des souris méles
(Blanco-Gandia et al., 2017, 2019). Aprés 6 semaines de binge (soit 18 sessions
d’acces), les rattes présentent une diminution du comportement de type anxieux,
attesté par un temps plus long passé dans les bras ouverts durant 'TEPM. Chez les
souris males aucun effet n'a été observé a l'issu des 13 sessions de binge, en
revanche, les animaux soumis a 2 semaines d’abstinence forcée au gras présentent
une diminution du temps passé dans les bras ouverts. Cependant, ce résultat n’est
pas spécifique au comportement de binge, car le comportement est similaire lors d’'un
accés continu au gras suivi de 2 semaines d’abstinence forcée (Blanco-Gandia et al.,
2019).

En conclusion, les données de la littérature montrent que la consommation
prolongée d’'un HFD, et en particulier d’acides gras saturés chez les rongeurs jeunes
adultes, induisant un phénotype obésogéne résulte en un comportement de type
anxiodeépressif. Le nombre limité d’études ayant utilisé un modéle de BED ne permet
pas de conclure sur 'effet d'un comportement de binge de gras, sur la composante

émotionnelle des rongeurs.
c) Régimes riches en sucre

L’industrie agro-alimentaire ajoute généralement du sucre dans les produits
alimentaires, car il agit comme un exhausteur de gout et un conservateur. Face a la
monté de l'obésité 'OMS recommande de limiter I'apport en sucres libres -
monosaccharides et disaccharides ajoutés aux aliments par le fabricant, le cuisinier
ou le consommateur, ainsi que les sucres naturellement présents dans le miel, les
sirops, les jus de fruits et les concentrés de jus de fruits — a 10% de 'apport énergétique
total, et encourage de le limiter a 5% (World Health Organization, 2015) (Tableau 3).
Cette derniere recommandation équivaut a 25g de sucre par jour pour un adulte soir 6
cuilleres a café, pour comparaison une canette de soda équivaut déja a 10 cuilleres a
café de sucre, et dépasse donc les recommandations. En Europe, les sucres ajoutés
représentent 7.3% a 11.4% de I'apport énergétique total selon les pays (en France il

est de 8%) chez les adultes, ces taux sont plus élevés chez les enfants allant de 11%
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a 16.8% (12.5% en France) (Azais-Braesco et al., 2017). Il apparait donc clairement

que les consommations réelles dépassent les recommandations de santé publique.

Les recherches s’intéressant a I'exposition a de grandes quantités de sucre
(HS) présentent une forte hétérogénéité dans la méthodologie employée, et il en
découle des résultats variés sur les tests classiquement utilisés pour mesurer les
comportements de types anxieux. Certains modéles laissent apparaitre un
comportement de type anxieux suite a un HS (Souza et al., 2007; Reddy et al., 2016;
Rebolledo-Solleiro et al., 2017), d’autres au contraire ne montrent pas d’'effet du HS
(Cao et al., 2007; Pyndt Jargensen et al., 2014; Santos et al., 2018; Beecher et al.,
2021; Flores-Fuentes et al., 2021; Dubljevi¢ et al., 2022). Premierement, 'espéce
utilisée semble influer sur les résultats. En effet, il semble que les souris méles (aucune
recherche ne provenant de femelles) soient moins susceptibles aux effets d’une forte
consommation de sucre que les rats méles. En effet, toutes les études rapportant le
développement d’'un comportement de type anxieux sont menées chez des rats
(Souza et al., 2007; Harrell et al., 2015; Reddy et al., 2016; Rebolledo-Solleiro et al.,
2017), et seule 'une d’entre elle ne montre pas d’effet apres 20 et 40 semaines d’accés
a une solution de saccharose (25%) (Flores-Fuentes et al., 2021). En plus de 'espéce
utilisée, le temps d’exposition pourrait également jouer un réle important. L'une des
études menées chez la souris utilise un temps d’exposition relativement court (10
jours), qui malgré une forte concentration en saccharose (32%), n’altere pas le
comportement lors du test de 'lEPM (Dubljevic et al., 2022). En comparaison les études
montrant un effet chez le rat exposent les animaux durant au moins 8 semaines (Souza
et al., 2007; Harrell et al., 2015; Reddy et al., 2016; Rebolledo-Solleiro et al., 2017).
Enfin, les concentrations utilisées semblent également influer les changements
comportementaux. L’utilisation d’'une concentration faible de saccharose (10%), par
rapport aux concentrations utilisées dans les autres paradigmes (>20%), malgré une
exposition de 25 semaines ne diminue pas le temps passé dans les bras ouverts de
'EPM ou le centre de 'OF chez les souris (Cao et al., 2007). Il parait intéressant de
noter qu’une exposition durant 1 an a un régime comprenant 7.9% de saccharose chez
le rat résulte en une tendance a la diminution du temps passé dans les bras ouverts
lors de 'EPM, en comparaison des animaux ayant un régime standard, alors qu’un
régime contenant 10% de miel a significativement augmenté ce paramétre (Chepulis

et al., 2009). Une augmentation du temps d’immobilité lors du TST suggérant un
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comportement de type dépressif est montré chez la souris aprés 12 semaines d’accés
a un régime contenant 30% de sucres (Santos et al., 2018). Des résultats similaires
sont observés chez le rat aprés 10 semaines d’exposition a un régime enrichi en
fructose (55%) (Harrell et al., 2015). L’ensemble de ces données montre qu’une
consommation prolongée de sucre a des concentrations élevées induisent un
comportement de type anxieux chez les rats males, et dépressif chez les souris et rats
males avec un nombre d’études Ilimité. De fagcon intéressante, des études
longitudinales chez I’hnumain montrent que les personnes consommant des quantités
plus importantes de sucres (Knuppel et al., 2017; Hu et al., 2019) ou de boissons
sucrées (Park et al., 2023), présentent un risque plus élevé de troubles de I'humeur
ou de dépression. Des résultats concordants ont été publiés par la « Women’s health
initiative » investiguant spécifiquement des femmes (Gangwisch et al., 2015). Il serait
donc intéressant de mener des recherches pré-cliniques chez des individus femelles,
afin de compléter les données obtenues chez des males, et voir si les mécanismes

impliqués sont similaires chez les deux sexes.

Les résultats obtenus aprés une période d’abstinence forcée au HS s’avérent
plus consistants, les rongeurs présentant un phénotype anxieux (Cottone et al., 2008,
2009; lemolo et al., 2012; Kim et al., 2018; Xu and Reichelt, 2018). Cette constatation
est faite dépendamment des expériences chez des males ou des femelles. |l semble
que cette modification de comportement puisse étre induite en moins de 24h. En effet,
dans des modeéles donnant un acces intermittent a la nourriture palatable 2 jours par
semaine (Cottone et al., 2008, 2009; lemolo et al., 2012), les altérations
comportementales sont observées lorsque 'EPM et le FST sont effectués dans les
24h suivant la fin de l'acces au HS, alors que ces mémes tests réalisés durant la
période d’accés aboutissent a des résultats équivalents a ceux des animaux contréles.
Il semble donc que l'abstinence au sucre augmente les comportements de type

anxieux chez les rongeurs.

Les résultats dans des modéles de binge de sucre semblent étre variables. Une
étude utilisant 12 semaines d’acces continu ou intermittent (2h par jour, 5 jours sur 7)
a une solution de saccharose (25%), chez des souris méles, ne révele pas de
modification de comportement dans les tests d’EPM, OF et FST réalisés apres 24h
sans accés au saccharose (Beecher et al., 2021). Il est montré chez le rat, qu’'un accés

intermittent 2h par jour augmente la consommation de croquettes enrichies en
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saccharose sur une courte période de temps (2h) en comparaison d’'un acces de 4h
ou 8h (Kreisler et al., 2018). De fagon intéressante, cette potentialisation du
comportement de binge, induit une diminution du temps passé dans les bras ouverts
lors du tests d’EPM réalisé aprés 3 semaines de régime, juste aprés la session d’accés
a la nourriture palatable, en comparaison des groupes ayant 4h et 8h d’accés
intermittent, cependant la différence n'est pas significative en comparaison du groupe
contrbéle. Une autre étude donnant acces 2h par jours a une solution de saccharose
(10%) (Xu and Reichelt, 2018), montre dans 'EPM une diminution du temps passé
dans les bras ouverts, ce test étant réalisé avant le nouvel accés au HS autrement dit
aprés 20h d’abstinence forcée. Lors de I'OF fait immédiatement aprés la session
d’accés au saccharose, aucune différence de comportement n’est observée en
comparaison des animaux ayant seulement acces au régime standard. Dans un
modéle de binge utilisant un cycle de 12h d'accés a une solution de 10% de
saccharose en plus de la nourriture standard, suivi de 12h de privation alimentaire
durant 28 jours, a la suite duquel une privation alimentaire de 36h induit une diminution
du temps passé dans les bras ouverts, chez ces rats en comparaison de rats contréles
également privés de nourriture durant 36h (Avena et al., 2008a). Dans un protocole
d’accés similaire utilisant une solution de glucose durant 1 mois, I'injection de naloxone
(un antagoniste du systéme opioide) aprés 24h de privation alimentaire diminue le
temps passé dans les bras ouverts en comparaison des animaux n’ayant pas regu de
naloxone (Colantuoni et al., 2002). De plus, ce changement de comportement suite a
I'injection de naloxone est spécifique au groupe intermittent supplémenté en glucose,
les groupes ayant un acceés intermittent ou continu aux croquettes, ou au glucose, et
continu aux deux items passent plus de temps dans les bras ouverts, suggérant que
ce protocole induit des symptdmes ressemblant a ceux du sevrage a une drogue telle
que la morphine. L'’ensemble de ces données suggerent que les modeéles de binge HS
peuvent induire des comportements de type anxieux chez les rongeurs. Cependant,
les tests sont réalisés en dehors des périodes d’accés au sucre, vraisemblablement
pour ne pas géner la consommation par les animaux, or nous avons vu précédemment
que I'abstinence forcée a l'item sucré altére les comportements de types anxieux. Les
designs expérimentaux utilisés ne nous permettent pas de savoir si les effets observes

sont di au comportement de binge ou a la période d’abstinence forcée.
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Les données présentées ci-dessus, nous laissent penser qu’une consommation
de sucre peut induire un phénotype anxiodépressif, si les quantités ingurgitées sont
suffisamment élevées sur une période relativement longue, ou dans le cas d’'une
abstinence forcée (Kendig, 2014; Jacques et al., 2019a). Les modeéles de binge
utilisent un acces intermittent au sucre, les tests comportementaux réalisés en dehors
de ces périodes ne nous permettent pas de savoir si les effets observés sont di au
comportement de binge ou a la période d’abstinence forcée. Sachant que les
prévalences de dépression et de troubles de 'humeur sont plus élevées chez les
femmes que chez les hommes (Riecher-Rassler, 2017). Ces dernieres étant
également plus sujettes a I'alimentation émotionnelle (Camilleri et al., 2014), il parait
important d’inclure des individus femelles a part égal avec les males dans les études
précliniques.

Les études cliniques et précliniques réalisées jusqu’a aujourd’hui du fait de leur
faible nombre et de leur design expérimental ne permettent de conclure sur le sens de
la relation entre le BED et I'impact sur la santé mentale. De plus, alors que les études
pré-cliniques semblent incriminer de fagon unanime le role des acides gras saturés
dans l'altération des comportements de types anxieux et dépressifs, les effets du sucre
sur ces parameétres semblent encore a déterminer. D’autres comorbidités sont
associées au BED, tels que les maladies douloureuses chroniques, auxquelles nous

nous sommes également intéressés dans ce projet.

C. Le binge eating disorder : facteur de risque de maladies douloureuses

chroniques ?
1. La douleur chronique

L’IASP (international association for the study of pain) définit la douleur comme:
« une experience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a, ou ressemblant
a celle associée a, une lésion tissulaire réelle ou potentielle » (Raja et al., 2020), et
apporte les précisions suivantes :
- la douleur est toujours une expérience personnelle qui est influencée a des
degrés divers par des facteurs biologiques, psychologiques et sociaux
- la douleur et la nociception sont des phénoménes différents. La douleur ne

peut étre déduite uniquement de I'activité des neurones sensoriels
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- atravers leurs expériences de vie, les individus apprennent le concept de la
douleur

- l'expression d’'une personne sur une expérience de douleur doit étre
respectéee

- bien que la douleur joue généralement un réle adaptatif, elle peut avoir des
effets négatifs sur le fonctionnement et le bien-&tre social et psychologique

- la description verbale n’est qu’'un des nombreux comportements permettant
d’exprimer la douleur; I'incapacité a communiquer n’exclut pas la possibilité

qu’un étre humain ou un animal non humain éprouve de la douleur.

Bien que la douleur soit initialement un phénoméne physiologique permettant
le maintien de I'intégrité de I'organisme, en agissant comme un signal d’alarme face a
une menace, elle peut devenir pathologique dans certaines conditions. La onziéme
édition de la classification internationale des maladies (CIM-11) (World Health
Organization, 2019) classe les douleurs persistant plus de 3 mois, et induisant une
diminution de la qualité de vie, comme chroniques. Les douleurs chroniques peuvent
étre primaires, donc considérées comme une maladie a part entiére, ou secondaires,
donc la résultante d’une autre pathologie, un accident, ou encore une chirurgie (Figure
8). Cette classification intégrée a la CIM-11 résulte de la réflexion conjointe de I'lASP
et 'OMS (Treede et al., 2019). Avec une prévalence d’environ 30% en France (Chenaf
et al.,, 2018), les douleurs chroniques représentent un probleme majeur de santé
publique. L'OMS par son étude sur la charge globale de morbidité (ou global burden
of disease, en anglais) a conclu que les maladies douloureuses sont la premiére cause

d’invalidité dans le monde (Vos et al., 2017).

2. Comorbidité entre le binge eating disorder et les douleurs

chroniques

Les études menées chez des patients atteints de BED révélent une association
entre le BED et des douleurs chroniques (Olguin et al., 2017). De plus, les prévalences
de maladies douloureuses chroniques sont plus élevées chez des patients présentant
un BED, en comparaison de patients ayant d’autres TCA, ou de sujets sains d’aprés
une enquéte épidémiologique conduite dans la population nord-américaine (Udo and
Grilo, 2019) (Tableau 4). L'utilisation de questionnaires spécifiant 'dge d’apparition

rétrospectif de chacun de ces troubles, semblent indiquer que le BED peut précéder
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'apparition de douleurs chroniques (Kessler et al., 2013). Des patients ayant des
maladies douloureuses chroniques déclarent augmenter leur prise alimentaire lors des
épisodes douloureux (Amy and Kozak, 2012; Bigand and Wilson, 2019). Lors de ces
épisodes ils favorisent les aliments percus comme réconfortants, dans le but de
soulager leur mal-étre. Certains d’entre-eux évoquant des épisodes de binge, sans
que soit vérifiée leur adhésion aux critéres diagnostiques du BED. De plus, en
I'absence de données prospectives, les recherches chez I'humain ne permettent pas
de conclure sur le lien de causalité entre ces deux pathologies.



Tableau 4 - Prévalence (%) de maladies douloureuses chroniques lors de troubles
du comportement alimentaire

Sans trouble du

Vladis douloureuses | proros  Boulmle  BIN03n0 comportement
alimentaire
Arthrose 19.7 13.1 24.0 18.7
Fibromyalgie 8.1 0.5 5.3 2.0
Troubles intestinaux' 8.0 8.4 11.9 3.7
Problémes nerveux? 14.2 104 16.0 10.2

'Les troubles intestinaux regroupent les troubles du célon irritable et les maladies
inflammatoires chroniques de ['intestin

2Les problémes nerveux incluent la dystrophie sympathique réflexe, le syndrome douloureux

régional complexe et d’autres problemes nerveux dans les jambes, les bras et le dos
D’apres Udo and Grilo, 2019

Une mini-revue rédigée durant la deuxieme année de ce projet de thése,
intitulée : « Neuro-inflammation induite par une prise alimentaire incontrélée : risque
de douleurs chroniques ? », est présentée a la fin de cette introduction (p 65). Nos
hypothéses sur les mécanismes impliqués dans le développement de douleurs
chroniques par le comportement de binge y sont explicitées.

D. Neuroinflammation et adaptations du systéeme endocannabinoide
1. La neuroinflammation
a) Généralités sur la neuroinflammation

Le systeme immunitaire agit comme une sentinelle, permettant au corps de
réagir et se protéger face a une agression pathogéne ou un traumatisme, grace au
recrutement des cellules immunitaires. Les récepteurs nommés PPR présents a leur
surface reconnaissent des signaux de danger (DAMP) et des motifs pathogéniques
(PAMP), induisant leur activation caractérisée par une libération de médiateurs de
l'inflammation, parmi lesquels des cytokines pro-inflammatoires, dans le milieu extra-
cellulaire. Ces derniers permettent le recrutement de plus de cellules immunitaires

induisant une réponse inflammatoire en périphérie (Figure 9), caractérisée par une
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sensation de chaleur, une rougeur, un gonflement et une douleur aigue, ayant pour

but d’éliminer les éléments étrangers.
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Figure 9. Réponse inflammatoire périphérique

(1) Lors de la réponse inflammatoire des éléments du non-soi sont reconnus par les macrophages
et les mastocytes, qui libérent des médiateurs de I'inflammation (histamine, cytokine) permettant
de (2) recruter d’autres cellules de I'immunité (neutrophile, monocyte, macrophages) ayant des
capacités de phagocytoses permettant d’éliminer ces corps étrangers. Ils libérent également des
facteurs de cicatrisation. (3) Les derniers résidus sont éliminés finalisant la cicatrisation des tissus.
D’apres Murphy and Weaver, 2016

La BHE limite le passage des cellules immunitaires et des médiateurs de
linflammation au sein du SNC. De plus, ce dernier présente des capacités de
régénération faibles, expliquant son « privilege immunitaire » permettant de limiter les
dommages lors de l'inflammation (Galea et al., 2007). Ce concept de « privilege
immunitaire » a longtemps été amalgamé avec le réle de la BHE emmenant a croire
le SNC compléetement isolé du reste de I'organisme, et donc exempt de mécanismes
inflammatoires. Cependant, comme évoqué précédemment dans ce manuscrit (p.17)
certaines zones de la BHE appelées organes circumventriculaires sont plus
perméables permettant des échanges entre les compartiments vasculaires
périphériques et centraux. De plus, il a également été démontré que lors d’'une atteinte
du SNC, l'intégrité des jonctions serrées liant les cellules endothéliales composant la
BHE est réduite facilitant le passage des cellules immunitaires dans le SNC

(Stamatovic et al., 2008) (Figure 10). Les cellules gliales décrites dans un premier
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temps comme des cellules amorphes ayant uniquement un réle de soutien (Virchow,
1856), sont maintenant reconnues comme jouant un role clé dans les mécanismes

neuroinflammatoires, tout particuliérement les cellules microgliales et les astrocytes.

Les cellules microgliales sont omniprésentes dans le SNC et comptent pour
15% des cellules totales (Melchior et al., 2006). Elles sont considérées comme les
macrophages du SNC, scrutant en permanence leur environnement, afin de détecter
des menaces potentielles et par leur capacité de phagocytose. La surveillance de leur
environnement est possible grace a leur « sensome » correspondant a 'ensemble des
récepteurs et protéines permettant aux microglies de repérer des pathogenes, des
protéines anormales, des chimiokines et cytokines, des métabolites, des substances
inorganiques ou encore une modification du pH ou de la matrice extracellulaire
(Hickman et al., 2013). Face a un tel événement la microglie s’active et converge vers
le site endommageé, ou elle va induire une réponse neuroinflammatoire par la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (interleukine (IL)-1p, IL-6, tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) ...) et chimiokines (chimiokine ligand (CCL) 2, CCL5...) visant a recruter plus
de cellules et éliminer les éléments du non-soi. Les cellules microgliales peuvent
également sécréter des molécules anti-inflammatoires (IL-4, IL-10...), afin de limiter la
réponse pro-inflammatoire, elles sont alors qualifiées de neuroprotectrices (Figure
10). Pour des revues plus détaillées sur la microglie voir : (Prinz et al., 2019; Kwon and
Koh, 2020).
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Figure 10. La réponse neuroinflammatoire

Le systeme nerveux central présente une réponse inflammatoire qui lui est propre, appelée neuro-
inflammation. Les cellules microgliales et les astrocytes par un dialogue bidirectionnel régulent la
réponse neuroinflammatoire face aux dangers potentiels, en libérant a la fois des cytokines pro-
inflammatoires contribuant au recrutement des cellules immunitaires périphériques, de cellules
microgliales et d’astrocytes ; et des cytokines anti-inflammatoires qui limitent la neuroinflammation le
systéme nerveux central ayant des capacités de régénération limitées. Réalisé avec Biorender

Les astrocytes sont les cellules gliales majoritaires, représentant 35% des
cellules totales du SNC (Carson et al., 2006). En conditions physiologiques, les cellules
astrocytaires contribuent a ’'homéostasie du SNC, en participant a I'intégrité de la BHE
(Koehler et al., 2006) ou encore au fonctionnement des neurones et tout
particulierement de la transmission synaptique (Chung et al., 2015; Haim and Rowitch,
2017). En condition pathologique, les astrocytes participent a la réponse
neuroinflammatoire et notamment a la formation de la cicatrice gliale limitant la
propagation des médiateurs inflammatoires et neurotoxiques (Colombo and Farina,
2016; Linnerbauer et al., 2020). La libération de médiateurs inflammatoires par la
microglie activée engendre I'activation des astrocytes grace aux récepteurs présents
a leur surface. On parle d’'un dialogue bidirectionnel entre les cellules microgliales et

astrocytaires (Jha et al., 2019) (Figure 10). En effet, les astrocytes activés, reconnus
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par I'expression accrue de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) (Sofroniew, 2009),

vont a leur tour libérer des médiateurs inflammatoires pouvant agir sur la microglie.

Le SNC dispose d'une réponse inflammatoire unique, appelée
neuroinflammation, largement dépendante des cellules microgliales et astrocytaires,
ayant pour but de le protéger face a des agressions de différentes natures. La
neuroinflammation est un mécanisme physiologique, permettant in fine d’éliminer les
débris cellulaires et la cicatrisation tissulaire. Cependant, une réponse inflammatoire
prolongée est néfaste, empéchant la régénération cellulaire dans le cerveau. Ces
mécanismes semblent étre impliqués dans de nombreuses pathologies, telles que les
maladies neurodégénératives (Kwon and Koh, 2020), les douleurs chroniques (Ji et

al., 2013) ou les maladies mentales (Guo et al., 2023).
b) Induction de réponse neuroinflammatoire par la prise alimentaire

En dehors de conditions pathologiques (maladies neurodégénératives,
infections...) une réponse neuroinflammatoire peut également étre observée dans le
cadre d'un régime alimentaire de type occidental, ce phénoméne apparaissant suite a
des dérégulations en périphérie. En effet, une consommation excessive de gras et de
sucre peut induire une deérégulation du microbiote intestinal (Jamar et al., 2021).
L’intestin contient environ 10" micro-organismes appelés microbiote intestinal, vivant
en symbiose avec leur héte et participant aux processus de digestion. Des études
montrent que les aliments consommés modulent la composition du microbiote, tant
dans I'abondance, que la diversité des micro-organismes présents (Statovci et al.,
2017). Une consommation de quantités trop importantes de gras et/ou de sucre
engendre une dysbiose qui induit une inflammation locale, augmente la perméabilité
intestinale et interféere dans la communication intestin-cerveau via le nerf vague
(Gonzalez Olmo et al., 2021). L’'augmentation de la perméabilité intestinale engendre
un passage des molécules inflammatoires et d’endotoxines bactériennes
(lipopolysaccharides) dans la circulation sanguine, et potentialise 'absorption de ces
nutriments (gras et sucre) et de leurs métabolites. Les molécules inflammatoires ainsi
que les endotoxines participent au développement d’'une inflammation systémique,
appelée endotoxémie, par le recrutement des cellules de I'immunité, et sont capables
de traverser la BHE contribuant a la neuroinflammation. La présence des nutriments

et leurs métabolites dans la circulation sanguine active les cellules de I'immunité
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périphérique et traversent la BHE pour interagir avec les cellules neuronales et gliales
(Butler, 2021). Ces réponses neuroinflammatoires sont largement décrites dans
I'hypothalamus (De Souza et al., 2005; Thaler et al., 2012; Waise et al., 2015; Alboni
et al., 2017; Gao et al., 2017; Cavaliere et al., 2018; Daly et al., 2020), et plus
récemment dans d’autres structures cérébrales comme le NAc (Décarie-Spain et al.,
2018, 2021), le cortex cérébral, 'hippocampe ou encore I'amygdale (Guillemot-Legris
and Muccioli, 2017; Patkar et al., 2021). Des preuves de neuroinflammation sont
également observées chez des patients souffrant d’'obésité par IRM cérébrale (Thaler
et al.,, 2012; Kreutzer et al., 2017). L'intensités de marquage est plus forte dans
I'hypothalamus de ces patients, révélant un signe de réponse inflammatoire. En effet,
une étude post-mortem montre une association positive entre I'intensité de marquage
en IRM et le nombre d’astrocytes détectés par immunohistologie anti-GFAP dans
I'hypothalamus de patients obéses (Schur et al., 2015). Ces patients consommant
généralement des quantités plus importantes d’aliments gras et sucrés, cela suggére

gu’une alimentation déséquilibrée peut induire une neuroinflammation.

Les recherches pré-cliniques permettent de décrypter I'impact respectif du
sucre et du gras sur la neuroinflammation. Les régimes riches en gras induisent une
prise de poids importante due a une accumulation de lipides dans les tissus adipeux
chez ces animaux contribuant a des altérations métaboliques et une inflammation
systémique (Duan et al., 2018). Des recherches montrent que la neuroinflammation
peut se développer rapidement dans I'hypothalamus - des 24h d’accés a un HFD — et
pourrait donc précéder l'inflammation systémique (Valdearcos et al., 2014; Waise et
al., 2015). L’hypothése prédominante actuellement suppose que linflammation
hypothalamique induite par le HFD précéde l'inflammation périphérique et contribue
aux altérations métaboliques menant a une prise de poids accrue (Ullah et al., 2021).
De plus, chez des souris présentant des altérations métaboliques similaire suite a 8
semaines d’exposition a un régime enrichi en acide gras saturés et monoinsaturés,
seul le premier régime induit une augmentation des marqueurs inflammatoires NAc
uniquement (Décarie-Spain et al., 2018, 2021). En effet, les acides gras saturés
peuvent traverser le BHE et activer directement les macrophages et la microglie en se
liant aux récepteurs « toll-like » (TLR), induisant la libération de cytokines pro-
inflammatoires (Statovci et al., 2017; Gonzalez Olmo et al., 2021). Cela suggére que

les mécanismes neuroinflammatoires induits par une consommation excessive de gras
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peuvent étre induits directement par I'action du nutriment sur les cellules gliales et étre
maintenus dans le temps par une inflammation périphérique liée a des altérations

meétaboliques.

Le glucose est la principale source d’énergie du cerveau, ce dernier étant
I'organe en consommant le plus. Chez ’humain, le cerveau représente environ 2% du
poids total du corps mais utilise 20% de I'énergie totale de I'organisme (Mergenthaler
et al., 2013). Selon I'état énergétique de lI'organisme lors de l'ingestion de glucose,
sous l'influence de l'insuline, il peut étre stocké dans le foie ou les muscles sous forme
de glycogéne, ou distribué aux cellules pour répondre a leurs besoins énergétiques.
Le glucose traverse la BHE via les transporteurs de glucose de type (GLUT) 1. Les
mémes transporteurs permettent son entrée dans les cellules gliales, alors que les
neurones utilisent GLUT3 qui a un rendement plus élevé. Le glucose sert donc de
substrat énergétique essentiel au bon fonctionnement du cerveau. Cependant, il a été
montré qu'une hyperglycémie provoque un stress oxydatif, qui augmente la
permeéabilité de la BHE et induit une activation microgliale dans des modéles murins
de diabete (Rom et al., 2019) et in-vitro (Vargas-Soria et al., 2023). Contrairement au
gras, le glucose n’active pas directement les cellules immunitaires, mais peut conduire

a une reponse inflammatoire lorsqu’il est présent en excés dans 'organisme.

Le fructose est un autre monosaccharide, dont la consommation a largement
augmenté au cours du dernier siécle, par I'utilisation massive de sirop de fructose dans
les produits industriels, particulierement aux Etats-Unis. Le fructose représentait moins
de 1% de I'apport calorique en sucre en 1970, pour atteindre 42% en 2000 (Gillespie
etal., 2023). A la différence du glucose, son métabolisme est indépendant de l'insuline.
Il peut donc entrer dans les cellules hépatiques sans tenir compte de I'état énergétique
de I'organisme, ou il sera converti pour 50% en glucose, 15 a 20% en glycogéne, 20-
25% en acide lactique et 5% en triglycérides (Campos and Tappy, 2016). Chez
I'humain des études épidémiologiques alertent sur 'association entre la consommation
de boissons sucrées — contenant du sirop de mais a haute teneur en fructose (42-55%
fructose additionné de glucose) aux USA, et du saccharose (50% fructose, 50%
glucose) en Europe - et la survenue de stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)
(Chen et al., 2019; Sekkarie et al., 2021; Malik and Hu, 2022). De plus, la
consommation d’'un régime enrichi en fructose (25% de l'apport énergétique total)
durant 9 jours chez des sujets sains augmente la synthése de lipides hépatiques
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(Schwarz et al., 2015). Chez les rongeurs un régime enrichi en fructose induit une
accumulation de lipides hépatiques associée a une inflammation (Ackerman et al.,
2005; Kawasaki et al., 2009; Spruss et al., 2009; Crescenzo et al., 2018; Todoric et al.,
2020). Une consommation trop importante de fructose peut donc induire une
accumulation de triglycérides hépatiques, conduisant a une inflammation hépatique
autrement dit le développement d’'une NAFLD, participant a une inflammation
périphérique (Zhang et al., 2017b). Dans les études preé-cliniques, l'utilisation de
régimes riches en fructose montre I'induction d’'une neuroinflammation associée a une
augmentation de [I'expression de marqueurs pro-inflammatoires au niveau
hypothalamique, hippocampique et cortical (Spagnuolo et al., 2020). Malgré la
présence de GLUTS le transporteur du fructose, dans le cerveau, et a la surface des
cellules microgliales, nous ne savons pas si le fructose peut traverser la BHE. Les
preuves de neuroinflammation suite a un régime riche en fructose durant au moins 2
semaines sont constatées chez des animaux présentant des altérations métaboliques
et une inflammation périphérique (Djordjevic et al., 2015; Harrell et al., 2015; Hsu et
al., 2015; Li et al., 2015; Xu et al., 2016; Cigliano et al., 2018). Cependant, une étude
ou les animaux sont exposés 7 jours a une solution de fructose (8% et 15%) révéle
une perte neuronale associée a une perte de fonction mitochondriale, suggérant des
mécanismes inflammatoires dans I'hippocampe en I'absence de signes d’altérations
métaboliques (Jiménez-Maldonado et al., 2018). De plus, dans cette études
I'expression des transporteurs GLUTS est accrue dans I'’hippocampe suggérant que le
fructose ingéré pourrait favoriser I'utilisation du fructose comme substrat énergétique

par le cerveau.

Etonnamment peu d’études sur la neuroinflammation se sont intéressées au
saccharose, plus communément appelé sucre de table. La consommation de ce di-
disaccharide composé d’'une molécule de glucose et une molécule de fructose, chez
des rongeurs engendre une réponse neuroinflammatoire dans I'hypothalamus
(Fuente-Martin et al., 2013; Gao et al., 2017; Patkar et al., 2021). Une étude
s’intéressant spécifiquement a I'hippocampe n’a pas montré d’augmentation de
I'expression d’IL-13 et IL-6 par western blot, aprés 30 jours d’accés a une solution de
saccharose (Hsu et al., 2015). Patkar et ses collaborateurs ont montré une
augmentation du nombre de cellules microgliales dans cette méme structure, ainsi que

le cortex, 'amygdale et 'hypothalamus, par marquage immunohistochimique, dans un
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modeéle d’accés intermittent a la solution de saccharose modélisant le comportement
de binge (Patkar et al., 2021). Une inflammation périphérique est également mise en
évidence dans cette étude, malgré une prise de poids équivalente a celle des animaux
contrbles. Les études menées avec du saccharose ne permettent pas de savoir si la

neuroinflammation se développe avant ou apres I'inflammation périphérique.

La consommation excessive de gras ou de sucres libres induit une
neuroinflammation qui semble, au moins dans le cas du gras et du fructose, précéder
le développement d’une inflammation périphérique. L'inflammation au sein de
I'hypothalamus, le centre homéostatique de la prise alimentaire semble contribuer a la
dérégulation du comportement de prise alimentaire en altérant les voies de
signalisations meétaboliques impliquées. Cependant, des réponses
neuroinflammatoires sont également observées dans des structures cérébrales du
circuit de la récompense qui pourraient contribuer au déréglement de la consommation
alimentaire hédonique. L'étude de l'impact du saccharose, I'un des sucres libres les
plus présents dans notre alimentation, sur les mécanismes inflammatoires et
neuroinflammatoires en est a ses prémisses. Il semble nécessaire de mieux
caractériser ces mécanismes qui semblent participer a la surconsommation de sucres,

et aux pathologies associées.
2. Le systéme endocannabinoide
a) Geénéralités sur le systéme endocannabinoide

Le systéme endocannabinoide (ECS) largement exprimé au sein de I'organisme
est impliqué dans une multitude de fonctions telles que la douleur (Woodhams et al.,
2017), les troubles émotionnels (Micale et al., 2013), 'immunité (Jean-Gilles et al.,
2010) ou encore la recompense (Befort, 2015). Dans le contexte de ce travail de thése
nous allons nous intéresser a son rbéle dans la prise alimentaire, et plus

particulierement lorsque celle-ci est pathologique (Bourdy and Befort, 2023).

L’ECS est un systeme endogéne composé de lipides bioactifs appelés
endocannabinoides, ainsi que des enzymes nécessaires a leur synthése et leur
dégradation, et les récepteurs avec lesquels ils interagissent. Malgré ['utilisation de
cannabis depuis des millénaires par 'humain, a des fins spirituelles, récréatives ou

encore curatives (Mechoulam, 2019), la recherche sur 'ECS est relativement récente
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avec la découverte du premier récepteur cannabinoide (CB) a la fin des années 1980
(Matsuda et al., 1990).

CB1 et CB2 appartiennent a la famille des GPCR et sont tous deux couplés a
une protéine G inhibitrice. Initialement la découverte de I'expression de CB1 a été faite
dans le SNC, au contraire CB2 a d’abord été observé en périphérie et plus
particulierement dans des cellules immunitaires. Cependant, nous savons aujourd’hui
que chacun de ces récepteurs est largement exprimé par une multitude d’organes
(peau, ceeur, foie, cerveau...) et de types cellulaires (cellules immunitaires, neurones,
cellules musculaires...) (Joshi and Onaivi, 2019) (Figure 11). CB1 est le GPCR le plus
exprimé dans le SNC, retrouvé a la fois dans les neurones, les astrocytes et les cellules
microgliales (Hu and Mackie, 2015). Bien que certaines études n’aient pas montré
d’expression de CB2 dans des cerveaux sains (Galiegue et al., 1995; Giriffin et al.,
1999), des études plus récentes attestent de sa présence dans les cellules neuronales
et gliales de différentes régions du SNC (Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006; Xi et
al., 2011; Zhang et al., 2014, 2017a).
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Figure 11. Expression des récepteurs endocannabinoides et fonctions associées a I'ECS
chez I'humain

FI : food intake ; EE : energy expenditure; BAT: brown adipose tissue; SNS: sympathetic nervous 60
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De nombreux dérivés lipidiques endogénes agissent sur les CB, cependant
'anandamide ou N-arachidonoylethanolamine (AEA) et le 2-arachidonoylglycerol (2-
AG) sont considérés comme les 2 endocannabinoides principaux car leurs
métabolismes (Figure 12) et leurs effets pharmacologiques ont été minutieusement
étudiés (Hillard, 2018). L’AEA et le 2-AG sont tous les deux des agonistes de CB1 et
CB2, 'AEA présentant une affinité plus grande pour CB1. L'AEA et le 2-AG sont
également des agonistes des récepteurs vanilloides 1 (TRPV1), ces récepteurs sont
parfois appelés CB3. Etant donné leur nature lipidique il semblerait qu’une fois produits
les endocannabinoides puissent diffuser librement a travers les membranes
plasmatiques, ou utiliser des transporteurs transmembranaires pour sortir de la cellule,

cependant de telles molécules n’ont pas encore été mises a jour.
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Figure 12. Voies de synthése et de dégradation de I'anandamide et du 2-AG

CB1/2: récepteur cannabinoide 1/2; COX2: cyclooxygénase 2; DAG : diacylglycérol, FAAH :
hydrolase des amides d’acides gras; MAGL : monoacylglycérol lipase; NAPE-PLD : phospholipase
spécifique de la N-acyl-phos- phatidyléthanolamine D; NATs: N-acyltransférases; PA: acide
phosphatidique ; PLCB : phospholipase CB; 15-LOX : 15-lipoxygenase; PTPNZ22 : protéine tyrosine
phosphatase non-recepteur type 22; PGF2ua : Prostaglandine F2alpha-éthanolamide; 15 HAEA :
15(S)-HETE Ethanolamine; PGE2 : Prostaglandine E2-glycerol ester; TRPV1 : récepteur vanilloide 1.
D’aprés Narouze, 2021
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b) Rdle du systeme endocannabinoide dans la prise alimentaire

L’évidence premiére de I'implication de 'ECS dans la prise alimentaire provient
de la stimulation de I'appétit lors de la consommation de cannabis, et en particulier
pour des aliments sucrés et palatables (Cota et al., 2003). Par la suite, des études
pharmacologiques chez [I'animal ont montré que [I'administration systémique
d’endocannabinoides ou d’agonistes de CB1 stimule la prise alimentaire, au contraire
des antagonistes qui lI'inhibent (Di Marzo and Matias, 2005; Bourdy and Befort, 2023).
Une étude par chromatographie couplée a de la spectrométrie de masse chez le rat a
montré que les taux d’endocannabinoides (AEA et 2-AG) varient de fagon
physiologique lors de la prise alimentaire dans I'hypothalamus et le systéme limbique
antérieur (comprenant entre autres le NAc) (Kirkham et al., 2002). Ces derniers
augmentent lors d’'une privation alimentaire et diminuent lors de la consommation de
nourriture. Similairement aux résultats obtenus lors d’injections systémiques, des
injections intra-cérébrales d’endocannabinoides au niveau du VMH (Jamshidi and
Taylor, 2001), du NAc (Kirkham et al., 2002) et de la VTA (Sinnayah et al., 2008)
augmentent la prise alimentaire chez les rongeurs. Certaines études montrent que
l'injection d’agoniste de CB1 dans le cerveau augmente spécifiquement la
consommation de nourriture palatable, sans modifier la consommation de nourriture
standard (Koch and Matthews, 2001; DiPatrizio and Simansky, 2008; Shinohara et al.,
2009). Cela suggére que I'ECS joue un rble dans la régulation homéostatique et
hédonique de la prise alimentaire.

De plus, le développement de souris génétiquement modifiées pour ne pas
exprimer certains génes de 'ECS, appelées KO (knockout), a également permis de
mieux caractériser son réle dans le comportement de prise alimentaire. En effet, des
souris FAAHKO - n’exprimant pas I'enzyme de dégradation de I'AEA de fagon
constitutive — entrainées dans un paradigme de conditionnement opérant a presser un
levier pour obtenir une récompense (ici de la nourriture standard, des pellets de
chocolat ou de HFD) montrent des performances supérieures aux wild-type (Tourifio
etal., 2010). Lors de I'apprentissage en ratio-fixe (FR) 1 et 5 les FAAHKO activent plus
de fois le levier pour obtenir de la nourriture standard et des pellets de chocolat. Lors
du test de ratio-progressif (PR) permettant de mesurer la motivation, le nombre
d’activations du levier nécessaire pour obtenir la récompense augmentant

progressivement au cours de la séance, les FAAHKO atteignent des points de ruptures
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plus élevés pour les trois types d’items, cependant la consommation alimentaire est
similaire entre les deux phénotypes. Ces animaux génétiquement modifiés ont des
taux plus élevé d’AEA dans I'’hypothalamus, ainsi qu’en périphérie (foie, intestin), mais
aussi de leptine et d’insuline circulantes suggérant une déficience métabolique. La
délétion de CB1 dans des souris CB1KO engendre une consommation de solution
sucrée moins importante que chez des controles lors de protocoles d’acces libre sans
déprivation alimentaire (Poncelet et al., 2003; Sanchis-Segura et al., 2004). Ces
animaux CB1KO montrent une diminution de la motivation pour obtenir de la nourriture
sucrée dans une tache de PR (Poncelet et al., 2003; Sanchis-Segura et al., 2004;
Ward and Dykstra, 2005). Récemment une étude sur des souris males CB2KO a
révélé une diminution des performances lors du conditionnement opérant (FR et PR)
pour des pellets de chocolat chez ces animaux (Garcia-Blanco et al., 2023). Ces souris
sont également moins performantes dans des taches de mesure de persistance durant
laquelle l'activation du levier n’induit pas de libération de récompense, et de
compulsion ou la récompense est associée a un choc électrique, suggérant que la
délétion constitutive de CB2 diminue le phénotype de type addiction a la nourriture.
Les souris CB1KO et CB2KO présentent également un phénotype de résistance a
I'obésité, dans lequel un HFD n’induit pas de prise de poids excessive, d’altération des
hormones impliquées dans la prise alimentaire, ou encore d’accumulation de lipides
hépatiques indice du développement d’'une NAFLD (Deveaux et al., 2009; Agudo et
al., 2010; Ousey et al., 2023). L’étude des animaux génétiqguement modifiés suggére
un role de I'ECS central et périphérique dans la prise alimentaire a la fois par la
régulation des systémes hormonaux, mais aussi dans la motivation a obtenir de la

nourriture palatable.

Au-dela de son implication physiologique dans la prise alimentaire, des
différences de polymorphismes génétiques d’ECS ont pu étre observées dans le cadre
de TCA (Donato et al., 2022). Un nombre croissant d’études démontre le réle du ECS
dans le développement et le maintien du BED (Bourdy and Befort, 2023). Une partie
de ces éléments sont détaillés dans la revue citée dans la partie suivante (p. 65).
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3. Revue : « Neuroinflammation induite par une prise alimentaire

incontrolée : risque de douleurs chroniques ? »

Le BED est une maladie mentale complexe impliquant les systemes de
neurotransmission DA, opioide, endocannabinoide, et sérotonergique dont les
mécanismes physiopathologiques sont encore largement méconnus (Kessler et al.,
2016). La revue ci-apres, rédigée durant ma deuxieme année de thése fait I'état des
lieux des potentiels mécanismes neuroinflammatoires induit par un comportement de
binge, généralement dirigé vers des aliments transformés. Ces derniers sont riches en
gras et sucres, des nutriments dont la consommation excessive est a l'origine d’'une
réponse neuroinflammatoire. L'ECS déja désigné comme un acteur impliqué dans le
BED semble étre un bon candidat a étudier dans ce contexte. En effet, au-dela de son
réle dans la régulation de la prise alimentaire et les processus de récompense, il
contribue également aux mécanismes inflammatoires notamment par l'intermédiaire
de CB2. En effet, ce récepteur est particulierement exprimé dans les cellules
immunitaires. Enfin, il semble probable qu’une réponse neuroinflammatoire prolongée
chez les patients souffrant de BED puisse étre a l'origine du développement de
comorbidités. Nous nous intéressons ici aux douleurs chroniques lors desquelles les
mécanismes inflammatoires périphériques et centraux engendrent respectivement
une sensibilisation des nocicepteurs et centrale résultant au maintien de ces douleurs
dans le temps (Fang et al., 2023). De plus, une augmentation de I'expression de CB2
est vue dans les cellules gliales dans des modéles de douleurs chroniques (Van Den
Hoogen et al., 2022). L’augmentation de I'expression de marqueurs inflammatoires,
parmi lesquels CB2, pourrait donc contribuer au développement de douleurs
chroniques secondaires au BED.
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Résumé L’hyperphagie boulimique ou binge eating disorder
(BED) est le trouble du comportement alimentaire le plus
répandu. Il est caractérisé par une prise incontrélée d’aliments
riches en calories, comme le gras et/ou le sucre. Les recher-
ches cliniques et précliniques sur cette pathologie montrent le
développement d’une réponse inflammatoire induite par des
régimes riches en gras et/ou en sucre. Cette réaction inflam-
matoire se propage au systéme nerveux central, en particulier
aux structures cérébrales impliquées dans les circuits de la
récompense et de la prise alimentaire, via I’axe intestin—cer-
veau. Les mécanismes neuro-inflammatoires sont associés a
une modulation, entre autres, du systéme endocannabinoide.
Celui-ci est également impliqué dans la régulation de la prise
alimentaire, de la récompense et dans le controle de la dou-
leur. Les comorbidités associées au BED favorisent 1’obésité
mais incluent également des troubles de I’humeur (anxiété,
dépression notamment). Le binge eating pourrait aussi
étre un facteur de risque majeur de I’apparition de douleurs
chroniques, sous-tendues par des mécanismes neuro-
inflammatoires. Des recherches futures dans le domaine per-
mettront de développer des stratégies de traitement de cette
pathologie, en considérant ces comorbidités.

Mots clés Hyperphagie boulimique - Neuro-inflammation -
Systéme nerveux central - Systéme endocannabinoide -
Douleur chronique

Abstract Binge eating disorder (BED) is the most common
eating disorder. It is characterized by an uncontrolled intake of
high-calorie foods, such as fat and/or sugar. Clinical and pre-
clinical research on this disorder show the development of an
inflammatory response induced by diets high in fat and/or
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sugar. This inflammatory response spreads to the central ner-
vous system, in particular to brain structures involved in
reward and food intake circuits, via the gut-brain axis. Neu-
roinflammatory mechanisms are associated with a modulation
of the endocannabinoid system, among others. The latter is
also involved in the regulation of food intake, reward, and
pain control. The comorbidities associated with BED not only
favor obesity but also include mood disorders like anxiety or
depression. Binge eating could also be a major risk factor for
the development of chronic pain, underpinned by neuroin-
flammatory mechanisms. Future research in this field will
allow the development of treatment strategies for this patho-
logy, taking into account these comorbidities.

Keywords Binge eating disorder - Neuroinflammation -
Central nervous system - Endocannabinoid system -
Chronic pain

Abréviations

2-AG : 2-arachidonylglycérol

AEA : anandamide

AM : anorexie mentale

BN : boulimie nerveuse

BED : binge eating disorder

CBI : récepteur cannabinoide 1

CB2 : récepteur cannabinoide 2

LDX : lisdexamfétamine

SNC : systéme nerveux central

TCA : troubles du comportement alimentaire

Troubles du comportement alimentaire, focus
sur le binge eating disorder

Les troubles du comportement alimentaire (TCA) sont
considérés comme des maladies mentales menant a une alté-
ration de la prise alimentaire et constituent un probléme
majeur de santé publique. Les personnes atteintes de TCA
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ont généralement des complications médicales sévéres en
lien avec la prise alimentaire excessive comme des syndro-
mes métaboliques (obésité, maladies cardiovasculaires, dia-
bete, etc.) et/ou psychiatriques (troubles de 1’humeur,
anxiété, abus de substances...). Les TCA les plus connus,
I’anorexie mentale (AM) et la boulimie nerveuse (BN), res-
pectivement associés a un apport calorique insuffisant ou
trop important, viennent d’une estime de soi excessivement
influencée par le poids et la forme corporelle. Cependant, un
troisieme TCA référencé pour la premiére fois dans le DSM-
5 en 2013 [1], nommé hyperphagie boulimique ou binge
eating disorder (BED) en anglais, est un trouble associé¢ a
une surconsommation alimentaire incontrdlée et s’avére étre
le plus prévalent, touchant 1,9 % de la population mondiale,
femmes (2,6 %) et hommes (1 %) confondus [2].

Le BED est défini par des épisodes de boulimie ou binge,
avec une fréquence d’au moins une fois par semaine durant
trois mois, au cours desquels une sensation de perte de
contrdle engendre 1’ingestion d’une grande quantité de nour-
riture sur une courte période, en I’absence d’une sensation de
faim. Les aliments consommeés durant ces crises sont géné-
ralement des aliments transformés riches en gras et/ou en
sucre. Ces épisodes de binge sont associés a des sentiments
négatifs et, contrairement a la BN, ne sont pas accompagnés
par des comportements inappropriés (vomissements, activité
sportive excessive...) visant a compenser la prise calorique.

Des modeéles précliniques chez le rongeur sont utilisés
pour comprendre les effets d’une prise alimentaire excessive
soit par des acces libres a des aliments riches en calories a
haute teneur en gras et/ou en sucre [3,4], soit par des acces
intermittents a ce type de nourriture considéré comme appé-
tissant [5—8]. Ce dernier type de modéele permet notamment
de mesurer un comportement de binge qui ressemble aux
acces hyperphagiques observés chez les personnes souffrant
de BED. Ces mode¢les permettent d’explorer les mécanismes
sous-jacents d’une prise alimentaire incontr6lée, en particu-
lier au niveau du systéme nerveux.

Neuro-inflammation associée au BED

Les recherches cliniques sur les modifications métaboliques
du BED sont encore rares. Celles-ci restent focalisées sur le
BED des patients obéses, la prévalence étant particuliére-
ment élevée dans cette population [9]. L’obésité est associée
a une inflammation chronique pouvant modifier la prise ali-
mentaire [10]. Cependant, ces études cliniques ont montré
des taux plus élevés de marqueurs inflammatoires dans le
plasma des patients obéses atteints de BED, en comparaison
a des individus obéses sans BED [9,11].

En préclinique, une quantité¢ plus importante de cellules
immunitaires dans le sang des animaux présentant un profil
de binge a été observée en comparaison avec ceux n’ayant pas

eu d’acces au sucre [12]. En revanche, aucune différence de
poids n’a été constatée entre ces deux groupes d’animaux,
suggérant que la prise de poids excessive n’est pas nécessaire
a I’émergence de la réponse inflammatoire en périphérie.

Il semblerait que la réponse inflammatoire induite par ces
régimes alimentaires puisse atteindre le systéme nerveux
central (SNC) via I’axe intestin—cerveau [13]. Ce dernier
permet une communication bidirectionnelle entre le systeme
digestif et le SNC, passant par le systéme sanguin ou le nerf
vague (Fig. 1A). Chez les rongeurs, une ¢lévation des
niveaux de marqueurs inflammatoires a notamment été
observée au sein de structures du circuit de la récompense,
tel le noyau accumbens, lors d’un acceés a de la nourriture
appétante [14,15]. Ce circuit cérébral est impliqué dans les
processus motivationnels et I’aspect plaisant des comporte-
ments [16]. Plusieurs études précliniques ont également
montré une réponse neuro-inflammatoire au niveau de 1’hy-
pothalamus [17-21], le centre homéostatique du cerveau
régulant notamment la prise alimentaire, suite & une consom-
mation de nourriture grasse et/ou sucrée. Plus récemment,
des techniques d’imageric et d’immunohistofluorescence
ont permis de déceler un nombre élevé de cellules non neu-
ronales, les cellules gliales (microglie et astrocytes), signant
ainsi au sein de différentes structures cérébrales une neuro-
inflammation. La microglie est considérée comme le gardien
immunitaire de I’intégrité du SNC, et une augmentation des
cellules microgliales témoigne de la neuro-inflammation.
Ces atteintes ont été observées dans le systéme de la récom-
pense (cortex, amygdale) et I’hypothalamus, chez des rats
soumis a un protocole de binge [12].

Implication du systéme endocannabinoide
dans le BED

Le systéme endocannabinoide semble particuliérement
intéressant dans le contexte du BED, de par son implication
dans le contrdle de la prise alimentaire [22], le circuit de la
récompense [23,24], ainsi que les mécanismes neuro-
inflammatoires [25]. Ce systéme comprend deux récep-
teurs bien caractérisés (CB1 et CB2), leurs agonistes endo-
genes, le 2-arachidonylglycérol (2-AG) et I’anandamide
(AEA), ainsi que des enzymes de synthése et de dégrada-
tion associées.

Deux études ont notamment montré des quantités plus
¢levées d’AEA dans le sang de femmes souffrant d’obésité
ou en surpoids avec BED en comparaison a des sujets sans
TCA [26,27]. La seconde étude a également mis en avant
une augmentation du 2-AG lors de I’analyse des préléve-
ments sanguins chez ces mémes patientes. Ainsi, les recher-
ches cliniques ont montré que le BED induit des modula-
tions du systéme endocannabinoide, se traduisant par une
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Fig. 1 A. Mécanismes inflammatoires et neuro-inflammatoires induits par le binge eating. Au cours des épisodes de binge, les patients
consomment des aliments transformés riches en gras et en sucre. Cette consommation engendre une réaction inflammatoire dans le tractus
digestif, due a une modification du microbiote intestinal. Cette activation du systéme immunitaire est transmise au SNC, et notamment a I’hy-
pothalamus, ainsi qu’aux structures du circuit de la récompense, via ’axe intestin—cerveau. Cette communication est possible grace a I’activa-
tion du nerf vague, mais aussi grace au transport de molécules pro-inflammatoires, des cytokines (en vert clair), par les vaisseaux sanguins.
La combinaison de ces messages nerveux et de la signalisation moléculaire induite par les cytokines traversant la barriére hématoencépha-
lique engendre une neuro-inflammation dans le cerveau, caractérisée par une activation des cellules gliales (microglie en jaune et astrocytes
en bleu) qui a leur tour libérent des cytokines. Cette réponse neuro-inflammatoire serait associée a une modulation du systéme endocannabi-
noide. B. Risque accru de douleurs chroniques chez les patients souffrant de binge eating. La prise alimentaire incontrolée chez les patients
souffrant de binge induit une neuro-inflammation potentiellement associé¢e a une modulation du systéme endocannabinoide. Ces mécanismes
neuroadaptatifs ont également été observés lors de douleurs chroniques. Il semble donc que la réponse neuro-inflammatoire induite par le binge
eating pourrait favoriser le développement de douleurs chroniques chez ces patients (réalisée avec biorender https://biorender.com)
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augmentation des cannabinoides endogénes en périphérie,
chez des personnes de sexe féminin [26,27].

Jusqu’a aujourd’hui, les recherches sur la prise alimentaire
excessive menées chez des rongeurs ne se sont pas intéressées
aux régulations du systéme endocannabinoide en périphérie.
Néanmoins, des études pharmacologiques ont montré que
I’injection intrapéritonéale d’un agoniste des récepteurs
CBI1/CB2 augmente la consommation de gras chez le rat
[28]. De plus, au niveau du SNC, lors d’un acces libre a un
régime riche en gras et en sucre chez le rat [3], et dans un
modéle de binge de sucre [6], une augmentation de I’expres-
sion des génes codant pour CB1 et CB2 a pu étre observée,
cela a nouveau dans les structures cérébrales du circuit de la
récompense. De fagon intéressante, le systéme endocannabi-
noide est aussi connu pour intervenir dans les mécanismes
neuro-inflammatoires [25]. Par exemple, le récepteur CB2
est surexprimé dans la microglie activée [29], ou il jouerait
un role de régulateur de I’inflammation en limitant la libéra-
tion de cytokines pro-inflammatoires [30].

Douleurs chroniques : une comorbidité
du BED ?

Des rapports épidémiologiques ont montré que les patients
souffrant de BED rapportent des taux plus élevés de maladies
douloureuses chroniques telles que 1’arthrose, la fibromyalgie
ou encore des douleurs neuropathiques, en comparaison a des
sujets sains ou souffrant d’autres TCA [31]. Selon la Classifi-
cation internationale des maladies établie par 1’Organisation
mondiale de la sant¢ (OMS, révision ICD-11), pour étre
considérée comme chronique une douleur doit persister, ou
réapparaitre, pendant au moins trois mois. Un rapport de
I’OMS a mis en évidence un lien chronologique entre le
BED et I’apparition ultérieure de pathologies douloureu-
ses [2]. Chez des rongeurs, I'utilisation de régimes hyperca-
loriques induit une diminution des seuils nociceptifs [32,33].

Le développement et le maintien des douleurs chroniques
sont notamment sous-tendus par des mécanismes neuro-
inflammatoires [34]. Une activation microgliale au niveau
du circuit de la récompense a été observée lors de I’induction
de douleurs chroniques dans des modéles précliniques
[35,36]. Ces données nous laissent supposer que la réponse
neuro-inflammatoire induite par une prise alimentaire incon-
tr6lée pourrait engendrer ou favoriser le développement de
douleurs chroniques chez les patients souffrant de BED.

Le systéme endocannabinoide est également impliqué dans
la régulation de la douleur [37]. Une approche par spectromé-
trie de masse a montré dans le cerveau de rats qu’une modu-
lation des agonistes endogénes du systéme endocannabinoide
est en lien avec I’induction d’une douleur chronique [38]. De
plus, ’expression des récepteurs CB1 et CB2 par les cellules
gliales ainsi que leur role de modulateur de la réponse inflam-

matoire [25] renforcent ’hypothése selon laquelle la neuro-
inflammation, présente chez les patients atteints de BED et
douloureux chroniques, serait accompagnée d’une modula-
tion du systéme endocannabinoide (Fig. 1B).

Traitement du BED : perspectives ?

Des approches pharmacothérapiques ont été testées en asso-
ciation avec de la psychothérapie pour traiter les patients
atteints de BED et présentant différentes comorbidités.
Parmi ces approches, des antidépresseurs, des antiépilep-
tiques, des médicaments contre 1’obésité ou approuvés pour
le trouble du déficit de I’attention/hyperactivité ont été pro-
posés [39,40]. A ce jour, le dimésylate de lisdexamfétamine
(LDX) est le seul médicament homologué pour le traitement
du BED modéré a sévére chez le patient adulte. C’est un
dérivé d’amphétamine qui induit la libération de catéchola-
mines. Il réduit la prise de nourriture en supprimant I’appé-
tit et diminue ainsi considérablement le nombre de crises
d’hyperphagie [39,41]. Parmi d’autres pistes thérapeutiques,
le systéme endocannabinoide a été largement considéré dans
certaines pathologies neurologiques [42] et notamment dans
le cadre de I’obésité [43]. En effet, le role de ce systéme dans
la prise alimentaire et dans le circuit de la récompense en fait
un candidat idéal. Pour exemple, le rimonabant, molécule
antiobésogénique, est un antagoniste CB1 et s’est avéré trés
efficace pour la perte de poids. Malheureusement, il a rapi-
dement été retiré du marché en raison de graves effets secon-
daires psychiatriques [44]. Parallélement, le rimonabant
chez le rat permet notamment la diminution du comporte-
ment de binge eating [6]. Différentes molécules candidates
pour le traitement de 1’obésité ciblent aussi le systéme endo-
cannabinoide [45]. Ce sont des anticorps, des molécules
hybrides agissant a la fois sur un récepteur cannabinoide et
sur d’autres récepteurs, des ligands ou des modulateurs
allostériques ciblant spécifiquement les récepteurs CB1 et
CB2. Certaines molécules permettent aussi de moduler le
systéme endocannabinoide en ciblant les enzymes de syn-
thése ou de dégradation des endocannabinoides [46]. Un
traitement du BED pourrait aussi directement cibler les
mécanismes neuro-inflammatoires décrits plus haut soit avec
des traitements anti-inflammatoires afin de limiter la propa-
gation de I’inflammation au SNC, soit en combinaison avec
des molécules ciblant le systéme endocannabinoide, pour
bloquer I’inflammation et potentiellement diminuer le déve-
loppement de douleurs chroniques. Ainsi, davantage de
recherches sont nécessaires pour tester de telles approches,
et la prise en compte des comorbidités de patients souffrant
du BED parait essentielle dans la recherche de nouveaux
médicaments pour une prise en charge globale et personna-
lisée de la pathologie.
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Conclusion

Malgré une prévalence importante, le BED reste un TCA
encore mal caractérisé. Les recherches cliniques menées
ces dernicres années et les modeles précliniques pointent
des mécanismes neuro-inflammatoires associés a une modu-
lation du systéme endocannabinoide, induits par une prise
alimentaire incontrdlée. Ces altérations du SNC pourraient
étre a l’origine du développement de douleurs chroniques
chez les patients souffrant de BED. Compte tenu du manque
de traitements actuels du BED, il semble critique de pour-
suivre les recherches d’approches thérapeutiques, en ciblant
notamment des molécules anti-inflammatoires et/ou des
modulateurs du systéme endocannabinoide pour limiter les
effets adverses au maximum et permettre une action méta-
bolique optimale.
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. Hypothéses et objectifs de la thése

L’objectif de mon travail de thése est de mieux caractériser un modéle murin de
binge saccharose (BS) développé au LNCA, sur le plan comportemental et
moléculaire. En effet, dans ce modele de 2 semaines induisant un comportement de
type binge chez les souris males et femelles exposées de fagon intermittente au
saccharose (Awad et al., 2020), nous nous sommes demandé si les principales
comorbidités obersvées chez les patients atteints de BED étaient retrouvées, et quels

en étaient les mécanismes moléculaires sous-jacents.

Chez 'humain, plus de 50% des patients souffrant de BED ont également des
troubles de I'humeur (dépression) et/ou des troubles anxieux. Cependant, nous ne
savons pas si ces troubles sont la cause ou la conséquence du BED. Les études preé-
cliniques réalisées dans des modeles de BED sont peu nombreuses. Avena et ses
collaborateurs (Avena et al., 2008a) montrent une exacerbation du comportement
anxieux lors du test du labyrinthe en croix surélevé chez des rats soumis a un protocole
de BS durant 28 jours (10%). Il semble cependant que ces résultats puissent résulter
de la restriction alimentaire de 36h imposée aux animaux avant la réalisation du test.
En effet, d’autres études utilisant des modéles d’acces a un régime riche en sucre
(50%) 2 jours par semaine durant 7 semaines montrent une diminution du temps
passés dans les bras ouverts lors du test de 'EPM, et une augmentation du temps
d'immobilitée dans le test de la nage forcée lors d’une abstinence forcée a cette
substance (Cottone et al., 2008; lemolo et al., 2012). Ces résultats n'ont pas été
reproduits lorsque les tests comportementaux sont réalisés durant la période d’acces
au sucre.

Hypothése 1 : Un comportement de BS induisant une consommation excessive
de sucre pourrait induire une altération du bien-&tre chez la souris, associée a des
comportements de type anxieux et dépressifs.

Ainsi, mon premier objectif est de mesurer I'évolution de I'état émotionnel des
animaux au cours du protocole de BS prolongé a 8 semaines, grace a des tests de
bien-étre (burrowing), de comportements de type dépressifs (nesting, splash test,
UST) et anxieux (open field, light-dark, EPM). Ce travail est présenté dans la partie
IV.A, sous forme d’article soumis.
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D’aprés les rapports épidémiologiques les patients atteints de BED présentent
une prévalence plus importante de maladies douloureuses chroniques, en
comparaison de personnes présentant d’autres type de TCA, ou de sujets sains (Udo
and Grilo, 2019). De plus, un autre comportement de type « binge » : le binge drinking
(BD) (qui sera développé dans la partie VI. de ce manuscrit ; p. 173), consistant en
une consommation excessive d’alcool, semble également étre un facteur de risque
pour le développement de douleurs chroniques (You et al., 2020).

Hypothése 2 : Un comportement de binge saccharose ou drinking pourrait
induire une diminution des seuils nociceptifs chez la souris.

Mon deuxiéme objectif est de mesurer I'évolution des seuils nociceptifs des
animaux au cours d'un protocole de BS, et de BD (éthanol). Ces recherches sont
présentées dans la partie IV.B.2 pour le BS, et VI.D concernant le BD.

Le BED est une maladie mentale complexe impliquant les systemes de
neurotransmission DA, opioide, endocannabinoide, et sérotonergique dont les
mécanismes physiopathologiques sont encore largement méconnus (Kessler et al.,
2016). Les études cliniques chez des patients atteints de BED pointent des altérations
au sein du circuit de la récompense (Leenaerts et al., 2022). De fagon intéressante,
une étude récente montre une inflammation périphérique avec une augmentation des
cellules immunitaires dans le sang, associée a une neuroinflammation dans plusieurs
structures cérébrales induite par un modéle de BS chez le rat (Patkar et al., 2021). De
plus, la consommation excessive d’aliments palatables lors des épisodes de binge
induit une réponse neuroinflammatoire dans I'’hypothalamus qui semble précéder
l'inflammation systémique (Jamar et al., 2021). Il semble donc que le comportement
de binge induise une réponse inflammatoire au sein du circuit de la récompense qui
favorise la prise alimentaire hédonique. L'ECS contribue a la fois aux mécanismes
inflammatoires et au comportement de prise alimentaire. Des modulations de 'ECS
sont observées en périphérie chez des patients souffrant de ce TCA (Monteleone et
al., 2005; Yagin et al., 2020), et dans un modéle murin de BS (Berland et al., 2022).
De plus, des modifications d’expression de CB1 et CB2 sont également démontrées
dans le NAc de rats soumis a un protocole de BS, dans notre laboratoire (de Sa
Nogueira et al., 2021).

Hypothése 3: Les mécanismes neuroinflammatoires associés a une

modulation de I'ECS au sein du circuit de la récompense participeraient au
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développement et au maintien du comportement de binge. Ce dernier induirait
également une inflammation périphérique.

Mon troisiéeme objectif est de caractériser les mécanismes moléculaires
impliqués dans le développement et le maintien du comportement de type BS, par la
mesure de I'expression de marqueurs neuroinflammatoires, et de 'ECS dans des
structures du circuit de la récompense (PFC et NAc) et en périphérie. Cette partie est

décrite dans la partie V. sous forme d’un article en préparation.
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lll. Matériels et Méthodes général

A. Etudes comportementales
1. Déclaration éthique

Ce projet de recherche s’appuie sur l'utilisation de modéles murins. Les
animaux ont été traités dans le strict respect des recommandations pour
I'expérimentation animale, établies par la directive européenne 2010/63/EU. Cette
derniére a été transposée dans le droit frangais en 2013, par le décret n°2013-118,
s’appuyant sur le respect de la régle des 3R (Réduire, Remplacer, Raffiner). Les
procédures ont été évaluées et approuvées par le comité d’éthique pour
I'expérimentation animale de Strasbourg (CREMEAS) et validées par le ministere les
numeéros d’agréments APAFIS sont indiqués pour chaque projet p.103, 141 et 183.

2. Conditions d’hébergement des animaux

Des souris C57BL/6J males et femelles agés de 8 semaines au début des
protocoles comportementaux ont été utilisées durant ce projet. Les animaux sont
hébergés dans une salle a température régulée (22 + 2 °C), avec un cycle jour/nuit de
12 heures. Les expériences comportementales ont été menées en phase lumineuse.
Aprés une période d’habituation a I'animalerie, les animaux ont été isolés, sauf si
précision contraire, dans des cages individuelles (14 cm h x 16 cm | x 29.5 cm L)
enrichies avec du matériel pour faire leur nid (une feuille de papier absorbant),
transparentes et ouvertes, afin de garder un contact visuel et olfactifs avec leurs
congénéres, durant toute la période des expériences. L’isolement des animaux est
nécessaire pour réaliser des mesures de consommation précises pour chaque
individu. Afin de réduire le stress induit chez les souris lors d’'une manipulation par la
gueue, les animaux ont été habitués a entrer dans des tubes en plastique transparent
afin d’étre manipulé (Clarkson et al., 2018).

3. Protocole de binge saccharose (BS)

Apreés I'isolement, les biberons sont remplacés par deux tubes Falcon de 50 mL
(avec des bouchons: Ancare, NY, USA) remplis d’eau, afin que les animaux

s’habituent a ce dispositif durant au moins 5 jours. En effet, ce protocole développé au
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Eau

C57/BL6 Q13

LNCA (Awad et al., 2020) repose sur le paradigme du choix entre deux bouteilles
(Figure 13.A), permettant une consommation libre des animaux entre de I'eau et une
solution sucrée a 17.1% (sucre Erstein, dissout dans I'eau du robinet, m/V, 0.5M).
Cette concentration a été choisie d’apres l'article de Yashoshima ayant établi un

modéle similaire (Yasoshima and Shimura, 2015).

by

Apres I'habituation a ce dispositif, les animaux sont répartis en 3 groupes
(Figure 13.B) selon leurs poids, afin que le poids moyen des animaux soit équivalent
entre les groupes. Le groupe test a un accés intermittent (1A) a la solution sucrée 4h
par jour, commengant 2h aprés I'allumage des lumiéres. Le premier groupe contréle a
un acceés continu (CA) a la solution sucrée. Le deuxiéme groupe contréle (NA) n’a pas
d’acceés a la solution sucrée. Durant ce protocole tous les animaux ont accés sans
restriction a la nourriture standard A04 (SAFE®, Augy, France) (lipides: 8.4% ;

carbohydrates : 72.4% ; saccharose : 4.4% ; protéines : 19.3%).

2h aprés le début
delaphase 1h 4h
lumineuse
A S |
g o
1A Accés intermittent au saccharose et nourriture ad libitum

‘ CA  Accés continu au saccharose et nourriture ad libitum
/ —

NA Nourriture ad libitum

Figure 13. Protocole de binge saccharose (BS)

(A) Ce modéle réalisé chez des souris méles et femelles, se base sur le paradigme de choix entre deux
bouteilles, ici I'une remplie d'eau et 'autre d’une solution de saccharose (17.1% m/V). (B) Les animaux
sont répartis en trois groupes ayant respectivement un accés a la solution sucrée de fagon
intermittente (IA) 4h/jour, continue (CA) ou n’ayant pas d’accés (NA), sans déprivation alimentaire.
L’accés a la solution de saccharose débute 2h aprés l'allumage des lumieres, et les mesures de
consommation sont réalisées 1h, 4h et 24h apres le début de I'acces.

Ce protocole a initialement été établi sur une période de 2 semaines

consécutives (avec suivi du poids quotidien), cependant il a parfois été prolongé

jusqu’a 8 semaines dans certaines de nos expériences, durant lesquelles les animaux

sont pesés au moins 2 fois par semaine. Au cours de ce protocole la consommation

d’eau et de solution sucrée sont mesureées, en pesant les tubes Falcons, 1h, 4h et 24h

Saccharose
Nourriture
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aprés le début de I'accés au sucre. La consommation alimentaire des croquettes est

également mesurée quotidiennement.
4. Mesure de I'activité locomotrice

L’activité locomotrice spontanée des animaux est mesurée grace a un rack
équipé de faisceaux infrarouges, traversant les cages a leurs extrémités, relié a un
ordinateur (Figure 14.A). Le passage de I'animal entre les faisceaux infrarouges, les
interrompt, et est comptabilisé informatiquement (Figure 14.B). Ce systéme nous a
donc permis de mesurer le nombre d’aller-retours effectués par chaque animal, au sein
de leur cage habituelle, donc sans induire de stress lié a un nouvel environnement. Le
niveau d’enrichissement des cages a di étre légérement amoindri en diminuant la
quantité de sciure, et en enlevant le matériel de nidification, afin que cela n’interrompe
pas le passage des faisceaux infrarouges et empéche la mesure de [lactivité

locomotrice.

Figure 14. Mesure de |'activité locomotrice spontanée

(A) réalisée dans la piece d’hébergement des animaux grdce a un rack de 30 cages, équipé de
faisceaux infrarouges et relié a un ordinateur permettant de comptabiliser les aller-retours au sein de
la cage. (B) Chaque cage est traversée par deux faisceaux infrarouge, a I'avant et a I'arriere de la cage.
Sur cette image schématique le faisceau arriére est interrompu par I'animal, engendrant le décompte
de ce déplacement sur 'ordinateur. Durant cette mesure, il est nécessaire de diminuer la quantité de
sciure dans la cage et d’enlever le matériel de nidification qui pourraient entrainer 'interruption des
faisceaux et donc une mauvaise comptabilisation des déplacements des souris.

Durant le protocole de BS I'actographie est réalisée sur une période de 20h (de
18h a 14h), comprenant la phase nocturne (19h-7h) et la période d’accés au sucre
(9h-13h), a la fin des semaines impaires (1,3,7) ainsi que la semaine 8.



5. Tests nociceptifs

Des tests nociceptifs visant a mesurer les seuils de sensibilité a des stimuli
mécaniques ou thermiques (Barrot, 2012; Kremer et al., 2021) sont réalisés en
paralléle du protocole de BS.

Deux semaines avant le début du protocole de BS les souris sont habituées a
la salle ou se déroulent les tests nociceptifs, ainsi qu’au matériel. Deux mesures de
références (baseline) sont faites pour chaque test la semaine précédant le début de
I'acces a la solution sucrée. Les tests nociceptifs sont réalisés, les semaines paires du
protocole de BS, en dehors des horaires d’accés a la solution sucrée. Une période de
minimum 24h sans stimulus a été respectée entre deux tests nociceptifs. De plus,
'ordre de passage des animaux est randomisé selon le groupe et le sexe afin de
réduire les biais induits par I'heure du test.

Pour les tests du filament de Von Frey et du plantar, les animaux sont testés
par groupe de neuf. lls placés dans des boites individuelles en plexiglass transparent,
positionnées sur la grille (Figure 15.A), ou la plaque en verre (Figure 15.B). Une
phase d’habituation de 10 min a [I'environnement, permet de minimiser les

mouvements des souris durant le test.

Pour chacun des tests le matériel est rincé avec de I'eau chaude entre chaque
animal afin d’enlever l'urine et les excréments et d’amoindrir les odeurs. A la fin de

chaque session le matériel est nettoyé avec de l'alcool 70%.
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Figure 15. Tests nociceptifs

(A) Le tests du filament de Von Frey permet de mesurer le seuil de sensibilité mécanique par
I'application de filaments de Von Frey au niveau de la patte arriére. Lors de ce test les animaux sont
isolés dans une boite en plexiglass transparent placée sur une grille surélevée. (B) Exemple de feuille
de score complétée par I'expérimentateur lors du test de Von Frey, les ronds (O) indiquent une
absence de réaction de I'animal, les croix (X) indiquent une réponse nociceptive de I'animal. (C) Pour
le test du plantar, les animaux sont placés sur une plaque en verre surélevée, isolés dans des boites
en plexiglass, et stimulés par un faisceau infrarouge, au niveau des pattes arriéres pour déterminer le
seuil de sensibilité au chaud. (D) Lors des tests de Von Frey et du plantar les stimuli sont appliqués
au milieu de la face ventrale de la patte arriére des souris, représentée sur ce schéma par le cercle
rouge indiquant la zone de stimulation. (E) Lors du test de la plaque froide, chaque animal est placé
sur une plaque réglée a une température de 2°C, durant maximum 20 secondes. Lors de ["'observation
d’une réponse nociceptive induite par le froid I'animal est retiré de la plaque et la latence notée.

Von Frey : Le test du filament de Von Frey permet de mesurer la sensibilité
meécanique des animaux. Nous avons utilisé la méthode du « up and down » (Chaplan
et al., 1994), qui consiste a appliquer le filament sous la patte arriere de la souris
(Figure 15.A, D). Si un réflexe nociceptif est observé (retrait, Iéchage ou secouement
de la patte) la force du filament testé sera diminuée, au contraire si aucun réflexe
nociceptif n'est observé on augmente la force du filament. Six filaments (BioSeb,
Vitrolles, France) de : 0,02g, 0,049, 0,07g, 0,169, 0,49, 0,69, 1g et 2g sont utilisés, en
commengant par celui de 0,16g. Les filaments sont tous appliqués avec une force
équivalente jusqu’a ce qu'ils se courbent durant 3 s. Chaque patte est stimulée 6 fois,
en respectant un intervalle de minimum 5 min entre chaque stimulation, les résultats

sont reportés sur une fiche de score (Figure 15.B).
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Plantar : Le test de Hargreaves, aussi nommé plantar permet de mesurer la
sensibilité thermique au chaud (Hargreaves et al., 1988). Sous la plaque de verre se
trouve un faisceau laser (Ugo Basile, Gemonio, Italie), qui est appliqué au niveau de
la face plantaire de la patte arriére des souris (Figure 15.C-D) avec une intensité de
radiation de 15 durant maximum 20 s afin d’éviter toute lésion des tissus. Nous

mesurons 3 latences de retrait par patte, chacune espacée d’au moins 5 min.

Plaque froide : Le test de la plaque froide permet de mesurer la sensibilité
thermique au froid des animaux (Jasmin et al., 1998). Ces derniers sont amenés dans
la salle de test par groupe de 9, ils sont laissés dans leur cage durant 5 min afin qu’ils
s’habituent a I'environnement. Les animaux sont testés un par un. On place I'animal
au centre de la plaque (Ugo Basile, Gemonio, ltalie) (Figure 15.D) réglée a une
température de 2°C, durant maximum 20 s afin d’éviter toute Iésion tissulaire. Dés
qu’'un signe d’inconfort est observé (retrait d’'une patte de la surface de la plaque,
déplacement saccadé, saut) 'animal est retiré de la plaque et replacé dans sa cage.
La latence de réaction est notée.

6. Tests de bien-étre

Ces tests visent a évaluer le niveau de bien-étre général des animaux, par des
observations et des mesures de comportements innés (Deacon, 2012; Jirkof, 2014;
Kremer et al., 2021). lls permettent de mettre en évidence chez les rongeurs des
altérations des comportements dirigés vers un but (toilettage, construction d’un nid...),
pouvant se rapporter chez ’lHomme a une incapacité a réaliser des activités de la vie
quotidienne par manque d’envie, des symptdmes communs a de nombreuses
maladies psychiatriques (troubles de I'humeur, schizophrénie...) et neurologiques
(neuropathie, Alzheimer...). Ces testent servent donc a mieux caractériser les modéles

animaux utilisés lors des recherches précliniques.

Afin de réduire au maximum le stress induit par le changement d’environnement
des animaux, les tests de nesting et de burrowing sont réalisés dans les piéces et
cages d’hébergement (Figure 16.B-C) des animaux.

Afin de voir 'impact du comportement de binge sur le bien-étre des animaux au
cours du temps, ces tests sont réalisés 2,4 et 8 semaines aprés le début du protocole
de BS (Figure 18), en dehors des horaires d’accés a la solution sucreée.
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Splash test : Le splash test a pour but d’évaluer le bien-&tre des animaux en se
basant sur leur activité de toilettage. De nombreuses études montrent une diminution
du temps passé a se toiletter dans des modéles de stress chronique (Willner, 2005;
Planchez et al., 2019). Les animaux sont placés dans une cage propre avec de la
sciure, apres une période de 2 min leur permettant d’explorer le nouvel environnement,
une solution visqueuse (saccharose 20%, m/V) est vaporisée sur leur dos incitant ainsi
I'auto-nettoyage de leur fourrure (Yalcin et al., 2005; Roeckel et al., 2017). Durant les
5 min de test plusieurs paramétres sont mesurés : la latence de premier toilettage, le
temps total de toilettage, la zone (téte, dos), le nombre d’épisodes de toilettage, le
nombre d’ébrouement. Une altération du bien-étre des animaux engendre une

diminution du toilettage.

Nesting: Le test du nesting vise a évaluer le bien-étre des rongeurs selon le soin
apporté a la construction de leur nid (Deacon, 2006, 2012; Jirkof, 2014). Dans la nature
le nid sert a la fois a réguler la température corporelle, a se protéger des prédateurs
ou autres menaces externes, ou encore pour garantir la reproduction de I'espéce. En
laboratoire, ce comportement est également observé spontanément chez les souris
males et femelles. Afin de réaliser ce test, une échelle de score allant de 1 a 5 (Figure
16.B), selon le degré de complexité du nid, a été établie dans le laboratoire. Une feuille
de papier absorbant (utilisée en routine comme matériel de nidification dans le
laboratoire) pliée en 3, est introduite dans la cage de l'animal, aprés avoir
préalablement enlevé tout autre matériel de nidification, 3h avant I'extinction des
lumieres (Figure 16.A) une période de faible activité pour les souris. Les scores sont
attribués sur photos prises aprés 2h, sans que l'expérimentateur ne connaisse le
groupe de I'animal correspondant. Lors de ce test plus le score est éleve, meilleure est
la qualité du nid et donc I'investissement de I'animal dans ce procédé. Au contraire un
score faible indique un nid moins bien élaboré, di a un désengagement dans les soins

autoadministrés.
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Figure 16. Tests du nesting et du burrowing

(A) Ces tests donnant un indice du bien étre des souris, sont réalisés durant la phase lumineuse, 3h
avant I'extinction des lumieres (t0), dans les cages d’hébergement afin de ne pas induire de stress.
Deux mesures sont faites, la premiére 2h aprés le début du test (t1), et la deuxieme le lendemain
matin soit 15h apres (t2). (B) Afin de réaliser le test du nesting, une feuille de papier absorbant pliée
en 3, est introduite dans la cage a t0. Une échelle de score de 1 a 5 est établie avec les critéres
suivants : 1. la feuille est toujours pliée, ou au moins partiellement, 2. la feuille est dépliée, mais pas
déchirée, 3. la feuille est dépliée et Iégérement déchirée et positionnée au milieu de la cage, 4. la
feuille est modérément déchirée, placée contre une des parois de la cage en forme de nid avec des
« murs » hauts, 5. « le nid parfait » placé contre une des parois, le papier est largement déchiré,
présente un trou au milieu ou I'animal peut se nicher et des « murs » hauts. (C) Au début du test de
burrowing (t0), un biberon rempli de billes d’argile est placé dans la cage d’hébergement de chaque
animal, permettant de mesurer la quantité de billes déplacées hors du biberon par I'animal.

Burrowing: Le test du burrowing se base sur le comportement inné des rongeurs
a creuser (Deacon, 2012; Jirkof, 2014) qui dans leur environnement naturel leur sert a
construire et entretenir les galeries sous-terraines leur permettant d’atteindre des
sources de nourriture ou d’y faire un terrier. Lors de ce protocole, un biberon de 300
mL rempli de billes d’argile (8-16mm de diamétre, Botanic) (Figure 16.C) est introduit
dans la cage 3h avant le début de la phase sombre (Figure 16.A), une période ou les
souris ne sont pas spontanément actives, permettant ainsi d’éviter un effet seuil. Les
biberons pleins sont pesés avant qu’ils ne soient placés dans les cages (to), 2h aprés
(t1) (les biberons sont reremplis avant d’étre replacés dans la cage), et le lendemain
matin (soit 15h plus tard), afin de calculer la quantité de billes déplacées par chaque
animal  (Billes déplacées = (poids biberons t) — (poids biberons t1)). L’activité
importante des animaux durant la phase nocturne engendre I'apparition d’un effet

Burrowing
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seuil, avec des biberons complétement vidés, ne permettant pas de différentier les
animaux. Seule l'activité sur 15h sera présentée. La mise au point de ce test nous a
montré la nécessité d’'une séance d’habituation afin de contrer I'effet de néophobie a
'encontre du matériel utilisé. Durant ce test, si les souris creusent moins, donc
déplacent des quantités de billes moins importantes hors du contenant, leur bien-étre
est probablement plus altéré.

Urine sniffing test (UST): Ce test comportemental décrit dans la littérature
uniquement chez les individus males, se base sur I'intérét des animaux pour les odeurs
provenant des phéromones du sexe opposé (Malkesman et al., 2010; Scheggi et al.,
2018) et donc du comportement de reproduction. Nous avons adapté le protocole
d’aprés I'étude réalisée par Malkesman et ses collaborateurs (Malkesman et al., 2010),
montrant chez des rongeurs males une augmentation de la libération de dopamine,
associé a des vocalisations lors de la présentation d'urine de femelles, suggérant que
ce stimulus est percu comme récompensant. De plus, ils ont montré que suite a un
protocole d'impuissance acquise les rongeurs méales passent moins de temps a renifler
I'urine d’individus femelles, montrant que ce comportement est altéré dans un contexte

stressant.

L’expérience est filmée et analysée a 'aide du logiciel ANYmaze (Stoelting Co,
Dublin, Europe), permettant de mesurer le temps passé dans les différentes zones,
ainsi que la vitesse de déplacement, et le temps passeé a renifler les cotons tiges. Nous
avons choisi d’'exposer les individus simultanément a deux stimuli olfactifs,
respectivement de l'urine de souris méles et femelles (Figure 17.A), comme fait
précédemment dans la littérature avec de la litiere provenant de cages d’individus des
deux sexes (Agustin-Pavon et al., 2014). Pour cela, un coton tige imbibé d’'urine de
souris males ou femelles, a été fixé a chaque extrémité d’'une cage (14 cm h x 16 cm

I x 29.5 cm L), divisée en 3 zones (Figure 17.B) :

- «urine femelle » située a l'extrémité de la cage contenant le coton

imprégné d’'urine de femelles

-« urine male » a l‘autre extrémité de la cage avec le coton imprégné

d’urine de méles

-« centre » séparant le deux zones précédentes.
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Les zones males et femelles représentent chacune 40% de I'espace total, et le
centre 20%. Avant le passage de chaque individus 20 pL d’urine sont ajoutés sur les
cotons tiges. L'urine est prélevée par simple contention chez plusieurs animaux males
et femelles de méme fond génétique (C57BL6/J), en age de se reproduire (8 mois), et

conservée a 4°C durant maximum 4 jours.

En dépit, du manque de données dans la littérature sur ce test chez les femelles,
nous avons décidé de tester les deux sexes. Méme si les femelles sont naturellement
attirées par l'odeur d’individus males, a des fins reproductives, plusieurs études
montrent que les femelles passent plus de temps a explorer des stimuli olfactifs
d’individus du méme sexe (Davies and Bellamy, 1972; Martinez-Ricos et al., 2006;
Agustin-Pavon et al.,, 2014). Cependant, seules les odeurs du sexe opposé
engendrent une préférence de place (Martinez-Ricos et al., 2006; Agustin-Pavon et
al., 2014), suggérant que les stimuli olfactifs provenant de méles sont récompensant
pour les femelles. En cas de stress, ou d’altération du bien étre des souris femelles,

on pourrait donc s’attendre a une diminution du temps passé a renifler I'urine male.

A B
‘ Zone urine & Zone urine
Urine souris Urine souris 16 cm 3
femelles ‘ 64 ‘ maéles femelles 3 males
29.5cm

Figure 17. Urine sniffing test

(A) Un coton tige imprégné d’urine de souris méles ou femelles est fixé a chaque extrémité de la
cage. Le temps passé a renifler I'urine de chaque sexe est comptabilisé durant 5 minutes. (B) Le
dispositif de test est divisé en 3 zones distinctes : le centre séparant les deux zones de taille
équivalente contenant le coton avec I'urine.

7. Tests d’anxiété

Ces tests ont pour but de mesurer le niveau d’anxiété des animaux en les
plagant dans des situations conflictuelles entre leur comportement exploratoire
spontané et une situation aversive, basée sur la condition naturelle de proies des

souris évitant les endroits fortement lumineux et exposés (La-Vu et al., 2020).



Entre chaque animal le matériel est nettoyé avec de l'alcool 35% et rincé a I'eau
pour nettoyer les excréments et éliminer les odeurs. A la fin de chaque session de

I'alcool 70% est utilisé.

Open field (champ ouvert) (Figure 5.A) Ce test de 5 min, se déroule dans une
aréne carrée (54 x 54 cm), dont le centre et fortement éclairé (>300 Lux) et a
découvert, la périphérie plus faiblement éclairée (<150 Lux) est bordée de parois
hautes (40cm). Les mouvements des animaux sont filmés avec le logiciel ANYmaze
(Stoelting Co, Dublin, Europe), qui permet également de mesurer et analyser la
distance parcourue et le temps passé dans les différentes zones (Seibenhener and
Wooten, 2015). Les parois rendent la périphérie plus sécurisante, alors que le centre
est considéré comme anxiogene pour I'animal. Le temps passé au centre, ainsi que le
nombre d’entrées sont donc des indices du niveau d’anxiété des souris. Au début du
test la souris est déposée dans la zone périphérique. Ce test permet également de

donner un indice de I'activité locomotrice globale des animaux.

Light/dark (Figure 5.D) Durant ce test les animaux sont placés dans des boites
(boite CPP, Imétronic, Bordeaux, France) en plexiglass, séparées en 3
compartiments : un compartiment sombre (<2Lux) et un compartiment fortement
éclairé (>3000 Lux) de dimensions équivalentes (15.5 x 16.6 x 20 cm), séparés par un
couloir central (6 x 16.5 x 20 com). Le test a été réalisé selon les conditions décrites
dans la littérature (Takao and Miyakawa, 2006). Au début du test I'animal est placé
dans le compartiment sombre, et peut librement explorer les 3 compartiments durant
10 min. Ses déplacements ainsi que le temps passé au sein des différents
compartiments sont mesurés automatiquement, grace a un systéme de faisceaux
infrarouges. Le compartiment sombre est sécurisant pour I'animal, alors que le
compartiment lumineux est anxiogéne. Plus I'animal est anxieux plus il passera de

temps dans le compartiment obscur.

Labyrinthe en croix surélevé Le labyrinthe (Ugo basile) (Figure 5.B) comme
décrit dans la littérature (Komada et al., 2008) est surélevé a 60 cm au-dessus du sol,
et composé de 4 bras (80 | x 4 L cm), 2 bras fermés encadrés par des parois hautes
de 35 cm ou la luminosité est faible (8Lux), 2 bras ouverts fortement éclairés (200Lux).
A l'intersection de ces 4 bras le centre présente une intensité lumineuse de 90Lux. Les

bras ouverts représentent une zone de danger pour la souris, qui se retrouve
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complétement a découvert. Au début du test les animaux sont placés au niveau du
centre du labyrinthe la téte face a un bras fermé. lls peuvent explorer librement le
dispositif durant 5 min, au cours desquelles leurs déplacements sont enregistrés grace
au logiciel ANYmaze (Stoelting Co, Dublin, Europe). Le temps passé dans les bras
ouverts donne donc un indice de l'anxiété des animaux. D’autres paramétres
éthologiques d’exploration liés a la prise de risque ont été comptabilisés, tels que les
« head dipping », qui correspondent aux moments ou I'animal se trouve dans le bras
ouvert et plonge sa téte dans le vide pour regarder par-dessus, ou encore les
étirements, lors desquels I'animal se trouve dans le bras fermé et allonge son corps

pour explorer le bras ouvert.

B. Etudes moléculaires
1. Prélevements des tissus
a) Tissus frais

Le dernier jour du protocole de BS les animaux sont mis a mort par dislocation

cervicale, a I'heure supposée de début d’acces a la solution sucrée (+ 3h).

Le cerveau est rapidement extrait de la boite cranienne afin de réaliser une
micro-dissection sur glace, a I'aide d’'une matrice (Harvard apparatus, Holliston, MA,
USA) et d’'emportes pieces des régions suivantes : cortex préfrontal (PFC), noyaux
caudé putamen (CPu), nucleus accumbens (Nac), aire tegmentale ventrale (VTA),
hypothalamus latéral (LH), substance grise périaqueducale (PAG), amygdale (AMY).

Les foies ainsi que les tissus adipeux (TA) gonadiques gauches sont préleves
et pesés. Plusieurs prélevements sont réalisés au niveau hépatique, un morceau de 3
mm provenant du lobe hépatique droit (le lobe le plus volumineux) servira a I'analyse
histologique il est plongé dans l'isopentane préalablement refroidi sur glace durant 1
min, pour I'analyse par PCR 3 morceaux d’environ 2 mm? sont prélevés aléatoirement

sur les 3 autres lobes.

Les tissus cérébraux et gonadiques sont congelés dans de la glace carbonique,
puis conservés a -80°C. Les tissus hépatiques sont congelés dans I'azote liquide, puis
conservés a -80°C.
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b) Tissus fixés par perfusion trans-cardiaque

Les animaux sont profondément anesthésiés par injection intrapéritonéale
d’une dose léthale (10mL/Kg) d’une solution de Kétamine (Imalgéne 1000, 200 mg/kg)
Xylazine (Rompun 2%, 30 mg/kg). Lorsqu’ils ne présentent plus de réflexes moteurs,
le thorax est incisé afin d’exposer le cceur. Une aiguille reliée a une pompe
péristaltique, permettant de faire passer des fluides avec un débit constant de 19
mL/min, est insérée au niveau de I'apex gauche du cceur (Wu et al., 2021), permettant
le passage des solutions a travers tout le systéme vasculaire. Dans un premier temps
une solution saline (NaCl 0,9%) refroidie a 4°C permet de rincer tout le sang présent,
ensuite une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% permet de fixer les tissus en
inhibant les réactions enzymatiques et métaboliques, et en permettant la création de

liaisons covalentes entre les acides aminés.

Les cerveaux sont retirés de la boite cranienne et conservés 24h a 4°C dans du
PFA 4%, avant d’étre transférés durant 72h dans une solution de D-glucose 30%,
permettant de maintenir I'intégrité cellulaire, et d’éviter la formation de cristaux de glace
lors de la congélation. lls sont ensuite plongés 1 min dans de l'isopentane refroidi a -
45°C, puis congelés au -80°C jusqu’a utilisation des échantillons.

Cette technique de fixation permet de préserver la morphologie de I'échantillon,
ainsi que la structure secondaire et tertiaire des protéines.

2. Préléevements sanguins

A la queue : Nous avons fait le choix de réaliser des prélévements sanguins a
la queue, afin de limiter le stress induit par des prélevements submandibulaires pour
lesquelles une contention est nécessaire chez la souris. 5 a 10 min avant le début de
cette procédure, un anesthésique local (Lurocaine) est appliqué a I'extrémité de la
queue des animaux. Une légére incision permettant un écoulement sanguin est
réalisée, et le sang est collecté avec des capillaires héparinés de 20 pL (V=60 pL). A
la fin du prélevement, I'écoulement sanguin est stoppé par une légére compression de
la queue. Le sang est transféré dans des tubes héparinés (PST LH tubes, BD
Microtrainer), centrifugé 10 min a 6 000 rcf. La phase supérieure des échantillons
correspondant au sérum (+£30 ulL/animal) est transférée dans un tube Eppendorf et

congelée a -80°C.
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Lors des sacrifices : Afin de limiter le stress induit aux animaux, les
prélevements sanguins sont faits aprés la décapitation de I'animal en récupérant le
sang au niveau de la nuque. Le sang est transféré dans des tubes héparinés (PST LH
tubes, BD Microtrainer), centrifugé 10 min @ 6 000 rcf. La phase supérieure des
échantillons correspondant au sérum (£100 ulL/animal) est transférée dans un tube

Eppendorf et congelée a -80°C.
3. Mesure de la glycémie

Ces mesures sont faites en début d’aprés-midi, a l'issu des 4h d’accés a la
solution sucrée. Lors des prélevements sanguins une goutte de sang est déposée a
l'extrémité d’'une bandelette de test de glycémie, connectée a un glucometre
permettant de déterminer le taux de glucose présent dans le sang en mg/dL.

4. qPCR

Tissus cérébraux

L’ARN total des tissus cérébraux est isolé et purifié par une technique
d’extraction liquide-liquide classiquement utilisée au laboratoire (Bourdy et al., 2021;
de Sa Nogueira et al., 2021). Le matériel et les surfaces sont traités avec du
RNaseZAP (Sigma, #SLBD1696V) afin de prévenir la dégradation des ARN par les
RNases omniprésentes dans notre environnement. Les tissus sont homogénéisés par
broyage mécanique avec un potter dans du Trizol (TR118, MRC). Le chloroforme
permet de séparer la solution en trois phases distinctes, la phase inférieure contenant
les protéines dénaturées, la phase intermédiaire correspondant a 'ADN et la phase
supérieure contenant 'ARN. Cette derniére est récupérée et incubée a -20°C toute la
nuit avec de l'isopropanol pour précipiter les ARN, qui sont ensuite lavés avec de
I'éthanol 75%. Aprés séchage, et mise en suspension des ARN dans 20 uL d’eau
ultrapure, la quantitt d’ARN présente dans les échantillons est dosée par

spectrophotométrie, avec le Nanovue (GE Healthcare).

Une étape de rétrotranscription permet de synthétiser TADN complémentaire
(ADNc) a partir de 750ng d’ARN total avec le réactif iScript Reverse Transcription
Supermix (Biorad, #1708841).
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Les PCR sont réalisées dans le thermocycleur CFX96 TouchTM (Biorad,
France), dans des plaques 96 puits en tripliquas, a partir de 0.5 uL d’ADNc par puits,
3 uL de primers (1uM), 7.5 uL Sso AdvancedTM Universal SYBR Green supermix
(Biorad, France). Les primers ont été spécifiquement élaborés avec Primer-BLAST
(NCBI). Nous avons ciblé des génes du systéme endocannabinoides (CB1, CB2,
FAAH), des marqueurs astrocytaire (GFAP), microglial (Iba1) et inflammatoires (TNFa,
CCL2, CCL5) (Tableau 6). Une quantification relative, par rapport au géne de
référence (rplp0O ou 36B4) et au groupe contrble (NA), a été réalisée par la méthode
des AACq.

Tissus hépatiques

Cette expérience étant faite en collaboration avec le CRBS, nous avons donc
utilisé la technique d’extraction faite en routine dans ce laboratoire, avec le kit
d’isolement d’ARN MagMaxTM mirVanaTM (#A27828). Dans un premier temps, les
échantillons de foies d’environ 120mg, sont broyés mécaniquement par des billes
métalliques, dans 500 uL de tampon de lyse (ThermoFisher, #85001), a 3000 rpm

durant 1 min avec un homogénéisateur (micro-dismembrator).

125 plL de lysats tissulaires sont incubés 30 min a 56°C avec la protéinase K
permettant de dégrader les protéines. Ensuite, les lysats tissulaires sont placés dans
un systéme de purification d’acides nucléiques (KingFisherTM Duo Prime, #5400110),
dans une plaque de 96 puits. L’isopropanol permet de précipiter les ARN, et une
DNAse dégrade ’ADN présent. L'/ARN est sélectivement extrait par liaison sur des

microbilles magnétiques.

Les concentrations d’ARN, ainsi que leur intégrité sont mesurées par

fluorométrie avec le Qubit (Invitrogen).

Les concentrations obtenues étant élevées (>600 ng/uL), les échantillons
d’ARN sont dilués pour obtenir des solutions d’ARN de 500 ng/uL afin d’éviter des
pipetages de moins de 1 uL, lors de la rétrotranscription. Cette derniere est faite a
partir 1 ug d’ARN avec le réactif iScript Reverse Transcription Supermix (Biorad,
#1708841).
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Les PCR sont réalisées de la méme fagon que dans les tissus cérébraux, en
ciblant les génes du systéme endocannabinoide (CB1, CB2, FAAH) et des marqueurs
inflammatoires (TNFa, IL1p3, CCL2, CCLS) (Tableau 6).

5. Colorations histologiques du foie

Coupe au cryostat L'échantillon provenant du lobe hépatique droit est fixé avec
de 'OCT sur le socle du cryostat (Leica, CM3050 S) a -21°C. Aprés avoir entamé la
coupe du tissu sur £300 um et vérifi€é au microscope (x20) que les coupes ne
présentaient plus d’artefacts dus a la congélation, 6 coupes de 10 um d’épaisseur sont
récupérées sur lames avec un échantillonnage de 60 um. Pour chaque individu nous
avons collecté 6 lames conservées a -20°C, avant la réalisation des techniques de
coloration. Le tissu restant est récupéré et placé au -80°C.

Hématoxyline-éosine (HE)

Cette coloration est utilisée en routine pour marquer les différents composants
cellulaires grace a I'nématoxyline un colorant basique qui donne une couleur bleue
aux substances acides telles que I'’ADN présent dans les noyaux, et I'éosine un
colorant acide qui se fixe aux molécules basiques donnant une couleur rose au
cytoplasme. Aprés déshydrations (acétone) et séchage (incubation a 37°C) des lames,
elles sont plongées successivement dans différents bains: eau du robinet,
hématoxyline (DiaPath), eau du robinet, alcool acide, eau du robinet, éosine (Sigma-
Aldrich), eau du robinet, éthanol 80%, éthanol 100%. Une lame par animal est colorée.
Apreés fixation de la lamelle avec une solution non aqueuse (EUKITT) et séchage, les
lames peuvent étre observées au microscope (Leica, DM5500).

Red oil (RO)

Cette technique de coloration permet la visualisation des triglycérides et lipides
neutres grace a l'utilisation d’'un colorant liposoluble. Elle est réalisée par passage des
lames dans des bains successifs : PBS, solution RO (poudre red oil (Sigma-Aldrich)
diluée dans de l'isopropanol 99%), isopropanol 60%, ringage a I'eau, hématoxyline
(pour colorer les noyaux), ringage a I'eau. Une lame par animal est colorée. Aprés
fixation de la lamelle avec une solution aqueuse (Aquatex, Merck) et séchage, les
lames sont observées au microscope (Leica, DM5500).
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C. Quantification et analyses statistiques
1. Quantification du marquage RO

Lors de I'observation au microscope, une photo par coupe, au grossissement
x20, est prise, soit 6 photos par animaux. Le logiciel Qupath 0.3.0 est utilisé pour
quantifier les pixels rouges, en utilisant le module « pixel classification ». Ce dernier
permet la création d’'un seuil de détection permettant de comptabiliser les pixels de
valeurs définies comme positifs pour le marquage. La valeur seuil de détection est
déterminée par la valeur des pixels de zones colorées en rouge sur 5 images choisies
aléatoirement. Le seuil fixé est testé sur plusieurs images afin de s’assurer que la
détection est optimale. De plus, pour chaque image les zones a analyser sont définies,
afin d’éliminer les artefacts présents, tels que des déchirures sur la coupe. Enfin, la
valeur du bruit de fond est soustraite pour chaque image, pour éviter la détection de
faux positifs.

2. Statistiques

Toutes les analyses statistiques sont faites en utilisant le logiciel RStudio
version 1.2.5042.

Les données de consommation (liquide, nourriture), d’évolution du poids des
animaux au cours du temps et d’actographie sont traitées en utilisant un modéle
linéaire mixte (LMM), permettant la comparaison de mesures répétées, en prenant en
compte la variabilité due a des effets fixes : le groupe, le sexe ou le point temporel
(jour ou semaine), et des effets aléatoires : la variabilité interindividuelle. La fonction
« Imer » du package « Ime4 » a permis de comparer les groupes entre eux, associé a

I'effet du temps, du sexe et I'interaction entre ces trois paramétres.

Le test du nesting a nécessité une analyse particuliére par un modéle linéaire
mixte généralisé (MLMG), afin de pouvoir comparer des variables discrétes (les
scores). La fonction « glmer » du package « Ime4 » permet de comparer I'effet du
groupe, du sexe, du temps et I'interaction entre ces facteurs sur la distribution des

scores.

Pour les tests comportementaux répétés au cours du temps chez les mémes

animaux (Von Frey, plantar, plaque froide, burrowing, splash test) les données sont
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analysées par ANOVA mixte a mesure répétée, avec la fonction « aov_car » du
package « afex». Ce type d’ANOVA permet de comparer des données non-
indépendantes en prenant en compte les effets fixes (groupe, sexe, temps) et
aléatoires (sujet). Avec cette analyse les moyennes entre les groupes sont comparées

entre elles, ainsi que I'impact des effets fixes et les interactions entre eux.

Pour les tests comportementaux réalisés qu’une fois au cours du protocole (OF,
EPM, UST), ainsi que la prise de poids, les données métaboliques (poids du foie, des
tissus adipeux) et les données de qPCR, la fonction « aov » du package « stat » est
utilisée pour faire des ANOVA a un ou deux facteurs (groupe, groupe*sexe).

Pour les analyses de type ANOVA, les conditions d’application sont vérifiees
avec le test de Levene (« levenetest », package « car ») pour 'homogénéité des
variances, et le test de Shapiro-Wilk (« shapiro.test », package « stat ») pour la
normalité. Pour les données ne respectant pas la distribution normale, elles sont
transformées par transformation logarithmique, racine carrée ou racine cubique pour

obtenir une distribution normale.

Pour les gPCR, un seuil de cycle de quantification (Cq) de 33 est établi, au-dela
duquel 'expression du gene d’intérét est considérée comme trop faible, et les données
exclues (Bourdy et al., 2021). De plus, au sein des tripliquats une différence entre deux
Cq supérieure a un est considéré comme une valeur aberrante, la valeur la plus
éloignée des deux autres est exclue de I'analyse. L’expression relative des génes est
calculée par la méthode AACq, le premier delta correspondant a la différence entre la
moyenne des Cq du géne d’intérét et le Cq moyen du géne de référence (36B4) chez
le méme individu. Le second delta correspondant lui a la différence entre le premier

delta pour I'échantillon d’intérét, et le delta moyen du groupe contréle (NA).

Au sein de chaque groupe les éventuelles valeurs aberrantes sont définies par
la méthode d’écart interquartile (IQR), selon laquelle un point situé 1.5 fois I'IQR au-
dessus du 3% quartile ou en dessous du 1°" quartile est exclu.

En cas de différence significative, au seuil p<0.05, une analyse post-hoc est
réalisée avec un test de comparaisons multiples « emmeans » avec la correction de

Bonferroni.
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IV. Comorbidités comportementales associées au comportement
de binge saccharose

A. Article 1: Altered reward processing following sucrose bingeing in mice

Cet article regroupe des résultats obtenus par la précédente doctorante de
'équipe Gaélle Awad et par moi-méme. Le projet de thése de Gaélle Awad portait sur
les modifications induites par le comportement de BS sur les propriétés renforcantes
de l'alcool par un protocole de préférence de place conditionnée (CPP). J’ai pour ma
part réalisé les expériences sur les cohortes D et E. Dans ce contexte, j'ai mis en place
des tests pour la mesure de I'anxiété, de I'état dépressif et du bien-étre chez la souris,
et jai également prolongé le protocole de BS a 8 semaines. J'ai donc réalisé les
expériences pour les 2 cohortes de cet article sur lesquelles le protocole de BS est
prolongé a 8 semaines et I'état émotionnel des souris est évalué (Figure 18). J'ai
contribué aux expériences, a I'analyse des données et leur représentation graphique

et a la rédaction de l'article, et développé certains points de la discussion.
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Figure 18. Design expérimental cohortes D et E
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Altered reward processing following sucrose bingeing in mice
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Abstract

Binge eating disorder (BED) is the most prevalent eating disorder associated
with multiple adverse health outcomes, especially mental health issues, including
substance use disorders and mood and anxiety disorders. Given these high
comorbidities, the objective of our study was to examine the relationship between the
bingeing and the behavioral symptoms of BED. We used a sucrose bingeing model
based on an intermittent access paradigm, in male and female mice. We examined the
effect of 2-week sucrose paradigm on ethanol reinforcing properties using a
conditioned place preference test (CPP). Well-being, anxiety-like and depressive-like
behavioral tests were used to assessed emotional state following 2 and 8-week
sucrose bingeing paradigm. Mice with intermittent access to sucrose developed binge-
like behavior assessed by higher sucrose intake and escalation rate during the 15t hour
of access in comparison to mice with a continuous sucrose access. CPP was blocked
by sucrose bingeing behavior in both sexes, showing altered EtOH reinforcing
properties. Emotional state was not altered in bingeing mice, even following a
prolonged sucrose bingeing behavior. Interestingly, female bingeing behavior was
exacerbated upon the prolonged protocol.

Key words (max 6): Binge eating; sucrose; CPP; well-being; sex; ethanol
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Introduction

Among eating disorders, binge eating disorder (BED) is highly prevalent
(Kessler et al., 2013; Guerdjikova et al., 2019), and is characterized by excessive
consumption of food, usually high in sugar and/or fat, within a short period of time.
Recurring bingeing episodes are typically associated by a feeling of loss control over
food intake (American Psychiatric Association, 2013a). Today, limited treatment
options for BED exist (Giel et al., 2022; Monteleone et al., 2022);

Recent research have revealed that bingeing on palatable food can potentially
influence vulnerability to develop psychostimulant (Blanco-Gandia et al., 2020) and
alcohol (Azevedo et al., 2021) addiction. Preclinical results are rather inconsistent, with
either an impairment of or an increase in intake or motivation for the drug, depending
on the bingeing conditions, species or nature of palatable food. In particular, few
studies have examined the effect of sucrose bingeing on ethanol responses, with one
study highlighting an increase of ethanol (EtOH) intake following excessive sucrose
access, with mixed results following intermittent or continuous sucrose access
depending on EtOH concentrations (Avena et al., 2004). Other preclinical studies using
a high fat diet (HFD) revealed that high fat bingeing attenuated (Sirohi et al., 2017) or
increased EtOH (Blanco-Gandia et al., 2017, 2018) intake. Altered reward processing
may be a key mechanism involved in such adaptations but this possibility remains
unclear (Bodell and Racine, 2023). Based on these results, we hypothesize that
animals that binge on sucrose would present a dysfunction of the reward response for
reinforcing effects of ethanol.

BED is also highly comorbid with mood and anxiety disorders, with respective
lifetime prevalence of 69.9% and 59% in BED patients (Udo and Grilo, 2019); It is
stated in BED diagnostic criteria that hyperphagia episodes lead to marked distress
and could induce self-disgust and guilt. Also, high levels of sucrose intake from sweet
food/beverage appear harmful to mental health, in various countries (Shi et al., 2010;
Knlppel et al., 2017; Jacques et al., 2019b). Preclinical studies indicate inconsistent
findings with no change or altered emotional states in bingeing animals (Satta et al.,
2016; Blanco-Gandia et al., 2017).

Therefore, in this context, we hypothesized that intermittent access to high

sucrose would lead to altered perception of reinforcing properties of EtOH and changes
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in well-being. To do so, we measured ethanol reward in the conditioned place
preference (CPP) paradigm following two-week sucrose bingeing in mice. We also
examined the potential alteration of well-being and mood following sucrose bingeing,
by measuring behavioral responses to naturalistic stimuli, locomotor activity as well as
anxiety like behavior, following prolonged sucrose access. Results from this study
indicate that sucrose bingeing induces alteration of reward processing that is not

associated with deficits in well-being or affective responses.
Materials and methods

Subjects

Male and female C57BL/6J mice were either from Charles River Laboratories,
4 weeks old upon arrival, or bred in the laboratory. They were housed 3 or 4
animals/cage under a 12-hour light dark cycle and standard temperature and humidity
conditions (22+2°C, 55+10%). Naive mice were used to set up the EtOH CPP protocol.
Other cohorts of mice were used for sucrose bingeing and EtOH experiments, or
behavioral responses related to well-being and mood. Details of each cohort are
provided in Figure 19. One week before the beginning of sucrose access, animals
were isolated in standard cages (11.5 x 29.5 x 13 cm) and habituated to a two-bottle
choice paradigm with access to water only. All experimental procedures took place
during the light cycle. All procedures in this report were conducted in accordance with
the European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and
approved by the Comité Régional d’Ethique en Matiére d’Expérimentation Animale de
Strasbourg CREMEAS (APAFIS#2018100414319951 and #2021091410585920).

Drugs and treatment

EtOH solution for the drinking experiments was prepared from absolute
anhydrous EtOH diluted to 20% alcohol (v/v) in tap water. EtOH solution was diluted
to 20% (v/v) in saline for systemic administration at 2, 3, and 4 g.kg-1doses.

Sucrose bingeing paradigm

Animals from 4 distinct cohorts were exposed to the sucrose bingeing paradigm
to explore its consequences on ethanol reward, ethanol preference, well-being and
anxiety-like behaviors. Caster sugar (Erstein, France) was dissolved in tap water,
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measured as weight per volume (17.1% g/L), and delivered in 50 ml bottles in a two-
bottle choice protocol (Figure 19A). This procedure, adapted from (Yasoshima and
Shimura, 2015) was conducted as previously described (Awad et al., 2020); Briefly, all
groups had access to water and standard food (either Mucedola RF421 or Safe A04)
ad libitum. For the following 2 or 8 weeks, the intermittent access group (lA) received
access to sucrose for 4 h/day in a 2-bottle choice paradigm (Figure 19B). One control
group had continuous access to sucrose (CA) and a second control group had no
access to sucrose (NA). Sucrose intake, divided by body weight (mL/g), was measured
1, 4, and 24 h after exposure. To avoid side preference, the placement (left or right) of

the water and sucrose bottles was alternated each session.
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Sucrose Water e ! 3
1 .
7 I 1 Light phase Dark phase
8] r :
1A i Intermittent sucrose access and ad libitum food
( 1 ]
‘ I . o m— Sucrose
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Figure 19. Experimental design and cohort details

(A) Male and female mice had access to a two-bottle choice set up, with sucrose and water, and ad libitum
access to water and chow. (B) The experimental group had intermittent access (IA) to sucrose for 4 h,
starting 2 h after the start of light cycle. The CA group received continuous access to sucrose and the NA
group had no access to sucrose. (C) Sucrose bingeing paradigm was maintained for either 2 or 8 weeks,
with other behavioral experiments conducted at specific time points depending on cohorts. Three cohorts
went through 2 weeks of sucrose bingeing. In cohort A, mice from each of the three groups (NA, CA, IA)
were tested for a CPP to EtOH, at the dose of 3g.kg™. In cohort B, mice from NA and IA groups were
tested on three EtOH doses (29.kg™, 3g.kg’; 49.kg™). Cohort C went through EtOH preference testing.
Cohorts D and E went through an 8-week bingeing paradigm. Locomotor activity and emotional state
tests were performed on cohort D at 2 and 8 weeks. An open field (before the start of sucrose access)
and urine sniffing test (UST) and elevated plus maze tests (EPM) (at 8 weeks of sucrose access) were
performed on cohort E. (CPP: conditioned place preference; EtOH: ethanol).
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Conditioned place preference (CPP) to ethanol

This test, adapted from (Ben Hamida et al., 2019), was conducted in an
apparatus (Imetronic, Bordeaux, France) composed of two compartments that differ by
spatial pattern and floor texture. A central compartment separates the two others. The
purpose of the pre-test is to familiarize the animals with the apparatus. Mice were
placed in the corridor and once the recording started, they had access to both
compartments during 30 min. For the conditioning phase (one conditioning trial/day),
within each group and sex, mice were randomly assigned to one ethanol (EtOH)
associated compartment (i.p. 2, 3, or 4 g.kg™'; 20% v/v in saline) and one sodium
chloride (NaCl) 0.9% associated compartment in a counterbalanced manner. To set
up the test, a control group of mice received saline in both compartments. The mice
were confined to their compartment for 5 minutes. The conditioning trial sessions to
EtOH and NaCl occurred on alternating days over 8 days, also in a counterbalanced
manner. On day 10 (post-conditioning trial), mice were placed in the corridor and
allowed to freely explore both compartments during 30 min. Time spent in each
compartment as well as locomotor activity were recorded. This experiment was
conducted on cohorts A and B (Figure 19C) and a cohort of naive mice was used to
set up the CPP conditions without prior access to sucrose (M=6; F=7).

Two-bottle choice ethanol preference

In a distinct cohort of mice (cohort C, Figure 19C), EtOH consumption and
preference at 5 different concentrations were examined, as in (Avena et al., 2004,
Blednov et al., 2005). Briefly, 3%, 6%, 9%, 12% and 15% EtOH concentration volume
to volume (v/v in tap water) were offered to mice on 4 days, starting with the lowest
concentration and increasing to the highest over days. Bottle sides were exchanged
every 2 days.

Well-being and mood behavior tests

On week 2 and 8 of the binge sucrose paradigm, male and female mice were
tested for depressive-like behavior (nesting and splash tests) and well-being
(burrowing test) (cohort D) (Figure 19C). Prior to the start of the sucrose access
paradigm, mice were habituated to the new materials for the nesting and burrowing
experiments. In a parallel cohort, behavioral responses of male and female mice were

examined for depressive-like (splash test, weeks 2 and 8, urine sniffing test, UST, week
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8) and anxiety behaviors (Open field, prior to sucrose access; elevated plus maze,
EPM, week 8) (cohort E, Figure 19C). Experiments were conducted outside the 4 h

sucrose access period (IA group), with at least 24 h between two tests.

Burrowing test

This test depends on the natural digging behavior of mice and was performed
in the home cage (Jirkof, 2014). A 300 mL open bottle filled with clay marbles was
weighed and introduced to each cage before light extinction. On the next morning,
bottles were weighed to calculate the amount of marbles displaced by the animals.

Nesting test

This test is based on the innate behavior of nest building in mice and was
performed in the home cage (Deacon, 2006). Briefly, a sheet of paper towel folded in
3 was placed in each cage 3h before light extinction, a period of low activity. Two hours
later the quality and complexity of the nest was scored from 1 (worst) to 5 (best) by an

experimenter blind to the experimental conditions of the animals.

Splash test

This test allows to evaluate the grooming behavior, which attests of self-care in
mice (Yalcin et al., 2005). Mice were introduced into a clean cage (2 min), and sprayed
with a viscous solution (20% w/V, sucrose) on their back. The number of grooming

responses, and time spend grooming were recorded during 5 min.

Urine sniffing test

In this test, male exposure to female urine is perceived as a rewarding stimuli,
and time sniffing is reduced following a learned helplessness paradigm (Malkesman et
al., 2010). Briefly, mice were placed in a clean cage with cotton swabs fixed on each
extremity of the cage with either 20 ul of male or female urine. ANYmaze software
(Stoelting Co, Dublin, Europe) was used to record the experiment. Time spent and

number of times each cotton swab was sniffed were recorded.

Open field

Two days prior to the start of sucrose access paradigm, mice were acclimated

to the experimental room for 1h. Then they were placed in a square arena (54 x 54 cm)
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with high walls (40 cm), the center was brightly illuminated (300 Lux) compared to the
periphery (<150 Lux). Movements were video-recorded (ANY-maze software, Stoelting
Co, Dublin, Europe) for 10 min, to measure global locomotor activity; increased time
spent in the center reflects a lower anxiety-like behavior.

Elevated plus maze

Mice were acclimated to the experimental room for 1h, before starting the test.
They were placed in the center of the apparatus (Elevated plus maze mouse, Ugo
Basile) facing a closed arm, and left free to explore all the arms during 5 min. The
session was video-recorded with ANYmaze software, to quantify the number of entries

and time spent in open and closed arms.

Locomotor activity

Global locomotor activity of mice from cohort D was measured on week 2 and 8
(from 3pm-7am) using an actometry rack with infrared photocells on each extremity of
the cage. This system provided counts of the number of back and forth movements in
the cage, when mice break the beam. Cages were placed in the rack 4 h before light
extinction, and the 3 first hours were counted as a habituation period.

Statistics

Statistical analyses were performed using RStudio (Version v1.3.1093).
Sucrose intake was analyzed with a linear mixed model with fixed effects being
groups*time*sex. Mixed analysis of variance (ANOVA) was used for CPP, EtOH
preference and burrowing tests, with respective fixed effects:
compartment*group*dose*sex; sex*group*concentration; sex*group*time. For anxiety
tests, differences between the groups were analyzed by a two-way ANOVA
(group*sex), as for UST (group*area), in which data for males and females were
analyzed separately. Post hoc analyses were conducted by multiple pairwise
comparisons using the Tukey correction method. For CPP, pairwise comparisons were
conducted even if overall ANOVA did not reach significance since pairwise
comparisons of contrasts using Ismeans and Tukey correction method remain valid
(Hsu, 1999). Nesting test was analyzed with a generalized linear mixed model, with
group*sex*time as the fixed effects, and post hoc analyses conducted with multiple

pairwise comparisons using the Bonferroni correction method.
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Results

Intermittent access to sucrose induces binge intake

In the 2-week paradigm, intermittent access group IA significantly increased
sucrose intake across days during the 15t h (cohort A, t227)=6.806; p= 8.81.10"'"). The
rate of escalation was significantly higher in the IA group compared to the CA group
after 1 hour (t2272=4.701; p=4.48.10°) (Figure 20A). There was no significant
difference of the daily intake for the IA group (cohort A: t(228.82)=0.858; p=0.392),
however, the rate of escalation was significantly higher in the IA group compared to
the CA group (cohort A: tp2884=5.557; p=7.62.108). A significant decrease in daily
sucrose intake of the CA group across the days was observed (cohort A: t(228.82)=-
7.046; p=2.14.10""") (Figure 20B). There was no sex difference for either the 15t h of
access or the daily intake for cohort A (IA and CA, not shown). Similar results were
obtained with cohort B, the IA group significantly increased sucrose intake across days
during the 15t h of access (cohort B: t79)=22.22; p<2.107'¢) (Figure 20A) and in terms
of daily intake (cohort B: ts79=29.84; p<2.107'%) (Figure 20B). Interestingly, 15t h and
daily sucrose intake escalated at a higher rate across days in females than males
(cohort B: tg78)=2.70; p=0.0072; data not shown).
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Figure 20. Sucrose intake during 2-week sucrose bingeing paradigm

(A) In cohort A, mice from the IA group (open circles) significantly escalated their intake compared to the
CA group (dark circles) during the first hour of access. In cohort B, the IA mice (open diamond) showed a
similar escalation intake profile as in cohort A. (B) In cohort A, CA mice showed a higher intake compared
to IA mice, and significantly decreased their daily sucrose intake. IA mice from both cohorts showed an
escalation of their daily intake. (IA: intermittent access; CA: continuous access; NA : No access; BW:

bodyweight). Data presented as group mean * SEM. ***:p< 0.001.

14

108



EtOH induced CPP is blocked by sucrose bingeing

Results indicated an EtOH-CPP as the group x compartment effect was
highlighted in cohort A (F(2,19)=5.26;p=0.015). NA group of mice spent significantly
greater time in the EtOH (3 g.kg™") paired compartment compared to the NaCl paired
one (t=2.91; p=0.0081), as expected from the pilot experiment (Supplementary
Figure 24A). A similar CPP was observed for the CA group mice (t=3.44; p=0.0023).
However, the IA group showed no significant difference between time spent in each
compartment (t=-0.257; p=0.7998) (Figure 21A). Interestingly, the same results were
obtained at 3g.kg!, with a blocked EtOH-CPP in the IA group (t=0.63; p=0.53)
compared to NA mice in a distinct cohort (cohort B) (Figure 21B). EtOH-CPP
experiments at a lower dose (2g.kg™") and a higher dose (4g.kg™') showed no place
preference neither in NA (2g.kg™”: t=0.27; p=0.79; 4g9.kg™": t=0.69; p=0.49) nor IA
groups (2g.kg™": t=0.92; p=0.36; 4g.kg™': t=0.92; p=0.36) (Figure 21B). The results
showing a blocked CPP following bingeing behavior is not due to differences in EtOH
preferences. Indeed, there was no significant differences between groups in an
experiment evaluating EtOH consumption at different concentrations (Supplementary
Figure 24B).

Sucrose bingeing is reproduced and maintained over 8 weeks

As for the 2 weeks protocol, the IA group significantly increased sucrose intake
during the 15t h of access across 8 weeks (t210=10.239; p=2.16.10""%), whereas intake
was constant in the CA group (t(210=1.199; p=0.232) (cohort D). Moreover, |A mice had
a higher escalation rate (t210=-6.887; p=6.51.10"""), associated with an excessive
sucrose intake (t210=4.495;10"; p=6.33.10°) during the 1t h of access compared to
CA mice (Figure 22A). Statistical analysis also revealed sex differences in the IA
group, with both males and females showing increased sucrose intake over time during
the first hour of sucrose intake (t210)=5.116; p=7.03.107; t210=11.454; p=2.10-8), with
an increased escalation rate in females compared to males (t210=4.870; p=2.19.10),
starting at the second week of sucrose access (Figure 22B). Analysis of the 4 h
sucrose intake showed similar profiles (data not shown).
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Figure 21. Figure 21. Ethanol CPP following sucrose bingeing

(A) In cohort A, both NA and CA groups expressed an EtOH-CPP at 3g.kg-1 whereas the IA group did
not show any CPP. (B) This result was confirmed in cohort B, whereas doses of 2g.kg-1 and 4g.kg did not
induce any CPP in any group. (lA: intermittent access; CA: continuous access; NA : No access; EtOH:
ethanol; NaCl: sodium chloride; CPP: conditioned place preference). Data presented as group mean *
SEM. ***:p< 0.001; **:p<0.01; *:p<0.05.

Analysis of the daily sucrose intake showed a decreased consumption over 8
weeks in the CA group (t210=- 5.404; p=1.76.10""), whereas animals of the IA group
increased their sucrose intake (t210=6.651; p=2.47.10"1°) (Figure 22C). Daily sucrose
intake was significantly higher in the CA compared to |A group (t37.7)= 15.890; p=2.10
16) (Figure 22C). In the CA group, despite a higher daily sucrose intake in females
compared to males (t7.65=9.988; p=6.06.10"1%), females also displayed a lower
escalation rate (t210=-2.991; p=0.003). In contrast, in the |A group females had a
higher escalation rate compared to males (t210= 2.594; p=0.0101) (Figure 22D).
Similar results were found when the prolonged protocol was reproduced in a second
cohort of mice (cohort E) (Supplementary Figure 25).
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Figure 22. Sucrose intake during 8 weeks of sucrose bingeing paradigm

(A) Mice from the IA group (open circles) significantly escalated their sucrose intake over 8 weeks,
compared to the CA group (dark circles), during the first hour. (B) During the first hour of sucrose access,
the IA female mice (open green) consumed significantly more sucrose than their male counterparts (open
blue) starting at week 2, with no sex difference for the CA groups. (C) Daily access was significantly higher
in the CA group compared to the IA group and decreased over time. The IA group showed an increase
of daily sucrose intake over the 8 weeks. (D) The IA female mice showed a significantly higher daily intake
than males, starting at week 5. The CA female mice showed a significantly higher daily sucrose intake
than males throughout the 8 weeks. (IA: intermittent access; CA: continuous access; NA : No access; BW:
bodyweight). Data presented as group mean per week + SEM. ***:p< 0.001; **:p<0.01

Sucrose bingeing over 8 weeks does not alter well-being, and anxiety-like
behavior

In the burrowing test we observed a significant sex effect, with females digging

less than males independently of their sucrose access (F(1,39)=6.98; p=0.012) (Figure

23A). Moreover, mixed ANOVA also highlighted an interaction effect between group

IAvs CA
dokok
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and week of the test (F(2,39=7.98; p=0.001), with IA inducing increased digging
(t=2.466; p=0.0182), and CA decreased digging (t=3.038; p=0.0042) over 8 weeks of
sucrose access, with no effect in the NA group (t=0.813; p=0.4212). A significant
interaction between group, sex and time of testing (F(2,39)=5.03; p=0.011) showed that
decreased digging at 8 weeks in the CA group was mainly due to females (t=4.428;
p=0.0004), with no differences in males (1=0.286; p=0.9918) (Figure 23A).

Analysis of nesting test data revealed a group (t2,84=13.4294; p=0.0012) and
sex (t1,84=9.8746; p=0.0017) effect, without any time effect (t2,84)=0.1279; p=0.7206),
or interaction between these factors (Figure 23B). Further analysis showed that males
reached higher nesting scores than females (z=1.916; p=0.0554), independently of
group. Moreover, concerning the group effect, CA mice had significantly lower scores
than mice from the NA group (z=-2.087; p=0.0369), and lower IA group according to z-
score, despite no significant p-value (z=-1.824; p=0.0682).

In the splash test, mixed ANOVA for cohort D did not show any effect of sex,
group and time on grooming duration (F(2,39)=0.01; p=0.994) (Figure 23C) or episodes
(F(2,39)=0.75; p=0.479) (Supplementary figure 3). Whereas on cohort E, statistical
analysis revealed a group (F39=3.3; p=0.047) associated with a sex effect
(F2,39)=5.72; p=0.007) on grooming duration (Figure 23C). CA group groomed for
significant less time compared to NA group (t=2.571; p=0.0367). Moreover, females
from CA group spent less time grooming compared to CA males (t=3.013; p=0.0045)
and to females of the NA group (t=4.055; p=0.0007). Comparable results were
obtained for episodes (F(2,39)=4.53; p=0.017) of grooming, with females of the CA group
displaying fewer episodes than CA males (t=2.826; p=0.0074), and females from the
NA group (t=3.186; p=0.0078) (Supplementary figure 26). There was no group effect
on grooming in males.

Figure 23. Well-being and activity measures through 8 weeks of sucrose bingeing

(A) In the burrowing test, the IA group showed a significant increase of their digging activity, whereas the
CA mice decreased this behavior. Females dug significantly less than males in all groups. (B) In the nesting
test, CA group displayed significantly lower scores in comparison to the NA group. Moreover,
independently of the group, males reached higher scores than females. (C) In the splash test, there was
no difference between the three groups for cohort D in grooming durations and episodes. Interestingly,
in a distinct cohort (cohort E), sex differences were observed, with CA female mice grooming less than
male counterparts, and less than NA female mice. (D) In the urine sniffing test, male mice spent more
time and underwent more episodes sniffing female urine compared to male urine, without any group
effect. (E) Open field test before the beginning of sucrose access showed similar activity between all
groups. (F) In the elevated plus maze test, no significant difference in the number of entries or time spent
in the open arms was observed, following the 8-week sucrose bingeing paradigm. (G) Global locomotor
activity was significantly decreased during the last 3h of the dark period in the IA group compared to NA
and CA groups. (IA: intermittent access; CA: continuous access; NA: No access). Data are from n=7-
8/group/sex for all experiments except for locomotor activity (n=5/group/sex). Data presented as group
mean * SEM. ***:p< 0.001; **:p<0.01; p:*<0.05.
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For the UST test, sexes were analyzed separately using a two-way ANOVA for
group and urine origin effects. Interestingly, sex effect but no group effect was
observed. Higher sniffing duration and episodes of sniffing the female urine compared
to male urine was observed in both male (F1,42=12.3197; p=0.0011; F(1,42)=8.0104;
p=0.0071) (Figure 23C) and female (F,36=10.2912; p=0.0028; F1,3=8.1777;
p=0.007) mice (Supplementary figure 27).

In the open field (Figure 23E), two-way ANOVA showed an effect of group and
sex on the total distance traveled (F(2,39=3.823; p=0.0305), with no specific
group(F(2,39)=0.8285; p=0.4442) or sex (F1,39=0.6907; p=0.411) effect, and post hoc
analysis did not reveal any specific differences. Moreover, time spent in the center of
the open field before the beginning of the sucrose access paradigm was similar
between groups and sexes (F(2,39=2.3845; p=0.1054). In the EPM, neither group or
sex induced modifications of the percentage of time spent (F,37)=1.0361; p=0.3649)
(Figure 23F) and the number of entries (F(2,37)=0.8075; p=0.4537) (Supplementary
figure 5) in the open arms. Even if no significant difference in the percentage of time
spentin closed arms (F(2,37)=1.0361; p=0.3649) was obtained, a significant group effect
was revealed (F2,37y=4.1611; p=0.0234) for the number of entries in closed arms, which
was specifically decreased in the CA group compared to the IA group (t=3.6667;
p=0.0176) (Supplementary figure 28).

Global locomotor activity was measured during the second and last weeks of
the bingeing paradigm (dark phase), and no significant difference between sexes or
groups was revealed. A decreased activity at the end of the night period (starting at 5
a.m) was observed in the animals of the |IA group compared to the NA group
(t390)=2.167; p=0.0389) and CA group (t390)=2.904; p=0.0309) (Figure 23G). Mixed
ANOVA of the total number of crossings revealed a significant time effect between
week 2 and week 8 (F(1,23=27.83; p<0.001), with a global decrease in all animals
(Supplementary figure 29). Sucrose access and sex had no effect on global activity,

nor was there any interaction between the factors.
Discussion

The current study shows for the first time that sucrose bingeing in mice modifies
positive reinforcing effect of EtOH in a CPP paradigm, at least at a 3 g.kg™' dose. When
we tested lower (2 g.kg™) and higher (4 g.kg™") doses of EtOH, there was no EtOH-
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CPP in any group. In our conditions, EtOH consumption in an EtOH preference test is
not impacted by previous sucrose exposure. Avena and co-workers reported that
sucrose bingeing rats (10%, 12h/d, 3 weeks), subsequently stopped for 3 days,
consumed more EtOH at the highest concentration tested (9%, two-bottle choice
paradigm) compared to those with ad libitum access to sucrose or chow. In contrast,
this effect was opposite at a lower concentration (7%), suggesting a modulation of
sensitivity towards EtOH (Avena et al., 2004). In another study, adult rats on an
intermittent HFD (24h, twice a week, 5 weeks) displayed attenuated acquisition of
EtOH intake (20%, two-bottle choice paradigm) (Sirohi et al., 2017). In contrast,
intermittent exposure to HFD (2h/d, 3d/week) induced a higher sensitivity to the
conditioned rewarding effects of subthreshold doses of ethanol and produced greater
ethanol consumption. High-fat binge also induced higher motivation to obtain EtOH
(Blanco-Gandia et al., 2017). A more recent study from the same authors showed that,
after 2 weeks without the HFD, young adult mice exposed to sucrose during
adolescence increased their consumption of EtOH and showed greater motivation to
obtain EtOH, but no effects were observed in the EtOH-CPP test (Blanco-Gandia et
al., 2018). These results suggest that withdrawal of palatable food may differentially
influence the conditioned rewarding effect of EtOH, without affecting its primary
reinforcing effects. Interestingly, bingeing mice show increased sensitivity to the
rewarding effects of cocaine, with the development of a CPP at a low dose that was
not effective in standard fed mice (Blanco-Gandia et al., 2017). Moreover, these
animals showed enhanced cocaine self-administration and heightened vulnerability to
relapse in seeking cocaine (Blanco-Gandia et al., 2017). In contrast, impairment in a
cocaine-CPP was observed following continuous HFD in adolescent male mice (4
weeks) (Morales et al., 2012). Noticeably, the latter experiment was performed on
adolescent C57BI/6 mice whereas Blanco-Gandia and colleagues used adolescent
male OF1 mice, which may partly explain discrepancies with our results using adult
C57BI/6 mice and a distinct intermittent palatable food access paradigm. Indeed, it is
well described that differents-bingeing profiles may occur depending on the strains
(Babbs et al., 2018), and that adolescent are more prone to binge eating (Bekker et
al., 2014). Altogether, we provide here new evidence that different macronutrients may
differentially affect reward responses to EtOH, and this may apply to other reinforcing

stimuli.
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Sucrose bingeing behavior, assessed by higher intake of sucrose solution
during the 15t h of access, was observed in mice with intermittent access in comparison
to mice with continuous access. This was successfully reproduced in multiple cohorts
and maintained over an extended period of 8 weeks. Interestingly, female mice
displayed an exacerbated bingeing behavior (g/BW) compared to males in this
prolonged paradigm. Our result is in line with previous preclinical studies in mice or
rats, showing sex differences in bingeing animals. Higher consumption in females was
reported in rats with intermittent access to vanilla frosting (3 d/week, 5 weeks), with
males showing higher chow intake (Klump et al., 2013). In this study, the rate of binge
eating prone phenotype, defined as more frosting intake than the median consumption
during the first 4h of access (Boggiano et al., 2007), was two to six time higher in
females compare to males, suggesting a sex vulnerability for binge eating. In another
5-week paradigm using intermittent access to shortening (20 min, 3 times/week),
intake escalated faster in female rats (Babbs et al., 2011). Systemic injection of 2-
hydroxyestradiol, an estradiol metabolite, following the 5-week access and just before
fat access, increased shortening intake only in bingeing rats. The authors suggested
that female sexual hormones play a critical role in the amount of palatable food
consumed during binge episodes, probably through altered DA signaling processes,
but specific mechanisms are still unknown. In a drinking in the dark procedure with
sucrose (5%, 4 days), female mice showed higher bingeing behavior than males
(g/BW) (Wei et al., 2021). Interestingly, naive female mice in this study were more
vulnerable to the reinforcing properties of sucrose in an operant paradigm, with higher
lever pressing during the time out period of the task and during a progressive ratio task,
indicating higher persistence and motivation for sucrose. However, when sugar taste
was made bitter, lever pressing to obtain the solution was equally reduced in both
males and females. These results suggest an enhanced addictive-like phenotype for
sucrose in females compared to males, despite no sex difference for compulsivity.
Together with our results, accumulating evidence indicates a higher vulnerability for

sucrose bingeing in females.

Among well-being tests, we analyzed burrowing performances in mice following
sucrose access. Such behavior is altered in models of neurodegenerative diseases
and chronic pain, in the absence of locomotor impairments (Jirkof, 2014). The IA group
displayed an increased digging behavior over time, suggesting that prolonged sucrose
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bingeing behavior enhances well-being in mice. In contrast, females from the CA group
showed a decrease digging ability over time, suggesting a higher sensitivity to develop
well-being alterations. Interestingly, we observed a sex effect, independently of the
group, in the burrowing test, with female displacing less clay marbles than male mice.
This difference may not depend on the weight of the marbles as some females reached
ceiling levels of marble removal after a 15h period. Such sex effect was not previously
reported with excessive sucrose intake, and no differences could be detected in a study
investigating food restriction stress using this test (Pond et al., 2021). Our results
therefore highlight the importance of assessing well-being in both sexes, as diet
exposure may differentially impact these behaviors.

We also evaluated anxiety-like behavior, using two classical tests, the open field
(Zhu et al., 2014) and the EPM (Walf and Frye, 2007). The open field test with bright
illumination is well-known to measure anxiety-like behavior, in the context of chronic
restrain stress and unpredictable chronic mild stress in mice, which induce decrease
time spend in the center (Zhu et al., 2014). Moreover, anxiolytic treatments decrease
anxiety-like behavior in this test (Choleris, 2001; Birkett et al., 2011). In our study, the
open field test was conducted before sucrose access to obtain a baseline measure of
anxiety-like behavior. As expected, no difference of time spent in the center of the
arena was observed between groups, indicating equivalent levels of anxiety between
groups before the beginning of the diet. To determine the impact of prolonged sucrose
exposure, we then conducted the EPM test at the end of the 8-week paradigm, a test
that is usually not repeated to avoid any habituation on subsequent exposures (Lee
and Rodgers, 1990; Treit et al., 1993). Our results indicate that no effect of sucrose
bingeing behavior was observed in the EPM, with bingeing mice spending the same
amount of time in the open arms, compared to the two other groups. In previous rodent
studies investigating the effect of excessive palatable food intake on anxiety, results
have been mixed. In a paradigm using oreo cookies (2h/alternate days/4 weeks), no
anxiety was detected in the bingeing female rats with either the EPM or the open field
test (Hussain and Krishnamurthy, 2018), with the test being repeated 4 times
throughout the 4-week access. In other paradigms, alteration of the behavior was only
observed when it was assessed following forced abstinence. Male mice submitted to
HFD (2h/d, 6 weeks) spent less time in the open arms following 2 weeks forced
abstinence in comparison to animals without a period of abstinence (tested at the end
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of the 6!" week of access), and to controls fed with a standard diet (Blanco-Gandia et
al., 2019). However, this anxiogenic effect was not specific to the bingeing behavior,
as a similar effect was obtained in the continuous access group. In another study
conducted in rat, a period of 36h fasting following bingeing 10% sucrose, (12h
access/12h food-deprived), reduced the time spent in the open arms compared with
control animals fed with a standard diet (Avena et al.,, 2008a). This experimental
procedure appears stressful to the animals, with multiple and prolonged periods of food
deprivation, and may exacerbate the anxiety-like behavior. Interestingly, similar
anxiogenic results were seen in bingeing mice (10% sucrose, 2h/d, 2 weeks), with the
EPM being conducted just before the daily access, so following 20h forced abstinence
(Xu and Reichelt, 2018). Moreover, an open field test conducted just after the 2h
sucrose access period, indicated equivalent time spent in the center as the control
group. These results suggest that the intermittent access enhanced anxiety-like
behavior probably due to repeated forced abstinence periods, whereas exposure to
sucrose could alleviate this effect. Altogether, these results suggest that excessive
palatable food consumption followed by forced abstinence rather than bingeing
behavior induces increased anxiety-like behavior. In our conditions, the EPM was
conducted just after the IA group sucrose session, in a time window of 1h to 5h, and
we did not observe altered anxiety-like behavior.

Concerning the impact of continuous sucrose access on anxiety, and in
accordance with other studies with high-carbohydrate diet in male mice for either 5
(Teegarden and Bale, 2007), 11 (Pyndt Jgrgensen et al., 2014), 12 (Santos et al.,
2018) or 25 (Cao et al., 2007) weeks, we did not observe altered anxiety-like behavior.
Other studies using sucrose, fructose or honey with continuous access for 1 month or
1 year did not reveal any anxiety using the EPM or the zero-maze tests (Chepulis et
al., 2009; Hsu et al., 2015). Nevertheless, in a recent study investigating the effect of
sugar-sweetened beverage (bubble tea, 30 days) in male mice, increased anxiety was
observed when the test was performed 2 days after the last session (Yao et al., 2022).
It is also possible that the nature of nutrients can differentially alter anxiety-like
behavior, as a 8-week access of a saturated, but not an unsaturated HFD, decreased
time spent in the open arms in both male and female mice (Décarie-Spain et al., 2018,
2021). This is in contrast to the absence of anxiety phenotype in mice exposed to a 6-
week HFD, a phenotype that was revealed following 2 weeks of forced abstinence
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(Blanco-Gandia et al., 2019). In this particular case, it is possible that 6 weeks of HFD
was not sufficient to alter anxiety-like behavior, or that the ratio between saturated and
unsaturated fat was not deleterious in this diet, which could explain discrepancies
between these studies. To our knowledge, our study is the first to investigate the effect
of high-sucrose consumption on anxiety-like behavior in female mice, and no sex

difference was highlighted.

Using nesting, splash and UST tests, we evaluated daily-life alterations in
rodents, aspects that are generally affected in patients with depressive disorders,
characterized by loss of pleasure and interest, that affect goal-directed behavior.
Depressive-like behaviors in these tests are restored by antidepressant treatments
(Yalcin et al., 2005; Malkesman et al., 2010; Farooq et al., 2018). In our conditions,
sucrose bingeing did not alter nesting, grooming or urine scent behaviors suggesting
no impact on depressive-like behavior. Interestingly, we observed a sex effect
independently of the group in the nesting test, with males showing greater scores.
Some studies using the same scoring scale found similar scores in male and female
mice (Hohlbaum et al., 2018; Xiong et al., 2018; Jacobson et al., 2020), whereas
another study highlighted a sex effect specifically in C57BL/6J mice (Gaskill et al.,
2013), probably due to difference in thermoregulatory processes, a parameter that was
not assessed in our protocol. Interestingly, our results suggest a potential effect of
sucrose access on depressive-like behavior following continuous access, with
significantly lower scores in the nesting test compared to controls, and less grooming
in the splash test, an effect specifically attributed to females (cohort E). The latter effect
was not observed in both cohorts, underlining a lightweight effect. In both nesting and
splash tests, decreased ability was not time dependent, suggesting that alteration of
depressive-like behavior induced by CA to sucrose did not worsen with prolonged
access. Finally, the UST was not impacted by CA to sucrose. This test was originally
set up in males following a learned helplessness paradigm (Malkesman et al., 2010),
and we found that females also displayed a difference in time spent sniffing male vs
female urine, independently of the group. Altogether, our results suggest a slight
alteration of depressive-like behavior induced by CA to sucrose, with females being
more prone to these alterations than males.

In conclusion, results of this study provide new insights into the impact of

sucrose bingeing behavior on alcohol reward and emotional states, in male and female
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mice. Sucrose bingeing blocks EtOH CPP in both sexes, without marked changes in
emotional state. Interestingly, prolonging sucrose access triggers some signs of
emotional state alterations, especially in females. Further studies will explore which
specific mechanisms are involved in these processes for each sex, which could open
new strategies for the treatment of BED and associated comorbidities.
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Supplementary Figure 24. Pilot CPP test and Ethanol preference

(A)A pilot CPP experiment was conducted in naive mice exposed to either saline or two doses of EtOH (2
and 3g.kg”"). Results indicated an EtOH-CPP at 2 and 3g.kg™", with mice spending more time in the EtOH
paired compartment compared to the NaCl paired one (2 g.kg: t=2.948; p=0.008; 3 g.kg: t=5.230;
p<0.0001), respectively. (B) Following the bingeing paradigm, mice were evaluated in an EtOH
preference test with 4 days access to distinct EtOH concentrations. All groups preferred lower
concentrations (3%, 6% and 9%) than higher ones (12% and 15%), without group*concentration or group
effect.
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Supplementary Figure 25. Sucrose intake during 8 weeks of sucrose bingeing
paradigm n
producing similar results as for cohort D (Figure 4) were obtained. (A) Mice from the IA group (open
circles) significantly escalated their sucrose intake over 8 weeks, compared to the CA group (dark circles)
during the first hour. (B) During the 1°" hour of sucrose access, the IA female mice (open green) consumed
significantly more sucrose than their male counterparts (open blue), with no sex difference for the CA
groups. (C) Daily access was significantly higher in the CA group compared to the IA group. The IA group
showed an increase of daily sucrose intake over the 8 weeks. (D) The IA female mice showed a significantly
higher daily intake than males, starting at week 7. The CA female mice showed a significantly higher daily
sucrose intake starting at week 2. (IA: intermittent access; CA: continuous access; NA : No access; BW:
bodyweight). Data presented as group mean per week = SEM. ***:p< 0.001; **:p<0.01
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Supplementary Figure 26. Number of grooming episodes during the splash test

In cohort D number of grooming episodes during splash test was similar between groups and sexes. In
cohort E number of grooming episodes was lower in CA females compared to males of the same group
and to females of the NA group. (IA: intermittent access; CA: continuous access; NA : No access). Data
presented as group mean per week = SEM. **:p<0.01
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Supplementary Figure 27. UST test in female mice

Females scented less male urine compared to female urine during the UST, attested by lower number
and time spent sniffing. (IA: intermittent access; CA: continuous access; NA : No access; BW: bodyweight).
Data presented as group mean per week + SEM. ***:p< 0.001; **:p<0.01
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Supplementary Figure 28. Number of entries in arms during the EPM

Number of entries in open arms was similar between groups. Whereas mice in the CA entered less in the
closed arms compared to IA group. (IA: intermittent access; CA: continuous access; NA : No access; BW:
bodyweight). Data presented as group mean per week + SEM. *:p<0.05
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Supplementary Figure 29. Actometry

Total back and forth during the night period (from 7 p.m to 7 a.m) was reduced in week 8 compared to
week 2 (F,29=27.83; p<0.001) in all groups. Spontaneous locomotor activity measured during week 2 of
sucrose access A decreased activity at the time of switch from dark to light (7 a.m) was observed in the
animals of the IA group compared to the CA group (tes.s130=2.035; p= 0.0457). Data presented as group
mean per week + SEM. ***:p< 0.001

124



B. Résultats supplémentaires

1. Mise au point d’un test de light/dark

Afin de mieux caractériser les comportements de types anxieux lors du
protocole de BS nous avons mis au point un test de light/dark (protocole détaillé p. 89),
d’apres des expériences précédentes menées au laboratoire (Roeckel et al., 2018).
La mise au point de ce test est faite chez des souris C57BL/6J agées de 13 mois, et
comme attendu ces animaux passent plus de temps dans le compartiment sombre que
dans le compartiment éclairé (Figure 30 A,B), le temps passé dans la zone centrale
étant inférieur au temps passé dans les deux autres compartiments. Le test traditionnel
du light/dark ne comprenant pas de compartiment intermédiaire entre les zones
sombre et éclairée, nous avons analysé nos données en excluant cette zone, en
calculant le pourcentage de temps passé dans chacun des compartiments (sombre ou
éclairé) par rapport au temps total passé dans les compartiments sombre et éclairé
(soit le temps total moins le temps passé dans la zone centrale) (Figure 30C). Les
conditions de cette mise au point sont validées par des résultats similaires a ceux
reportés dans la littérature avec 40% du temps passé dans le compartiment éclairé
(Simon et al., 2013).
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Figure 30. Mise au point du test du light/dark chez des souris C57BL/6J

(A) Temps passé dans les compartiments sombre (dark), éclairé (light) et la zone centrale (center), en
secondes, pour un test de 10 min chez des souris C57BL/6J de 13 mois. (B) Pourcentage de temps passé
dans les différents compartiments, rapporté a la durée totale du test. (C) Pourcentage de temps passé

dans les compartiments sombre et éclairé en excluant le temps passé dans la zone centrale. Les données
sont exprimées en moyenne #SEM.x

Le test du light/dark est réalisé dans la cohorte D aprés 2 (données non

montrées) et 8 semaines (Figure 31) d’accés au sucre. Malgré des paramétres utilisés

identiques a ceux de la mise au point, les résultats obtenus ne permettent pas de
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conclure sur I'effet du BS sur I'état émotionnel. En effet, les animaux des trois groupes
passent plus de temps dans le compartiment lumineux comparé au sombre (Figure
31A, B). Le temps passé dans la zone centrale est bien inférieur au temps passé dans
les 2 autres compartiments. L’analyse réalisée sans prendre en compte le temps passé
dans la zone centrale révéle un pourcentage de temps passé dans les compartiments
sombre et éclairé pratiquement identique (Figure 31C). De plus, le temps passé dans
les différents compartiments est similaire entre les trois groupes d’acces. Les résultats
sont similaires a 2 et 8 semaines d’accés au sucre.
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Figure 31. Test du light/dark aprés 8 semaines de binge saccharose

(A) Temps passé dans les compartiments sombre (dark), éclairé (light) et la zone centrale (center), en
secondes, pour un test de 10 min durant la 8°™ semaine du paradigme de binge saccharose. (B)
Pourcentage de temps passé dans les différents compartiments, rapporté a la durée totale du test. (C)
Pourcentage de temps passé dans les compartiments sombre et éclairé en excluant le temps passé dans

la zone centrale. NA : non accés ; CA : acces continu ; IA : acces intermittent. Les données sont exprimées
en moyenne #SEM.

Ainsi, les résultats obtenus dans la cohorte D lors du test du light/dark ne nous
permettent pas de conclure sur le comportement de type anxieux lors d’'un protocole
de BS. La luminosité utilisée dans le compartiment éclairé (>3000 Lux) est
normalement aversive pour ces animaux nocturnes. L’age pourrait étre un facteur
limitant dans nos conditions, les souris utilisées pour la mise au point étant beaucoup

plus agées (13 mois), que celles utilisées dans nos conditions expérimentales (4 mois
a la fin du protocole de BS).
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2. Impact du protocole de binge saccharose sur les seuils de sensibilité

mécaniques et thermiques

Dans le but d’évaluer I'impact du comportement de binge sur la sensibilité
mécanique et thermique des tests de nociception sont réalisés lors des 2°me, 4éme et
8°m¢ semaines d’'accés au sucre dans la cohorte D (Figure 18). Les valeurs de
référence (baseline) sont mesurées avant le début du protocole de BS (Figure 18).
Les protocoles des tests sont détaillés dans la partie « Matériels et Méthodes général »

de ce manuscrit (p. 82).

La mesure de la sensibilité mécanique par le test du filament de Von Frey ne
révéle pas de différence du seuil de retrait de la patte entre les groupes. Une diminution
de seuil est observée au cours du temps dans les trois groupes indépendamment des

conditions d'accés au saccharose (Fe252=12.8; p<0.001) (Figure 32).

Von Frey test
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Figure 32. Mesure de la sensibilité mécanique durant le protocole de binge
saccharose

Le seuil de retrait de la patte diminue au cours du temps dans les trois groupes d‘accés. Les seuils
nociceptifs sont inférieurs lors des semaines 4 et 8 en comparaison des seuils de références (baseline)
(p<0.0001; p=0.0019) et de la deuxieme semaine d‘acces au saccharose (p<0.0001; p=0.0128)
indépendamment des conditions d’accés au saccharose. Les données sont exprimées en moyenne #SEM.
NA : non accés ; CA : accés continu ; IA : accés intermittent. **p<0.001 ; ***p<0.0001.
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La sensibilité thermique est évaluée par le test du plantar. Pour des raisons
techniques ce test n'a pas pu étre réalisé lors de la 2™ semaine d'accés au
saccharose. La latence de retrait de la patte est similaire entre les trois groupes
d’accés avant le début de I'accés a la solution de saccharose, ainsi que lors de la 4°™¢
et 8°™ semaine d’accés (Figure 33). La latence de retrait de la patte lors d’un stimulus
chaud diminue au cours du temps indépendamment du groupe d’accés a la solution
(F(5,210=4.27 ; p=0. 001), avec une diminution significative lors de la semaine 4 en
comparaison de la BL (t=3.228 ; p=0.0273).

Plantar test
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Figure 33. Mesure de la sensibilité thermique au chaud durant le protocole de
binge saccharose

La latence de retrait de la patte diminue au cours du temps dans les trois groupes d’accés. Les seuils
nociceptifs sont inférieurs lors de la semaine 4 en comparaison des seuils de références (baseline)
(p=0.0273) indépendamment des conditions d’accés au saccharose. Les données sont exprimées en
moyenne #SEM. NA : non acces ; CA : acces continu ; IA : acces intermittent. *p<0.05.

Le test de la plaque froide permet de mesurer la sensibilité mécanique au froid
par la mesure de la latence d’'une réponse nociceptive. Les latences sont équivalentes
entre les trois groupes d’accés avant le début de I'acces a la solution sucrée (Figure
34). Malgré l'utilisation de parameétres classiquement utilisés dans la littérature avec
une température de 2°C et un temps d’exposition de 20 s maximum un effet plateau
est observé avec une majorité de souris ne présentant pas de comportements
nociceptifs dans cet intervalle de temps. Une diminution de la latence de réponse
nociceptive au cours du temps est observée indépendamment du groupe d’accés
(F(6,246)=7.32 ; p<0.001).
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Cold plate test
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Figure 34. Mesure de la sensibilité thermique au froid durant le protocole de
binge saccharose

La latence de réponse nociceptive diminue au cours du temps dans les trois groupes d‘acces. Les seuils
nociceptifs sont inférieurs lors des semaines 4 et 8 en comparaison des seuils de références (baseline)
(p=0.0320 ; p=0.007) indépendamment des conditions d’accés au saccharose. Ainsi qu’entre la 2°™
semaine d’accés a la solution de saccharose et la 8°™ semaine d'accés (p=0.0007). Les données sont
exprimées en moyenne #SEM. NA : non acces ; CA : accés continu ; IA : acceés intermittent. *p<0.05 ;
**p<0.001 ; ***p<0.0001.

Dans nos conditions expérimentales le comportement de binge saccharose ne

modifie pas les seuils nociceptifs mécaniques ou thermiques.

Ces données seront intégrées a un article en préparation intitulé : Increased
mechanical sensitivity following alcohol or sucrose forced abstinence in mice (Awad
G, Aubry AS, Chu Sin Chung P, Décosterd |, Olmstead MC, Befort K).

3. Comportement de binge saccharose chez des souris groupées

Le protocole de BS a été initialement mis au point chez des souris isolées afin
d’obtenir des mesures de consommation précises pour chaque individu. Cependant,
la réglementation européenne exige de respecter la régle des 3R (remplacer, raffiner,
réduire) en expérimentation animale, il nous a donc semblé pertinent de tester ce
protocole chez des animaux groupeés, I'isolement constituant une source de stress
pour les souris (Berry et al., 2012). Ce travail a été réalisé par Audrey Faesser,
étudiante en M2 que j'ai encadrée en 2022. En paralléle de la cohorte D, une cohorte
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de 48 souris males et femelles, ou les animaux sont hébergés par 4 par cage est
soumise au protocole de BS durant 8 semaines. Afin d’éviter des comportements
agressifs entre les animaux pour I'accés aux différents items, 2 pipettes d’eau et 2
pipettes de solution sucrée sont disposées dans chaque cage. La consommation de
nourriture et de liquides des animaux, ainsi que leur poids sont mesurés comme décrit
dans le protocole (voir p. 79). La consommation mesurée pour chaque cage est ensuite

divisée par le nombre d’animaux par cage, et rapportée au poids de chaque animal.

De fagon intéressante un profil de consommation de solution sucrée similaire a
celui des souris isolées est observé lors de la premiére heure d’accés a la solution
sucrée. En effet, chez les animaux groupés les animaux du groupe IA consomment
plus de solution de saccharose que les animaux du groupe CA (t41.8=6.094 ;
p=2.96.107") (Figure 35A). La consommation augmente au cours du temps dans le
groupe IA (t224)=16.125 ; p<2.10'®). De plus, les femelles consomment des quantités
plus importantes de solution sucrée comparées aux males dans le groupe IA
(t224=7.313 ; p=4.59.10-12) (Figure 35B). Malgré un profil similaire aux souris isolées,
certains paramétres mesurés présentent des différences dans le groupe CA. En effet,
chez les animaux groupés une augmentation de la consommation de solution sucrée
au cours du temps est observée dans le groupe CA (t224)=5.986 ; p=8.45.10"°) (Figure
35A), ce qui n'est pas le cas chez les animaux isolés, ainsi qu’un effet du sexe sur la
consommation avec des femelles consommant plus que les méles dans le méme
groupe (t224)=2.456; p=0.0148) (Figure 35B).

La consommation journaliere de solution sucrée présente également un profile
similaire a celui observé chez les animaux isolés. En effet, la consommation est plus
importante chez les animaux du groupe CA en comparaison du groupe IA
(t42=12.130 ; p=2.28.10""%) (Figure 35C). De plus, le groupe IA présente une
augmentation de la consommation de solution sucrée au cours du temps (t(224)=8.086 ;
p=3.85.10"4). Une différence de consommation est observée entre les sexes avec une
consommation plus importante au cours du temps chez les femelles en comparaison
des males (A : t224=3.178 ; p=0.00169 ; CA : t224y=5.042 ; p=9.51.10"") (Figure 35D).
Contrairement aux souris isolées la consommation de solution sucrée augmente au
cours du temps dans le groupe CA chez les individus groupés (t(224)=7.032 ; p=2.44.10
) (Figure 35C).

130



15t hour intake Daily intake

>
@)

0.06- A s 0.6-
- CA ¥k
: 5
2 et
2 0.041 e’"é AveCA 0.4
- skkk
3 @~ CA sk !S‘XSCA
ﬁ 1A
E 0.02- ._-/0—5\./-/'/; 0.2- o
[ -8
I ca-—-0-—&
o----&
5 o--&
@ 0.0t—F—mF————— 0.0——————
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Weeks Weeks

CA males vs females sk
IA males vs females %

o
O

0.08+ IA males vs females % 0.6+

CA males vs females ¥%*x

0.06 _g-a—D

Q}__é———ea— 0.4+

e B D
_- - (=l
[} PSP i \/‘\'/‘-*——./.

Sucrose intake per BW (mL/g)
S
'y
L

&--
._*—‘;@:':: " -
0.02- @/
——"
@ E T S _8---e
0== g e 8.
000 T T T T L) T 00 T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Weeks Weeks

® CA @® Female
O A ® Male

Figure 35. Consommation de solution sucrée lors du protocole de binge saccharose
chez des souris groupées

(A) Chez des souris hébergées a 4 par cage, la consommation de solution sucrée durant la premiére heure
d’accés est plus importante chez des individus ayant un accés intermittent (IA) en comparaison des
individus ayant un accés continu (CA) a la solution. (B) Durant la premiére heure d‘acceés les femelles des
groupes IA et CA consomment plus de solution de saccharose que les méles des mémes groupes. (C) La
consommation de saccharose journaliére est plus importante chez les animaux du groupe CA en
comparaison du groupe IA. (D) Les femelles consomment une quantité plus importante de solution sucrée
en comparaison des males dans les groupes CA et IA. Les données sont exprimées en moyenne #SEM.
**p<0.001 ; ***p<0.0001.

Malgreé des profils de consommation globalement similaires entre les animaux
groupés et isolés, avec une consommation de solution sucrée totale supérieure dans
le groupe IA en comparaison du groupe CA comme le montre le pourcentage de
calories totales imputables au saccharose (F1,58=453.1959; p<2.10'%) (Figure 36) ;
et la consommation de saccharose durant la 1°°h d’accés plus importante dans le

groupe IA en comparaison au groupe CA indépendamment des conditions
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d’hébergement (F(1,58=316.9744 ; p<2.2.10'¢). Cependant, on observe que le taux de
calories consommeées provenant de la solution de saccharose est supérieur chez les
souris isolées comparées aux groupées indépendamment du groupe d’accés
(F(1,58=8.7668 ; p=0.0044) (Figure 36). L’analyse statistique de la consommation
durant la 1¢® h d’accés ne montre pas d’effet des conditions d’hébergement ; mais
révéle un effet dépendant du groupe et des conditions d’hébergement
(F(1,58=12.6005 ; p=0.0008). L’analyse post-hoc de comparaisons par paire montre
que cet effet vient d'une consommation plus importante lors de la premiére heure
d’accés chez les souris isolées du groupe |IA, en comparaison des souris ayant les
mémes conditions d’acces au saccharose (=1.042 ; p=0.0018) (Figure 36).

Figure 36. Calories imputables au
saccharose chez des souris isolées et
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Les conditions d’hébergement n’ont pas impacté la prise de poids des animaux
durant les 8 semaines de protocole de BS (Figure 37). En effet, 'analyse statistique
montre seulement un effet groupe (F281)=14.2301 ; p=4.501.1%%) avec une prise de
poids significativement plus importante chez les individus du groupe CA en
comparaison du groupe IA (t=7.8228 ;p=2.10"°) et du groupe NA (t=8.365 ; p=7. 10°°).
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En conclusion, I'expérience menée chez des souris groupées a également
permis de modéliser un comportement de type binge, avec des profils de
consommation ressemblant a ceux observés chez les souris isolées. Cependant la
consommation de solution sucrée est inférieure chez les souris groupées en
comparaison des souris isolées, notamment la consommation durant la premiére
heure d’accés dans le groupe intermittent. Il semble donc que l'isolement favorise le
comportement de binge par une consommation de solution sucrée plus importante. De
facon intéressante, une étude modélisant le comportement de binge par une acces
intermittent de 2h, 3 jours par semaine a de la nourriture enrichie en gras (60%), chez
des souris femelles isolées ou hébergées par cage de deux montrent que la quantité
totale de nourriture consommeée est identique durant les 2h d’accés, indiquant une
comportement de binge chez les souris isolées et groupées (Kry and Cordeira, 2018).
Cependant, les souris isolées consomment une plus grande proportion de nourriture
durant les 15 premiéres minutes d’accés, suggérant une augmentation de I'anticipation
chez ces souris isolées. La réalisation du TST aprés 4 semaines d’isolement induit une
plus longue immobilité, ainsi qu'une latence de premiére immobilisation inférieure en
comparaisons des souris groupées, synonyme d’'un comportement de type dépressif
induit par l'isolement. || semble probable que cela contribue a I'exacerbation de la
consommation compulsive de nourriture palatable durant les premiéres minutes
d’acceés. Les tests comportementaux de bien-étre et d’anxiété n'ont pas été réalisés

chez les animaux groupés dans notre étude, ne nous permettant pas de conclure sur

*okok *kk Figure 37. Gain de poids aprés 8 semaines
N de binge saccharose chez des souris

Les souris ayant un acces continu (CA) a la solution
I de saccharose, présentent une prise de poids plus
. o importante a l'issu des 8 semaines d’accés, en

A = E i © comparaison des souris ayant un accés intermittent
Qo0 % (IA) ou pas d'accés (NA) a la solution. La prise de

ﬂ: " aad ke poids est similaire chez les souris hébergées en
80 cages individuelles ou groupées (4/cage). Les

A données sont exprimées en moyenne #SEM.
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ce point. De plus, en accord avec les mesures de poids dans notre étude, la prise de
poids est identique entre les conditions d’hébergement.

L’utilisation d’animaux groupés dans notre protocole diminue la précision des
mesures de consommation, et ne nous permettent pas de faire des analyses de
corrélations avec les donnée biochimiques ou moléculaires, nous avons donc décidé
de poursuivre nos expériences chez des animaux isolés. En effet, les équipements
dont nous disposons permettent une mesure de la consommation par cage. Des
liquomeétres couplés a un systéme de puce permettraient de monitorer la

consommation de solution sucrée de chaque animal.
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V. Binge saccharose : inflammation centrale et systémique et
modulations de 'ECS

A. Article 2 (manuscrit en préparation): Central and peripheric
inflammation in a prolonged model of excessive sucrose intake in male
and female mice

Cet article résulte d’'une collaboration avec Gaélle Awad, qui concernait I'étude
de limpact d’'une consommation excessive de sucre sur les processus de
neuroinflammation. Gaélle Awad a conduit les expériences de BS 2-semaines sur les
cohortes A et C, ainsi que les PCR sur tissus cérébraux suite a ce paradigme court.
J’ai pour ma part réalisé les expériences de BS 8-semaines, sur les cohortes D et E
qui sont les mémes que celles présentées dans l'article 1 (Figure 18). J'ai également
réalisé les analyses PCR sur tissus cérébraux suite a ce paradigme prolonge, avec
I'aide de Lise Schmitt étudiante de BTS. Lise a également contribué aux expériences
sur les tissus hépatiques, pour lesquelles Anouk Charlot, doctorante au CRBS, a
apporté son expertise. J'ai contribué aux expériences, a I'analyse des données et leur
représentation graphique et a la rédaction de l'article.
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Introduction

Binge eating disorder (BED), the most prevalent eating disorder in both men
and women concerning approximately 2% of the general population (Kessler et al.,
2013; Guerdjikova et al., 2019; Qian et al., 2022), is defined by an excessive food
intake in a short period of time associated with a sense of loss of control (American
Psychiatric Association, 2013a). Bingeing behavior is mainly directed toward highly
palatable food rich in fat and/or sugar (Bartholome et al., 2006; Forney et al., 2015;
Moraes et al.,, 2023). This excessive high caloric food intake explains the high
comorbidity between BED and obesity, with approximately 30% of BED patients
diagnosed as obese, according to body mass index >30 (Aguera et al,
2021).Neuroimaging studies in patients with BED point towards an implication of the
reward pathway in this disorder (Leenaerts et al., 2022). However, comprehensive
understanding of mechanisms involved in the development and maintenance of this

pathology is still needed.

The endocannabinoid system (ECS) is a neuromodulator system which is
involved in both physiologic and pathologic food intake (Di Marzo et al., 2001). First
observations of its implication in humans come from Cannabis consumers reporting
hyperphagia (Cota et al., 2003). In addition, rodent studies have shown that activation
of the cannabinoid receptor (CB) 1 by systemic injection of an agonist (either
endogenous or phytocannabinoid) increases food intake (Williams et al., 1998;
Williams and Kirkham, 1999), whereas its inhibition with an antagonist decreases food
intake (Colombo et al., 1998; Simiand et al., 1998; Rowland et al., 2001; de Sa
Nogueira et al.,, 2021). Moreover, intracerebral injections of endocannabinoids in
structures involved in homeostatic food intake (ventro-medial hypothalamus) and in
the reward pathway (nucleus accumbens; NAc) also result in increased food
consumption (Jamshidi and Taylor, 2001; Kirkham et al., 2002), showing a central
regulation of food intake by the ECS. Our team shows that diet-induced obesity, with
a 6-week high-fat high-sugar diet, modulates ECS gene expression in rat NAc (Bourdy
et al., 2021). Indeed, NAPE and FAAH coding for anandamide (AEA) synthesis and
degradation enzymes are respectively up- and down-regulated. Moreover, cluster
analysis reveals increased CB2 expression in NAc in high sucrose consumer rats.
There are growing evidences of the implication of the ECS in pathological conditions,
including obesity (Schulz et al., 2021) and BED (Bourdy and Befort, 2023). First of all,
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in patients with BED and obesity, dosage of endocannabinoids in plasma reveals an
increase levels of AEA and 2-arachydonylglycerol (2-AG), the two main endogenous
lipid ligands of the ECS, in comparison to patients with obesity without BED
(Monteleone et al., 2005; Yagin et al., 2020). Increased 2-AG is also observed in male
mouse plasma following bingeing episodes compared to levels before palatable food
access (Berland et al., 2022). Moreover, modifications of ECS gene expression have
been shown following binge eating behavior in brain reward related structures in rodent
models. Indeed, 28 days of sucrose bingeing in rats increased CB1 gene expression
in the NAc and AEA levels in the prefrontal cortex (PFC) (de Sa Nogueira et al., 2021).
In contrast, decreased CB1 relative gene expression has been described in the NAc
following 40 days of high fat bingeing rats (Blanco-Gandia et al., 2017). These
preclinical findings suggest opposite effects of sucrose and fat bingeing on central ECS

regulation.

Recent studies reveal a worse inflammatory profile, attested by higher levels of
pro-inflammatory markers in the plasma of obese patients with BED, in comparison to
obese patients without BED (Succurro et al., 2015; Caldas et al., 2022). Low-grade
systemic inflammation is already known to contribute to obesity physiopathology
(Khanna et al., 2022), and seems also implicated in BED. Interestingly, both high-fat
(HFD) and high-sugar (HS) diets are known to induce inflammatory response, which
propagate to the brain through blood or nerve signals known as the gut-brain axis
(Jamar et al., 2021). Most studies examining neuroinflammatory responses focus on
the effect of HFD in the hypothalamus considered as the feeding center of the brain
(De Souza et al., 2005; Waise et al., 2015; Gao et al., 2017; Cavaliere et al., 2018;
Daly et al., 2020). Recently, studies in mice reveal an increase of neuroinflammatory
markers expression in the reward system (NAc) following 8-week HFD (Décarie-Spain
et al., 2018, 2021). Interestingly, a preclinical study using a 12-week binge sucrose
paradigm, shows higher number of inflammatory cells in the plasma, associated with
higher number of microglial cells in the brain of sucrose bingeing rats in comparison to
rat fed with a standard diet (Patkar et al., 2021). All these data taken together indicate
that excessive intake of palatable food can lead to a low-grade inflammatory state in
the periphery and brain regions involved in food intake, and the reward pathway, which

could contribute to maladaptive eating patterns.
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Studies on feeding habits show that free sugar — defined as monosaccharides
and disaccharides added to food and beverages by the manufacturer, cook or
consumer, and sugars naturally present in honey, syrups, fruit juices and fruit juice
concentrates - consumption exceeds WHO guidelines in numerous countries (Azais-
Braesco et al., 2017; Walton et al., 2023), with sugar sweetened beverages (SSB)
mainly contributing to this sugar overconsumption (Azais-Braesco et al., 2017; Marriott
etal., 2019). Growing evidence indicate positive correlation between SSB consumption
and development of metabolic diseases such as obesity (Malik and Hu, 2022) or non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD) (Chen et al.,, 2019; Sekkarie et al., 2021).
Moreover, SSB are regularly consumed during bingeing episodes in BED patients
(Yousefi et al., 2022; Moraes et al., 2023). Together, these findings suggest that

excessive sucrose intake observed in bingeing may alter liver metabolism.

The primary aim of this study was to study the impact of excessive sucrose
intake following either continuous (CA) or intermittent (IA) access, over a short (2-
week) or long (8-week) period, on neuroinflammation and ECS gene expression in the
brain. We measured relative expression of genes involved in neuroinflammatory
response, and genes for the ECS in the PFC and NAc, two reward-related brain
structures. The second aim was to investigate the impact of excessive sucrose intake
in our paradigm on the liver, using histological and gPCR analysis. Ours study reveals
an inflammatory profile following 8 weeks of continuous sucrose access in both the

brain and the liver.
Materials and methods
Subjects

Male and female C57BL/6J mice were either from Charles River Laboratories,
4 weeks old upon arrival, or bred in the laboratory. They were housed 3 or 4
animals/cage under a 12-hour light dark cycle and standard temperature and humidity
conditions (22+2°C, 55+10%). One week before the beginning of sucrose access,
animals were isolated in standard cages (11.5 x 29.5 x 13 cm) and habituated to a two-
bottle choice paradigm with access to water only. All procedures in this report were
conducted in accordance with the European Communities Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) and approved by the Comité Régional d’Ethique en
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Matiére d’Expérimentation Animale de Strasbourg CREMEAS
(APAFIS#2018100414319951 and #2021091410585920).

High sucrose diet

Mice from 5 distinct cohorts were exposed to sucrose solution to explore
consequences on central and peripheric inflammatory response, as well as on the ECS
expression (Table 5). Caster sugar (Erstein, France) was dissolved in tap water,
measured as weight per volume (17.1% g/L), and delivered in 50 mL bottles in a two-
bottle choice protocol as previously (Supplementary figure 42) (Awad et al., 2020).
Briefly, all groups had access to water and standard food A04 (SAFE®, Augy, France)
(lipids : 8.4% ; carbohydrates : 72.4% ; sucrose : 4.4% ; proteins : 19.3%) ad libitum.
For the following 2 or 8 weeks, the intermittent access (IA) group received access to
sucrose for 4 h/day (Supplementary figure 42). The continuous access (CA) to
sucrose group was exposed 24h/d, and a control group had no access (NA) to sucrose.
Sucrose intake, divided by body weight (mL/g), was measured 1h, 4h, and 24h after
exposure. To avoid side preference, the placement (left or right) of the water and
sucrose bottles was alternated each session. Cohorts D and E were also submitted to
behavioral tests to measure emotional state (published in Awad et al, 2023). According
to the 3Rs policy for ethical animal used in research molecular analysis were also

conducted on the same animals.

Table 5 — Cohort informations

Sucrose access Cohort n Molecular analysis
A M=13 F=12
gPCR PFC, NAc
2 weeks B M=12 F=18
C M=12 F=11 Liver red oil staining and gPCR
gPCR PFC, NAc
D M=21 F=24 Liver red oil staining and gPCR
8 weeks Cytokine array serum (F)
E M=24 F=21 Cytokine array PFC (F)
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Tissue collection

Following the last session of access, mice were killed to perform brain
extraction. Coronal brain slices, 1 mm thick, were cut using a brain matrix chilled on
ice (Harvard apparatus, Holliston, MA, USA). Structures of interest were collected
according to the mouse brain stereotaxic atlas (Franklin and Paxinos, 2008) using
punches (PFC 2.8 to 1.78 mm from bregma, 1 punch/2 slices; NAc 1.78 to 0.86 mm
from bregma, bilateral punch/2 slices). Samples were immediately frozen on dry ice
and kept at -80°C until use.

Blood was collected in heparin coated tubes (BD Microtainer, PST LH tubes)
after decapitation (cohort D) and serum isolated following centrifugation (10min, 6000
rcf) (£100uL/mice), and then stored at -80°C. During the diet a drop of blood was
collected on a test strip for glycemia detection with a glucometer (One touch, Select
Plus) from the tip of the tail, after local application of anesthetic cream
(Lidocaine/prilocaine 5%, Biogaran), after the 4h sucrose access session of the IA
group, on weeks 2, 4 and 8

Livers were weighted and harvested for further analysis. A 3 mm? piece taken
from the right lobule was frozen in liquid nitrogen to conduct histological analysis.
Samples were also collected for gPCR analysis and kept at -80°C (Cohorts D and E).

Right gonadal adipose fat was dissected and weighted (Cohort E).
Brain and liver gene expression following sucrose bingeing paradigm

Gene expression in two brain structures (PFC and NAc) was measured
following 2-week sucrose access (cohorts A, B) and 8-week (cohort D). Total RNA was
extracted using Trizol (TR118, MRC) and chloroform (ratio 2/10) according to the
manufacturer’s instructions. RNA quality and quantity were measured with a
NanoVue™ spectrophotometer (GE healthcare). Reverse transcription was performed
on 750 ng of total RNA with iScript Reverse Transcription Supermix (iScript™ cDNA
Synthesis Kit, Biorad, France, #1708841). Real-time PCR was performed in triplicate
using a CFX96 Touch™ apparatus (Biorad, France) and Sso Advanced™ Universal
SYBR Green supermix (Biorad, France). Thermal cycling parameters were 30 s at 95
°C followed by 40 amplification cycles of 5 s at 95 -C and 45 s at 60 -C. For liver, total
RNA was extracted using commercial kit MagMaxTM mirVanaTM (#A27828). RNA
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quality and quantity were measured with Qubit (Invitrogen) fluorometer. Reverse
transcription and real-time PCR were performed as described previously for brain
tissues, starting with 1ug RNA. Primer sequences for all tested genes are provided in
Table 6. Expression levels were normalized to Rplp0O (36B4) gene levels, classically
used for brain or food related studies (Silberberg et al., 2009; Li et al., 2014) and
compared between controls (NA) and sucrose-exposed samples using the 2AACt

method (Livak and Schmittgen, 2001). Cq >33 was used as a cut-off.

Table 6 - Primer sequences

Target Forward primer Reverse primer

36B4 (NM_007475.5) TTCAATGGTGCCTCTGGAGAT TGAGATTCGGGATATGCTGTTG
CB1 (XM_036163626.1) GGGCAAATTTCCTTGTAGCA CAGGCTCAACGTGACTGAGA
CB2 (NM_001305278.1) AACGGTGGCTTGGAGTTCAA TAGAGCACGGCCATGTTCTC
FAAH (NM_010173.6) CCCCAGAAGCTGTGCTCTTT TCAGTCAGATAGGAGGTCACA
GFAP (XM_030245571.2) CAACTGCAGGCCTTGACCT TCTTCCTGTTCGCGCATTTG
Iba1 (NM_001409899.1) GTCCTTGAAGCGAATGCTGG CATTCTCAAGATGGCAGATC
TNFa (NM_001278601.1) CCGATGGGTTGTACCTTGTCT GTGGGTGAGGAGCACGTAGT
CCL2 (NM_011333.3) CCAACTCTCACTGAAGCCAGC CAGGCCCAGAAGCATGACA
CCL5 (NM_013653.3) TTTGCCTACCTCTCCCTCG CGACTGCAAGATTGGAGCACT

IL1B (XM_006498795.5) CGCAGCAGCACATCAACAAGAGC

TGTCCTCATCCTGGAAGGTCCACG

Red oil and hematoxyline-eosin staining

Liver sections (n=4/group/sex) were cut to 10 um (Cryostat Leica, CM3050 S)
and stained with red oil powder (Sigma-Aldrich) diluted in isopropanol 99%, and
hematoxylin (DiaPath) to highlight nuclei or hematoxylin (DiaPath) and eosin (Sigma-
Aldrich). Following red oil staining, 6 images per mouse were obtained at a 20X
objective (Leica, DM5500). Positive red pixels were quantified using Qupath 0.3.0
software, by automatic counting after setting a detection threshold. Inflammatory
infiltrates, steatosis and ballooning were scored as present or absent on hematoxylin-
eosin labelled slices at 20X magnification (Leica, DM5500).

Proteome profiler cytokine array

Mouse XL cytokine array kit (ARY028; Biotechne) was used based on the
manufacturer’s instruction, on female serum (pooled 6 mice, cohort D) and female PFC

(pooled 4 mice, cohort E) samples. PFC tissues were homogenized in PBS with
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protease inhibitor (cOmplete™, Merck) and triton, then centrifuged 5 min at 10 000 rcf
to isolate proteins. Serum samples were defrosted and used as is. Briefly, capture
antibodies have been spotted in duplicate on nitrocellulose membranes. Membranes
were first incubated with biological samples (2-8°C, overnight), followed by biotinylated
detection antibodies (room temperature, 1h), then streptavidin-HRP (room
temperature, 30min) and chemiluminescent detection reagents. Array signals were
visualized by Chemidoc (Biorad) chemiluminescent imaging system, the signal
produce is proportional to the amount of protein bound. Pixel density of each spot was
analyzed using protein array analyzer plugin of ImagedJ 1.53j software. Mean of 2 spots
is calculated for each target, and data are normalized according to reference spots.

List of cytokines screened is furnished in supplementary table 7.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using RStudio (Version v1.3.1093).
Sucrose intake over weeks was analyzed with a linear mixed model with
group*sex*cohort*time as fixed effects. Mixed analysis of variance (ANOVA) was used
for total consumption analysis with fixed effects group*sex*time*cohort. Weight gain
and gPCR were analyzed by 2-way ANOVA with group*sex as fixed effect. For both
mixed and 2-way ANOVA post hoc analysis were conducted by multiple comparisons
using the Bonferroni correction method. Non-parametric Kruskal-Wallis test was run
for the analysis of red oil positive pixels, followed by Dunn test with Bonferroni

correction, for multiple pair comparison.

Results
Continuous sucrose access for 2 weeks increases total caloric intake

Three independent cohorts were pooled (cohorts A, B and C, supplementary
figure 43; Table 5) as the global intake pattern was similar. Comparison of total caloric
intake displays a significant sex (F(182=59.1274; p=2.871.10"") and group
(F2,82=36.9269; p=3.673.10-1?) effects. Independently of the group of access, females
consume more calories than males (Figure 38A), for all items (chow: F1,82=13.72;
p=0.0004; sucrose: F(154=35.4838; p=2.10"7) . Moreover, animals in the CA group
consume significantly more calories than those in the two other groups (NA: t=3.704;
p<0.0011; 1A: t=2.916; p=0.0126), without difference between NA and IA total caloric

intake. Interestingly, animals in both CA and |A access groups consume less chow
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than controls (F(2:82=594.51; p=2.2.10"%) (CA: t=31.296; p<0.0001; IA: t=8.062;
p<0.0001), and CA group even less than the |IA group (1=23.234; p<0.0001). There is
a significant group effect on total caloric intake from sucrose (F1,54=1144.8055;
p<2.2.10°'%) (Figure 38A), with animals in the CA group consuming more sucrose
solution than animals in the IA group. Independently of the group of access, females
show a higher rate of calories coming from sucrose (CA= 69%; I1A=19%) than males
(CA=64%; IA=18%) (F(1,54=11.6747; p=0.0012) (Figure 38B, supplementary figure
46A).

Total liquid intake over 2 weeks shows a group effect (F(2,82=383.7275;
p<2.2.10-'%) with mice in the CA group drinking more than those in the IA (t=27.318;
p<0.0001) and NA (t=35.292; p<0.001) groups, and |IA group drinking more than the
control group (t=7.974; p<0.001). A significant sex effect is highlighted for total liquid
(F(1,82=34.8963; p=7.609.10%), water (F(1,82=4.8247; p=0.0309) and sucrose
(F(1,54=39.2787; p=6.338.10%) intake, with females consuming higher quantity than
males when data are report to animal body weight. Interestingly, group effect is also
seen for water (F282=24.7176; p=3.974.10°°) and sucrose (F(154=1227.2268;
p<2.2.10°'%) intake respectively (Figure 38B). CA mice decrease water consumption
in comparison to NA (t=7.199; p<0.0001) and IA (t=5.172; p<0.0001) groups. Overall,
CA mice drink about 3 times more than NA mice, and 1.7 times more than |A mice,
because they have a higher sucrose intake (1=32,898; p<0.0001). Water intake is
equivalent between |IA and NA groups (t=2.028; p=0.1120).

Daily sucrose solution intake is higher in CA group compared to |A group (t(112)=
18.261; p<2.107'®) (Figure 38C). Daily sucrose intake is higher in females of the CA
group in comparison to males (t333)= -5.184; p=3.77.107), whereas there is no
significant difference between sexes in the IA group. Daily consumption increases over
time in the 1A group (tss7)= 6.565; p=9.02.10"'"), whereas it is stable in the CA group.

Statistical analyses of the weight gain after 2 weeks of sucrose diet reveals a
group effect (F281)=3.4806; p=0.035468), but the post-hoc test does not point at
specific groups. Weight gain is similar between sexes (F(1,81)=3.8492; p=0.0532), but
there is significant group x sex effect (F(2,81)=3.3996; p=0.038217) showing that in the
IA group females gained less weight compared to males (t=2.441;p=0.0168) (Figure
38D). Moreover, females of the CA groups gain more weight in comparison to females
of the 1A group (t=2.855; p=0.015).
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Figure 38. Impact of 2-week and 8-week sucrose access on caloric intake and
weight gain

(A) 2- and 8-week sucrose consumption induce a higher total caloric intake in animals with a continuous
access (CA) to the sucrose solution, in comparison to those with either an intermittent access (IA) or no
access (NA). Mice of the CA group consume more calories from sucrose in comparison to IA group. (B)
Total liquids intake is increased by sucrose access (CA and IA) in comparison to controls, with an overall
liquid intake higher in CA mice due to excessive sucrose intake. (C) Daily sucrose solution intake is higher
in CA group compared to IA group. In the CA group females consume more sucrose solution than
males. During the prolonged paradigm (8-weeks) IA females have an increased escalation rate
compared to males. (D) 2 weeks sucrose access either continuous or intermittent do not induce weight
gain in comparison to NA mice. In females CA mice gain more weight than those in the IA group.
Moreover, females in the IA group gain less weight in comparison to males. After 8 weeks, weight gain
is significantly higher in the CA compared to both IA and NA groups. Caloric and liquid intake are
normalized by animal body weight. Data are expressed in mean + SEM.**p<0.001; ***p<0.0001.

Continuous sucrose access for 8 weeks increases total caloric intake

Results from 2 cohorts were pooled as the intake pattern was similar
(supplementary figure 44; Table 5).

Interestingly, pattern of total caloric intake, when the paradigm is extended to 8
weeks, replicates the one at 2 weeks. Indeed, the group effect (F(178=57.3063;
p=4.886.10""%) shows that mice of the CA group consume more calories than those of
the NA (t=9.920; p<0.001) and IA groups (t=4.952; p<0.001), without difference
between NA and IA groups (=1.656; p=0.2284) (Figure 38A). There is also a sex
effect (F(1,78=113.8431; p=2.2.10"%) on the total caloric intake, with females
consuming more calories than males independently of the group. Looking at specific
items this sex effect is also observed (chow: F1,78=10.2713; p=0.0019; sucrose:
F(1,52=55.8438; p=8.729.10"°). Both CA and IA groups show lower calorie intake from
chow in comparison to animals without access to sucrose (CA: t=17.630; p<0.001; IA:
t=5.906; p<0.0001). Animals in the CA group consume more sucrose solution
(F1,52=271.5101; p<2.10-'%). In both groups, sucrose consumption is higher in females
(CA= 54%; IA=19%) compared to males (CA=44%; 1A=15%) (F52=20.7435;
p=3.202.10"%) (supplementary figure 46A).

Total liquid consumption also displays a similar pattern between 2 and 8 weeks
of sucrose access, with a significant group effect (F(278=580.0986; p=2.2.10"°)
indicating higher liquids intake in groups with sucrose access in comparison to the NA
(CA: t=33.945; p<0.001; 1A: t=11.848; p<0.0001), which is increased in CA group in
comparison to IA group (t=22.199; p<0.001) (Figure 38B).
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Daily sucrose solution intake averaged by week is higher in CA group compared
to IA group (tss= 18.954; p<2.10-'%) (Figure 38C). Daily consumption increases over
time in the 1A group (t420= 9.363; p<2.10-'6), whereas it is stable in the CA group. Daily
sucrose intake is higher in females of the CA group in comparison to males (igs)=-
5.603; p=2.39.107), whereas in the |A group females have a higher escalation rate
than males (t420)=-3.401; p=0.007).

Prolonged sucrose access reveals a distinct pattern of weight gain with a group
effect (F(2,78)=24.3893; p=5.928.10), indicating that CA group increases weight gain
more in comparison to IA or NA (IA: t=6.559; p<0.0001; NA: t=5.192; p<0.0001)
(Figure 38D).

Excessive sucrose intake induces up-regulation of neuroinflammatory marker

gene expression in the reward system

In the PFC, 2-week sucrose access increases GFAP relative gene expression
(F(2,44=3.805; p=0.0294) in the IA group compared to NA (t=2.7511; p=0.02254)
(Figure 39A). After 8-week sucrose access, Iba1 relative gene expression is enhanced
in the PFC of CA group mice (F2,31)=4.029; p=0.0278) in comparison to the IA group
(t=2.893; p=0.0185), without difference between CA and NA or NA and |A groups
(Figure 39A). Both CCL2 and TNFa genes have a tendency to be more expressed in
CA and IA mice in comparison to NA group. TNFa is more expressed in the NAc
(F2,41y=3.195; p=0.0514) of CA group compared to NA group after 2 weeks (t=2.397;
p=0.0541), whereas no significant regulations are observed for CCL2 and TNFa at 8
weeks in this region (Figure 39B). Finally, Iba1 is also significantly up regulated in the
NAC (F(2,22)=3.487; p=0.0484), only in the CA group compared to control mice (t=1.891;
p=0.0228) (Figure 39B). No sex effect is highlighted for any of the genes analyzed
here.

None of the ECS genes that were tested show significant regulation of
expression (supplementary Figure 47A, B), in both the PFC and NAc.
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Figure 39. Neuroinflammatory gene expression in PFC and NAc following 2- and 8-
week sucrose access

(A) GFAP relative gene expression is increase in the PFC of mice having intermittent access (IA) to the
sucrose solution for 2 weeks compared to mice without sucrose access (NA). After prolonged 8-week
paradigm Ibal relative gene expression is enhanced in PFC of mice with continuous access (CA) to
sucrose compared to IA. (B) 2-week CA increase TNFa expression in the NAc in comparison to NA
group. 8-week paradigm increases lbal gene expression in the NAc of CA mice compared to NA. Data
are expressed in mean # SEM. PFC: prefrontal cortex; NAc: nucleus accumbens; GFAP: glial fibrillary
acidic protein; Iba1: ionized calcium-binding adapter molecule 1; CCL2: chemokine ligand 2; TNFea:
Tumor necrosis factor a; *p<0.05.

Excessive sucrose intake induces liver steatosis and an inflammatory status

Post hoc analysis of liver weight at the end of the 2-week paradigm reveals
lower liver weights (F(2,39)=7.0438; p=0.0024) in the IA group compared to CA (t=2.681;
p=0.0282) and NA (t=3.19; p=0.0078) groups. After a prolonged sucrose access
(F(2,42)=2.9584; p=0.0024), only IA mice display lower liver weight compared to CA
group (t=2.779; p=0.0222). . Males have overall heavier livers than females at both
time points (2-week: F(1,39=42.1460; p=1.075.10""; 8-week: F(142=17.5997; p=0.0001),

as expected for same aged animals (Figure 40A).
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Liver histological analysis with red oil staining shows a clear triglyceride
accumulation in CA mice after 2 and 8 weeks of paradigms, assessed by more and
bigger red droplets in these animals compared to the two other groups (Figure 40B).
Moreover, this hepatic steatosis phenotype seems stronger in females than males.
Considering these observations, added to sexual dimorphism of liver weight, statistical
analysis of pixel quantification was conducted independently in each sex. Kruskal-
Wallis test shows a group effect on pixel detection after 2-week sucrose paradigm in
both males (¥%2=6.5769; p=0.04) and females (x?2)=7.4231; p=0.0244). Post-hoc
analysis show higher rate of positive pixels in CA compared to IA mice in both males
(p=0.0279) and females (p=0.0362). In females CA group displays significantly higher
rate of positive pixel than NA (p=0.0213), and in males this is close to significance
(p=0.0592) (Figure 40C). A similar pattern is retrieved after prolonged paradigm with
significant group effect in males (y?2)=6.0956; p=0.0475) and females (y?32)=7.7308;
p=0.0209) (Figure 40C). In both sexes, CA have significant increase positive pixels in
comparison to NA (males: p=0.0396; females: p=0.0122) group, and close to
significance when compared with 1A (males: p=0.0552; females: p=0.0592) group.
Hematoxylin-eosin staining of liver slices allows detection of inflammatory infiltrates,
steatosis and ballooning, which appeared equally in the 3 groups (Supplementary
figure 48).

After 2-week sucrose access none of the inflammatory marker gene expression
in the liver is statistically different between the 3 groups of access (Figure 40D).
Interestingly, prolonged access to sucrose induces a significant group effect on TNFa
(F2,31)=6.431; p=0.0046) and CCL2 (F(2,29=12.481; p=0.0001) relative expression, with
post-hoc analysis revealing increase expression in CA group compared to NA (TNFa:
t=3.249; p=0.0072; CCL2: t=3.356; p=0.0009) and IA (TNFo: t=3.064; p=0.0156;

Figure 40. Impact of 2- and 8-week sucrose access on liver

(A) Males have heavier liver than females. Intermittent access (IA) group has lighter liver than continuous
access (CA) and non-access (NA) groups after 2-week diet. When the diet is prolonged for 8 weeks, liver
weight is lower in IA group in comparison to CA. (B) Representative pictures of red oil staining in the
liver of male and female mice following 2- and 8-week sucrose access paradigm. Triglycerides appear

as red droplets. (C) 2- and 8-week CA to sucrose increases red oil positive pixel detection in the liver of

both males and females. (D) 8-week CA to sucrose increase TNFa and CCL2 gene expression in the liver
in comparison to IA and NA mice. Data are expressed in mean # SEM. TNFa: Tumor necrosis factor o;
IL15: Interleukine 1; CCL2/5: chemokine ligand 2/5; *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001.
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CCL2: t=3.681; p=0.0003) groups (Figure 40D). Interestingly, independently of the
groups, females express significantly more IL13 (F(1,33=13.804; p=0.007), CCL2
(F(1,29=14.280; p=0.0007) and CCL5 (F(1,31)=12.988; p=0.0011) than males in the liver
in the prolonged paradigm (supplementary figure 51B). CCL5 expression is also
enhanced in females compared to males after 2 weeks (F(1,32)=7.13; p=0.0118)
(supplementary figure 51A).

No change in ECS gene expression is observed after 2- or 8-weeks sucrose
access (supplementary figure 47C). Both CB1 (F(1,26)=17.071; p=0.0003) and CB2
(F(1,33=10.254; p=0.0003) expression is higher in females compare to males following
2-week paradigm (supplementary figure 51A).

Glycemia measures and cytokine array analysis

No effect of sucrose consumption was seen on glycemia measures

(Supplementary figure 50).

In order to go further in the analysis of the inflammatory phenotype observed
after 8-week CA to sucrose we used a commercial kit to study cytokine protein
expression in the PFC and the serum (Figure 41). This analysis was first conducted
on females. Visual analysis shows that more cytokines are present in the serum than
the PFC (Figure 41A, B; supplementary figure 51). For the PFC, a technical problem
arises and hybridization of the bottom and left part of the membrane was not optimal
(supplementary figure 51A), so data corresponding to array coordinates A-J 21-24
and H-J17-20 were excluded from the analysis (supplementary figure 51C).
Preliminary results show some modification of cytokine expression in the PFC between
the 3 conditions (Figure 41A), with for instance a specific increase CX3CL1 in CA mice
and increase flt-3 ligand in IA mice. Interestingly, IGFBP-6, E-Selectin, coagulation

Figure 41. Cytokine array in the PFC and the serum in female mice after 8-week

sucrose access paradigm

(A) Heatmap representing relative inflammatory markers proteic expression in the PFC, in grey scale.
Cross represent data excluded. Arrows point markers showing differential expression between groups
(detailed in histograms) : row 24: coagulation factor Ill; row 28: CX3CL1/Fractalkine; row 36: cystatin C;
row 43: FGF acidic; row 45: Flt-3 ligand; row 57: IGFBP-6; row 102: E-selectin/CD62E. (B) Heatmap
representing relative inflammatory markers proteic expression in the serum, in grey scale. Arrows point
markers showing differential expression between groups (detailed in histograms) : row 3: angiopoietin-
1; row 6: BAFF/BLyS; row 7: C1gR1/CD93; row 11: CCL6/C10; row 12 : CCL11/Eotaxin; row 17:
CCL21/6Ckine; row 18: CCL22/MDC; row 28: CX3CL1/Fractalkine; row 34: CXCL13/BLC; row 35:
CXCL16; row 44: FGF-21; row 45: FIt-3 ligand; row 53: IGFBP-1; row 78: LDL R; row 92: Pentraxin 2/SAP;
row 98: RAGE; row 102: E-selectin/CD62E. Membranes for PFC, n=4 female mice; membrane for serum:
n=6 female mice. AU: arbitrary unit; PFC: prefrontal cortex
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factor Il and cystatin C expression are less express in sucrose access mice (CA and
IA). In the serum (Figure 41B), FGF-21 and CXCL16 are specifically increased in CA
mice. Pentraxin2/SAP and E-selectin expression in enhance in both sucrose access
groups. CCL6, CCL21, BAFF/BLyS, CXCL13, IGFBP-1, LDL R, RAGE, C1qR1/CD93,
CXCL16 expression is specifically decreased in IA mice. Whereas CCL22/MDC,
CX3CLA1/fractalkine, Flt-3 ligand, angiopoietin-1, CCL11 expression is lower in both 1A

and CA compared to NA mice.

Discussion

In this study, we used a high sucrose diet paradigm (Awad et al., 2020) with an
intermittent sucrose access, resulting in higher sucrose intake during the 15t hour
sucrose access compared to a continuous sucrose access group defined as a bingeing
behavior (Awad et al., 2023). We compared the impact of 2- and 8-week access on
intake behaviors as well as the consequences on central and peripheric inflammation.
Interestingly, our analysis of caloric intake reveals that mice in the IA group
compensate high sucrose calories by reducing chow intake, as total caloric intake is
not different from mice of the NA group following 2- or 8-week paradigm. On the other
hand, because of excessive sugar intake, caloric regulation is not effective anymore in
the CA group despite a strong reduction of chow intake, as total caloric intake is much
higher in this group compared to NA and IA groups. This excessive sucrose
consumption in the CA group results in an increase weight gain at the end of the 8-
week paradigm compared to the two other groups. Most rodent studies use HFD to
induce obesity, with high total calories and weight gain, so our results indicate that
continuous sucrose solution access also leads to obese phenotype. This is in line with
studies using CA to 30% sucrose solution during 12 weeks (Burke et al., 2018), or
50% sucrose solution during 9 weeks (Togo et al., 2019) inducing increased weight
gain in male mice. Interestingly, the latter shows that this effect is observed in mice
with or without water access beside sucrose solution. Moreover, females are
commonly described as resistant to weight gain when fed a HFD (Maric et al., 2022),
whereas our results show that liquid sucrose intake for 8 weeks induces equivalent
weight gain in both sexes. Similar findings were reported with a 8-week 5% sucrose

solution CA, with similar weight gain in male and female mice (Wei et al., 2021).
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An interesting finding is the sex effect observed on caloric and liquid intake, with
female mice consuming more calories and liquids per body weight than males. Similar
observations were made in rats (Wang, 1925) and mice (Oraha et al., 2022) fed with a
standard diet, with females consuming more calories per body weight than males.
When mouse metabolism is evaluated through metabolic cages, females display a
higher energy expenditure per body weight compared to males. This difference in
metabolism could be due to sexual dimorphism, as it is known that female mice have
lower fat mass compared to male (Rathod and Di Fulvio, 2021). Adipose tissues
contribute to thermoregulatory mechanisms. Interestingly, despite lower body fat,
female mice body temperature is higher (Sanchez-Alavez et al., 2011), so it could be
possible that higher energy intake in females serve as a substrate to maintain body
temperature, explaining no sex difference on weight gain in our study. A recent study
in mice exposed to 4-month standard diet or HFD, energy intake adjusted per body
weight shows than females consumed more calories than males in both diet (Guerra-
Cantera et al., 2023). They also show a higher relative gene expression of NPY and
AgRP, two orexigenic neuropeptides, in female hypothalamus compared to males
under standard diet. These results suggest that sex difference in caloric intake is
regulate at the central level. Concerning hydric consumption, sex differences have also
been reported, with female drinking higher water volume per body weight both in rats
(McGivern, 1996; Grimm et al., 2022) and mice (Rakov et al., 2016; Rivera-Irizarry et
al., 2023). It has been hypothesized that this difference is due to higher levels of
circulating vasopressin, an anti-diuretic hormone, and increased sensitivity in males.
However, rate of sucrose intake over water is similar between males and females
(Supplementary figure 46A). Our data therefore suggest that this difference come
from energetic and hydric sexual dimorphisms.

The HS paradigm conducted here shows that females consume more sucrose
solution than males in both CA and IA groups, assessed by total caloric and liquid
intake. Another hypothesis to explain this sex difference is a sexual dimorphism of
hedonic food intake. A recent study shows sex differences in addictive like behaviors
toward sucrose in mice (Wei et al., 2021). First relapse-like sugar intake measured
following 2-week sucrose forced abstinence, shown higher sugar intake compared to
the baseline, which last longer in females. Sugar deprivation effect increased
locomotor activity only in females. Moreover, operant conditioning tasks, during which
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mice must press a lever to obtain sugar delivery, reveal enhanced persistence - as
mice continue to press lever during time-out period where it does not induce sugar
release - and motivation - with number of lever press to obtain sugar increasing
progressively - in females compared to males. Even if we did not test comparable
parameters in our study, sex effect on sucrose consumption is in accordance with
results describe by Wei team. Indeed, they observe higher sucrose intake in females
with 8-week CA to 5% solution, and with a 4-day drinking in the dark sucrose (5%)
binge paradigm. It was shown using a 2-bottle choice paradigm with 1% and 8%
sucrose solution for 34 days that 8% sucrose consumption is higher in females
compared to males (Ren et al., 2020). Moreover, increased expression of D1 and D2
in the NAc was only seen in females, suggesting differential neuroadaptive
mechanisms induced by sugar intake in the reward pathway. Altogether, we
hypothesize that females have a biological vulnerability for excessive sugar
consumption sustained by the dopaminergic system involved in reward process.

Our initial hypothesis was that sucrose bingeing would induce
neuroinflammation, our qPCR analysis did not show modification of neuroinflammatory
markers expression either in the NAc or the PFC of the IA group. In a longer binge
sucrose paradigm (5% sucrose, 3 d/week, 12 weeks) in male rats (Patkar et al., 2021),
PET/MRI scanning and immunohistochemistry revealed microgliosis in the cortex, the
amygdala, the hypothalamus and the hippocampus, attested by higher number of
microglial cell in bingeing rats compared to rats fed a standard diet. This central
inflammation was associated with a higher number of inflammatory cells in the blood.
but no abnormal fat deposition or inflammatory infiltration in the liver of these animals.
In our conditions, cytokine array analysis did not show a pro-inflammatory phenotype
in the PFC of females of the IA group, probably due to a shorter sucrose access (8
weeks). In accordance with Patkar observations, liver analysis in our model did not

show modifications of the inflammatory state in the IA compared to NA group.

Interestingly, we showed for the first time that prolonged continuous access (CA,
8 weeks) to sucrose induced an increase of Iba1 gene expression both in the NAc and
the PFC, suggesting that prolonged excessive sucrose intake can induce microgliosis
in the brain reward pathway. Further experiments will be conducted in a future cohort
to confirm this at the protein level. Very few studies investigated the effect of a HS in
the brain. One study investigating the effect of 2-week 20% sucrose solution access in
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rats showed an increase of neuroinflammatory markers by qPCR in the hippocampus
in comparison to rat fed a standard diet or a high-fat high sugar diet (Beilharz et al.,
2016). In our conditions, a 2-week sucrose exposure was not enough to induced
detectable changes, but we did not investigate modifications in the hippocampus
Interestingly, our cytokine array analysis in female PFC reveals increase CX3CL1
expression in the CA group. This chemokine also known as fraktaline, is released by
neurons, binds to a specific receptor (CX3CR1) present on microglial cells and
contributes to neuroinflammatory process. Increased expression of CX3CL1 was
observed in the hypothalamus of mice fed with a diet-induced obesity, enriched in fat
(35%), for either 1 day, or 2- and 8-week (Morari et al., 2014). Injection of small-
interfering RNA against CX3CL1 in the hypothalamus also reduced diet-induced
inflammation in this brain structure, and diet-induced adiposity. Therefore, similar
CX3CL1 pathway could contribute to both fat- and sugar-induced obesity.

We could not detect any expression changes for CB1 and CB2 receptors, and
FAAH enzyme in our conditions. We have previously shown that CB1 was up-regulated
in the NAc of bingeing rats submitted to 12h our intermittent access to a 10% sucrose
solution for 28 days (de Sa Nogueira et al., 2021). Both the protocols (sucrose
concentration and duration of access) and the species were distinct, which may
account for these differences. In a study where bingeing is induced by food restriction
and frustration stress (rats can smell palatable food but cannot reach it), increased
expression of CB1 and FAAH was observed in the hypothalamus (Pucci et al., 2019).
This suggest that binge-induced stress is necessary for these ECS gene regulations
in the brain of bingeing animals. In our bingeing conditions, we have recently shown
that there is no anxiety or depressive-like behaviors in our bingeing mice (Awad et al.,
2023), which could explain these differences in ECS gene regulation. Previous results
in our team shown increased CB2 gene expression in the NAc of high-sucrose
consumers rats after 6-week free access to a high-fat high-sugar diet (Bourdy et al.,
2021). As CB2 is mainly expressed by microglial glial cells in the brain and up-
regulated in activated microglia (Cabral, 2005; Benito et al., 2008), it was hypothesized
that this could be a sign of neuroinflammation. Whereas, in our study we did not
observe modification of CB2 expression despite signs of neuroinflammation in the CA
group, but no. CB2 contributes to reduce neuroinflammatory response by limiting pro-

inflammatory cytokine release, and increasing anti-inflammatory marker secretion
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(Komorowska-Muller and Schmole, 2020). Thus, it could be possible that absence of
CB2 up-regulation in our model contribute to pro-inflammatory response.

In the periphery, we investigated the effect of excessive sucrose intake on the
liver, revealing an excessive fat accumulation in the CA group, already detectable after
2-week exposure. This is enhanced after 8-week access and associated with an
increased pro-inflammatory gene expression (TNFa, CCL2). Liver abnormal
triglycerides accumulation, also called steatosis, is a sign of NAFLD when increased
>5% associate or no with inflammation (Sanyal, 2019). Our results are in accordance
with reports indicating that consumption of SSB in humans is strongly associated with
NAFLD (Asgari-Taee et al., 2019). In addition, we observed that the abnormal fat
accumulation was exacerbated in females compared to males, corroborating previous
data with sex differences in hepatic triglycerides accumulation detected by biochemical
dosage in a 12-week paradigm of exposure to 10% sucrose solution (Stephenson et
al., 2022). In this study, the authors hypothesized that these sexual dysmorphism could
come from lower capacity in females to store lipids in adipose tissues, resulting in
higher storage in the liver. We indeed show that there was no difference between the
3 groups of sucrose access in the weight of gonadal fat in females, whereas a specific
increase was detected specifically in the CA male group, which coincides with this
hypothesis.

Conclusion

In conclusion, this study shows that prolonged excessive sucrose intake in a
continuous access paradigm leads to higher weight gain, associated with
neuroinflammation in structures of the reward pathway in both males and females.
Moreover, in these conditions females are more prone to fatty liver disease than males.
In contrast, bingeing mice (IA group) compensate their caloric intake over the 8-week
paradigm and show no metabolic impairments or neuroinflammation signs. Moreover,
our results show a main sex effect on caloric and liquid intake with females having an
overall higher consumption than males. According to higher prevalence of eating
disorders in women than men (Udo and Grilo, 2018), this sexual dimorphism should
be investigated more carefully in order to understand underlying mechanisms and
propose adapted treatments.
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Supplementary Figure 42. Experimental design

Mice had access to a two-bottle choice set up, with sucrose and water, and ad libitum access to water
and chow. The experimental group had intermittent access (IA) to sucrose for 4 h, starting 2 h after the
start of light cycle. The CA group received continuous access to sucrose and the NA group had no
access to sucrose.
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Supplementary Figure 43. 2-week BS cohort effect

The global intake pattern is similar between cohorts, with slight differences highlighted here (A) Total
caloric intake per body weight over 2 weeks (F282=8.097; p=0.0006) is lower in cohort B compared to
cohort C (t=4.307; p=0.0001) whereas no difference is seen between cohort B and cohort A, as well as
cohort C and cohort A. (B) Weight gain is low and variable, and shows significant differences between
cohorts (F251=4.9082; p=0.0097), with lower weight gain in cohort C compared to cohort B (t=3.162;
p=0.0062).Caloric intake is normalized by animal body weight. Data are expressed in mean %+
SEM.**p<0.001; ***p<0.0001
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Supplementary Figure 44. 8-week BS cohort effect

The global intake pattern is similar between cohorts, with slight differences highlighted here. (A) Even if
no cohort effect is highlighted (F,69=0.9528; p=0.3320), total caloric intake shows a group x cohort
interaction effect (F289=6.9146; p=0.0017). Post-hoc analyses shows that this effect is due to higher
intake in the NA groups in cohort E compared to cohort D (t=3.413; p<0.001), and a higher caloric
intake in IA group compared to controls only in D (t=3.625; p=0.0015). (B) Significant cohort x group
interaction (F1,56=9.4788; p=0.0033) on sucrose caloric consumption is explained by a higher intake in
cohort D CA group in comparison to the same group in cohort E (t=4.811; p<0.0001).(C) Mice with CA
to sucrose consume more liquids in cohort D compared to cohort E (t=6.168; p<0.001) attested by a
significant group x cohort effect (Fi,7=13.0030; p=1.338.10°). This is due to a higher intake of sucrose
solution (F,52=12.4184; p=0.0009) in cohort D CA (t=4.333; p<0.0001) animals in comparison to the
other cohort. (D) Despite similar pattern on weight gain in both cohort, group x cohort effect
(Fe79=3.2261; p=0.0451) shows that animals of NA (t=2.835; p=0.0058) and CA (t=3.871; p=0.0002)
groups gain more weight in cohort E compared to cohort D Caloric and liquid intake are normalized by
animal body weight. Data are expressed in mean + SEM.**p<0.001; ***p<0.0001.
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Supplementary Figure 45. Calories imputable to sucrose

(A) During the 2-week sucrose access paradigm rate of caloric intake from sucrose solution is higher in
mice of the continuous access (CA) group (Fy,54=1907; p<2.107¢). Females consume more calories from
sucrose per bodyweight than males independently of the group of access (F,59=11.6747; p=0.0012).
(B) Cohort effect (Fo549=11.4624; p=0.0177) shows lower consumption of calories from sucrose solution
per body weight in cohort B compared to cohort A (t=3.857; p=0.0009) and C (t=4.866; p<0.0001),
without difference between cohort A and C. Group x cohort effect reveals lower intake in CA group
from cohort B compared the same group in cohort A (t=3.189; p=0.0066) and C (t=5.150; p<0.0001).
(C) During the 8-week sucrose access paradigm rate of caloric intake from sucrose solution is higher in
mice of the continuous access (CA) group (F1,56=490.0124; p<2.107¢). Females consume more calories
from sucrose per bodyweight than males independently of the group of access (F,56=20.5465;
p=3.447.107). (D) A cohort effect is observed with higher rate of calories consumed from sucrose
solution in cohort D compared to cohort E (F1,56=6.0034; p=0.0177). Group x cohort effect (Fy 5=
10.3191; p= 0.0023) reveals higher rate of sucrose intake in CA group in cohort D (54%) in comparison
to the same group in cohort E (44%) (t=3.009; p=0.0016). Caloric and liquid intake are normalized by
animal body weight. Data are expressed in mean + SEM. BW: body weight. *p<0.05; **p<0.001;
***5<0.0001.
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Supplementary Figure 46. Sucrose intake

(A) Rate of sucrose intake over total liquid intake is higher in continuous access (CA) group, and
equivalent between sexes. (B) Mice in the intermittent access group (IA) consume a higher proportion
of their total sucrose caloric intake during the 1°th of access compared to mice with CA to sucrose
solution.
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Supplementary Figure 47. ECS gene expression in PFC, NAc and liver following

Sucrose access

(A) Endocannabinoid system gene expression is not modified in mice following 2- and 8-week sucrose
access in comparison to controls neither in the PFC, the NAc (B), or the liver (C). CB2 gene expression
in the brain after the 2 weeks paradigm, and CB1 expression in the liver after 8-week paradigm are not
assessed because of Cq above the threshold of 33 cycles use as a cut-off. Data are expressed in mean
# SEM. PFC: prefrontal cortex; NAc: nucleus accumbens; CB1/2: cannabinoid receptor 1/2; FAAH: fatty
acid amide hydrolase.
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Supplementary Figure 48. Hematoxyline-eosine scores of NAFLD features

Features of NAFLD were scored on cohort C and D. (A) Inflammatory infiltrates: small nuclei aggregation.
(B) Steatosis: round white vesicles corresponding to lipid droplet. (C) Ballooning: cells with clear
cytoplasm and round nuclei in the middle.
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Supplementary Figure 49. Cohort E metabolic observations

(A) In cohort E, 8-week paradigm induces higher liver weight in mice from the continuous access (CA)
group (Fz39=11.2218; p=0.0001) compared to non-access (NA) (t=0.2433; p=0.0017) and intermittent
access (IA) (t=0.2853; p=0.0028). Males have heavier liver than females (F1,39=21.2754; p=4.218.10°).
During dissection steatosis was assessed by a lighter liver color due to fat accumulation, in all mice from
the CA group. (B) Group x sex effect (F,35=8.3927; p=0.0009) reveals heavier gonadal fat in males from
the CA group in comparison to males in NA and IA groups. Males have more gonadal fat than females
(F1,39=40.091; p=2.034.107). Data are expressed in mean + SEM. BW: body weight. **p<0.001;
***p<0.0001.
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Supplementary Figure 50. Glycemia measures

In cohort D glycemia was measured on week 2 and 4 after the IA group session of sucrose access. On
week 8 measure was done during sacrifice, so before IA group sucrose access. No group difference is

highlighted at any time point.
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Supplementary Figure 51. Sexe difference in inflammatory gene expression in

the liver

(A) Relative gene expression analysis after 2-week sucrose access paradigm reveals a sex effect
independent of the group of access, with higher expression of CCL5 (F32=7.13; p=0.0118), CB1
(F,2¢=17.071; p=0.0003) and CB2 (F1,33=10.254; p=0.003) in females compared to males. (B) Relative
gene expression analysis after 8-week sucrose access paradigm reveals a sex effect independent of the
group of access, with higher expression of CCL5 (Fu,31)=12.988; p=0.0011), CCL2 (Fy22=14.280;
p=0.0007) and IL18 (Fu,33=13.804; p=0.0007) in females compared to males. Data are expressed in

mean + SEM. *0<0.05: **0<0.001: ***p<0.0001.
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Supplementary Figure 52. Cytokine array

(A) Membranes of cytokine array showing inflammatory markers expression in the PFC of female mice
from cohort E following 8-week sucrose access paradigm. (B) Membranes cytokine array showing
inflammatory markers expression in the serum of female mice from cohort D following 8-week sucrose
access paradigm. (C) Mouse cytokine array coordinates. PFC: prefrontal cortex; NA: non-access; CA:
continuous access; IA: intermittent access.
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Supplementary Table 7 - List of cytokines screened by cytokine array

m“n‘_’.:'a Cytokine n:::er Cytokine
1 Wdigonectin/Acrp30 57 liFae-6
2 Wmphiregulin 58 IIL-1a/1L-1F1
3 Jngiopoietin-1 59 JIL-18/1-1F2
4 Wngiopoietin-2 IiL-1ra/IL-1F3
5 F;ioaieﬁn-ike 3 E: liL-2
3 AFF/BLyS/TNFSF138 2 hiL-3
7 1q R1/CD93 3 iL-a
8 CL2/JE/MCP-1 s
g CCL3/CCLA/MIP-1a/8 5 IiL-6
10 CCLS/RANTES 66 liL-7
[11 KCCLB/C10 E: iL-10
12 CCL11/Eotaxin liL-11
13 CCL12/MCP-5 59 liL-12 p40
14 CCL17/TARC 70 IiL-13
[15 KCL19/MIP-3B 71 IL-15
16 CCL20/MIP-3a 72 liL-174
17 CCL21/6Ckine 73 IiL-22
[18 CCL22/MDC 74 liL-23
19 CD14 i7s IL-27 p28
20 CD40/TNFRSFS 76 |IL-28A/8
21 CD160 77 JiL-33
2 £hemerin 78 [l._DL R
3 Chitinase 3-like 1 Leptin
E; Coagulation Factor |I/Tissue Factor E: LIF
5 omplement Component C5/C5a El Li lin-2/NGAL
6 omplement Factor D 2 LIX
7 -Reactive Protein/CRP 3 IM-CSF
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B. Perspectives : mieux caractériser I'inflammation dans le modéle de BS

Nous avons choisi de discuter uniquement le marqueur CX3CL1 dans cet
article, parmi les marqueurs révélés comme modulés dans 'analyse cytokine array.
D’autres marqueurs sont discutés dans la partie « Discussion générale de ce

manuscrit ».

Avant de soumettre cet article, des expériences complémentaires seront
réalisées. Il nous parait primordial de valider nos résultats de gPCR au niveau cérébral
par une analyse protéique. En effet la surexpression d’'un géne ne garantit pas que la
protéine correspondante est également surexprimée, des régulations post-
transcriptionnelles ou post-traductionnelles peuvent moduler son expression. De ce
fait une expérience d’'immunofluorescence pour les marqueurs microgliaux (Iba1,
CD68) et astrocytaires (GFAP, Sox9) permettra de quantifier ces cellules gliales dans
le NAc et le PFC aprés 8 semaines d’accés au saccharose. Des tests de marquage
sur coupe de cerveau de souris naives ont été réalisés avec les anticorps GFAP, Sox9,
Iba1 et CD68 (non montrés) et ont permis de mettre en évidence les astrocytes et les
cellules microgliales. Sox9 est un facteur de transcription exprimé de fagon constitutive
par les astrocytes (Sun et al., 2017), dont la localisation nucléaire permet une
quantification plus aisée. GFAP est un marqueur cytoplasmique permettant une
analyse morphologique des astrocytes. Iba1 et CD68 sont tous deux des marqueurs
de la microglie activée et des processus de phagocytose, respectivement
cytoplasmique pour une analyse morphologique, et transmembranaire dont le
marquage par point permet une analyse de quantification par détection automatisée
(Jurga et al., 2020). Nous pourrons ainsi attester ou non d’'une réponse inflammatoire
dans ces régions cérébrales. De plus, 'immunomarquage présente I'avantage d’'étre
réalisé sur des coupes de cerveaux et pourrait donc permettre de mettre en évidence

d’autres régions impactées par une consommation excessive de saccharose.

Les analyses par cytokine array devraient également étre réalisées sur des
individus méles. Il serait également intéressant de réaliser cette expérience dans le
NAc afin de mettre en évidence des marqueurs inflammatoires régulés par un acces
prolongé au saccharose dans cette région cérébrale. Afin de confirmer ces résultats
nous pourrions faire une analyse semi-quantitative de I'expression protéique par
western blot. Ces marqueurs pourraient représenter des cibles d’intérét pour

l'investigation des mécanismes moléculaires impliqués dans le BED ou I'obésité.
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Des dosages sanguins de l'insuline ou de la leptine permettraient de mieux
caractériser l'influence de la consommation excessive de saccharose sur ces
hormones. Nous pourrions ainsi déceler si les individus du groupes CA présentent des
altérations métaboliques supplémentaires associées a la prise de poids et
I'accumulation de triglycérides hépatiques.

Il semblerait également pertinent de poursuivre les analyses sur les foies,
I'analyse par hématoxyline-éosine n’étant pas concluante. Un marquage au trichrome
de Masson qui colore les fibres de collagéne, et permet donc d’évaluer la fibrose
hépatique, un des marqueurs prédominant dans cette pathologie, permettrait de mieux
caractériser le phénotype de NAFLD. De plus, nous pourrions également étudier les
voies métaboliques hépatiques lipidique et glucidique par gPCR afin de comprendre
'origine de cette accumulation de triglycérides. En effet, une augmentation de
'expression des enzymes limitantes de la glycolyse (hexokinase (HK),
phosphofructokinase (PFK), pyruvate kinase (PK)) sont observées dans un modéle de
NAFLD induit par un HFD (12 semaines) (Liu et al.,, 2018), suggérant une
hyperactivation de cette voie métabolique. De plus, les enzymes impliquées dans la
régulation de la synthése lipidique (fatty acid synthase (FAS), acetyl-CoA carboxylase
(ACC)) (Kohjima et al., 2007) sont également augmentées chez des patients atteints
de NAFLD signe d’'une augmentation de la synthése d’acide gras de novo. L’analyse
de ces génes par gPCR nous permettrait de savoir si la consommation de saccharose
altéere préférentiellement un de ces voies. De plus, cela pourrait nous permettre de
comprendre les méchanismes impliqués dans I'accumulation exacerbée de lipides

hépatiques chez les femelles (Stephenson et al., 2022).

De plus, une analyse par qPCR de marqueurs inflammatoires tels que TNFa,
CCL2 et IL-6, généralement augmentés lors d’'une inflammation systémique de bas
grade (Khanna et al., 2022), dans les tissus adipeux prélevés dans la cohorte E
permettrait de mieux caractériser I'inflammation périphérique due a une consommation

excessive de saccharose.
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VI. Etude de comportements nociceptifs dans un modéle de binge
drinking

A. Le binge drinking
1. Définition du binge drinking

Décrit pour la premiére fois dans les années 1990 par Weschler et ses
collaborateurs (Wechsler, 1992) , le binge drinking (BD), traduit par « alcoolisation
ponctuelle importante » en francais, est défini par The National Institute on Alcohol
Abuse and Alcoholism (NIAAA), comme une consommation excessive d’alcool en une
courte période de temps, induisant une concentration d’alcool dans le sang supérieure
a 0,08% (g/dL) (White et al., 2018). Cela correspond pour les hommes a une
consommation d’au moins 5 verres d’alcool, et 4 verres pour les femmes en 2 heures,
conduisant a un état d’ébriété associé a des effets indésirables (overdose, trou de
mémoire, vomissements...) et une augmentation des comportements a risque
(comportements sexuels a risque, violence...), pouvant conduire dans le pire des
scénarii a la mort de I'individu alcoolisé ou d’autrui. L'alcool est la deuxiéme cause de
décés évitable, aprés le tabac. Au-dela des effets induits par la consommation aigue
d’alcool, le BD peut également avoir des conséquences sur le long-terme, en
augmentant le risque de développer certaines pathologies métaboliques (cancer,
troubles hépatiques...), et psychiatriques telles que les troubles liés a la consommation
d’alcool et les comorbidités associées (Rehm, 2011; Castillo-Carniglia et al., 2019).

D’aprés 'OMS, ce comportement a risque touche une grande partie de la
population. Par exemple en 2016 en France, 36% de la population de plus de 15 ans
rapporte avoir eu un comportement de BD au cours du dernier mois, et 29% aux Etats-
Unis (OMS, 2016). Dans ces deux cas l'étude révéle une prévalence de ce
comportement plus importante chez les hommes (France : 53.7% ; USA : 44.7%), en
comparaison des femmes (France: 18.7% ; USA: 13.1%). Cet écart pourrait
s’expliquer par une différence dans la prise de décision et une tendance a la prise de
risque plus importante chez les hommes. Les rapports épidémiologiques montrent
également une proportion plus élevée de ce comportement chez les individus jeunes,
également connus pour leurs comportements de prise de risque exacerbés, par
rapport a des individus plus agés, avec par exemple en France 54.1% des individus
entre 18 et 24 ans ayant expérimenté au moins un épisode de binge au cours des 12
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derniers mois, contre 48.8% des 24-34 ans, ou encore 32% des 45-54 ans (Richard,
2019). Ces différences de prévalence peuvent s’expliquer par le contexte social dans
lequel intervient ce comportement. En effet, les « happy hour » durant lesquelles les
boissons alcoolisées sont proposées a un moindre tarif durant 1 ou 2h, ou encore les
soirées étudiantes lors desquelles les jeux ou défis alcoolisés sont courants favorisent

le comportement de BD.

La prévalence élevée du BD, associée aux conseéquences négatives qu’l
engendre, en font un probléme de santé public majeur, ayant un colt important pour
la société. En effet, en France la consommation d’alcool engendre le décés de 49 000
personnes par an, associé a un colt social de 120 milliards d’euros (Kopp, 2015). Pour
lutter contre ce fléau des plans d’action sont mis en place a I'échelle nationale, par la
MILDECA (mission interministérielle de lutte contre les drogues et les conduites
addictives), visant a développer la prévention, les mesures dissuasives, et favoriser la
recherche et l'innovation sur cette thématique, afin de réduire le colt humain et

économique.

2. Altération de la nociception lors d’'une consommation excessive

d’alcool
a) Données épidémiologiques

Produit par les Hommes depuis I’Antiquité, I'alcool était alors considéré comme
un remede utilisé pour traiter différentes pathologies, dont les épisodes douloureux par
ses effets analgésiques (Cucinello-Ragland and Edwards, 2021). De nos jours, les
boissons alcoolisées sont a la fois considérées comme une drogue aux effets
indésirables multiples, bien que sa consommation reste socialement acceptée et

largement répandues.

En plus de ses effets analgésiques, avec aujourd’hui encore 25% des
personnes déclarant consommer de l'alcool en automédication pour soulager des
douleurs récurrentes (Riley lii and King, 2009), la consommation d’alcool peut
également exacerber la sensibilité nociceptive (Robins et al., 2019). Ainsi, plus de la
moitié (53%) des individus souffrant de troubles liés a la consommation d’alcool
rapportent éprouver des douleurs chroniques (Boissoneault et al., 2019). Il est
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notamment démontré qu’'une consommation chronique d’alcool peut engendrer le

développement de neuropathies alcooliques périphériques (Mellion et al., 2013).

Des études ont montré qu’une consommation excessive d’alcool, associée a un
comportement de type binge peut entrainer une diminution des seuils nociceptifs
mécaniques et thermiques chez les rongeurs (Dina et al., 2000; Bergeson et al., 2016).
Des résultats similaires sont retrouvés chez I'humain, avec une sensibilité accrue dans
le test de pression musculaire chez des individus présentant une tendance au
comportement de BD, en comparaison a des personnes consommant de I'alcool de
facon modérée (You et al., 2020). Ces données suggérent que les altérations des
seuils nociceptifs induits par la consommation d’alcool n’interviennent pas
exclusivement dans le cadre d’'une consommation sur le long terme et de troubles liés
a la consommation d’alcool, et que d’autres types de consommations problématiques,
telles que le BD pourraient également engendrer une exacerbation du ressenti

douloureux.
b) Mécanismes sous-jacents

Les neuropathies alcooliques périphériques sont caractérisées par une
dégénérescence axonale, et une diminution de la densité des fibres nerveuses
périphériques (Koike et al., 2001). Il a initialement été proposé que ces altérations sont
la conséquence secondaire de carences alimentaires notamment de thiamine (Chopra
and Tiwari, 2012). Cependant, des études chez I'humain et chez les rongeurs montrent
le développement de neuropathies chez des individus présentant des taux de thiamine
physiologiques (Juntunen et al., 1979; Poupon et al., 1990; Koike et al., 2003). Une
deuxiéme hypothése d’'un effet neurotoxique direct de l'alcool a donc été creusée
(Chopra and Tiwari, 2012). L’'alcool ingéré passe dans le sang et est dégradé
majoritairement au niveau du foie par I'alcool déshydrogénase en acétaldéhyde. Ce
composé connu pour ses effets toxiques, par l'altération de I'activité mitochondriale
résultant en un stress oxydatif, serait responsable de la dégénérescence des fibres
nerveuses périphériques (Guo and Ren, 2010; Zeng et al., 2017). De plus, I'analyse
post-mortem de cerveaux humains par immunohistochimie montre un taux plus
important de Iba1 (marqueur microglial) et de marqueurs pro-inflammatoires chez des
patients alcooliques en comparaison de sujets contrbéles (He and Crews, 2008). Des

souris traitées par gavage avec de I'éthanol durant 5 a 10 jours montrent des
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caractéristiques similaires (Qin et al., 2008; Qin and Crews, 2012; Drew et al., 2015).
Ces résultats suggérent que la consommation d’alcool induit une réponse
neuroinflammatoire associée a une activation microgliale dans le cerveau (Henriques
et al., 2018). Plus récemment, une étude a montré une augmentation de I'expression
de marqueurs microgliaux et pro-inflammatoires dans la moelle épiniére de souris
ayant développées des signes de neuropathie alcoolique suite a une protocole de
consommation libre d’alcool (Borgonetti et al., 2023). De fagon intéressante, une
réponse inflammatoire dans le SNC est largement décrite dans le développement de
douleurs neuropathiques (pour revue détaillées voir: Meacham et al., 2017) (Figure
53). De plus, l'injection intra-péritonéale de rolipram, un composé diminuant les taux
de cytokines pro-inflammatoires, diminue I'allodynie mécanique induite par I'exposition
a lalcool chez des rats (Han et al., 2012). Ces données suggérent que les
neuropathies alcooliques sont induites par le développement d’'une réponse pro-

inflammatoire due a la consommation d’alcool.
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Figure 53. Mécanismes périphériques et centraux impliqués dans développement
de douleurs neuropathiques

Les douleurs neuropathiques, dans desquelles les fibres périphériques montrent une réponse accrue aux
stimuli due a une hypersensibilité des nocicepteurs et une activation ectopique, sont sous-tendues par une
réponse inflammatoire dans le SNC, au niveau du cerveau et de la moelle épiniere. Cette inflammation
attestée par une activation des cellules gliales altére I'activité neuronale au sein des voies nociceptives
facilitatrices et inhibitrices résultant en une persistance de la réponse nociceptive sur le long terme. D'apres
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B. Résultats préliminaires

Dans le cadre d’'une collaboration avec I'équipe du Dr Décosterd a Lausanne,
jai eu lopportunité de participer a un projet qui s’intéressait a l'impact d’'une
consommation excessive d’'alcool lors d'un comportement de binge sur la sensibilité
aux stimuli thermiques et mécaniques. Notre hypothése était qu'une telle

consommation pouvait augmenter cette sensibilité.
1. Comportement de binge

Afin de tester cette hypothése, Gaélle Awad a développé durant son doctorat
un modéle de BD, qui sera décrit par la suite (cf. matériels et méthodes, p. 183), basé
sur une consommation libre et intermittente d’éthanol (20% V/V) chez les souris
C57BL/6J males et femelles. Selon leur groupe, les souris ont un accés continu (CA),
intermittent (1A) 3 jours par semaine, ou pas d’accés (NA) a la solution d’alcool (Figure
58).

Le comportement de binge est défini, par un taux d’augmentation de la
consommation d’alcool durant les 2 premiéres heures d’accés plus important chez les
individus du groupe IA (teos.19= 7.038; p=5.27.10-'2), en comparaison du groupe CA
(te09.13)=2.11; p=0.035) (Figure 54A). Aprés 4h d’acces cette augmentation de la
consommation d’éthanol est retrouvée uniquement chez le groupe IA (teo7.82)°= 7.68;
p= 6.49.10"%) (Figure 54B). La consommation journaliére est augmentée dans les
deux groupes (IA : ts07.33=10.68; p<2.107'6; CA : t07.67)=6.43; p=2.56.10"1%) (Figure
54C), et les femelles consomment plus que les males (lA : t303.26)=-2.54; p= 0.012;
CA : tzo2.71)=-2.14; p= 0.033) (Figure 54C). Aucune différence sexe n’est observée
aprés 2h et 4h d’accés a I'éthanol (données non montrées).

De plus, un prélévement sanguin réalisé a la fin de la session d’accés a I'éthanol
du groupe IA, soit apres 4h d’accés, la veille de la derniére session, montre une
concentration d’alcool dans le sang plus importante pour les animaux des groupes IA
et CA en comparaison au groupe NA (F(2,34) =5.146; p=0.011)(Figure 54D). Cependant
le dosage de la concentration d’alcool dans le sang n’a pas montré de différence entre
les groupes CA et IA, malgré une consommation plus importante chez ces derniers
L’analyse statistique révéle également un effet du sexe (F(1,34) =11.859; p=0.0015),
ainsi qu’un interaction entre les deux variables (sexe*groupe: F34) =9.719;

p=0.0005), montrant une concentration d’alcool dans le sang plus importante chez les
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Figure 54. Comportement de binge drinking chez des souris méles et femelles

(A) Consommation d’éthanol en g/kg de poids corporel durant les 2 premiéres heures d’accés des sessions de
binge. Les animaux ayant acces continu (CA) et intermittent (IA) a la solution d'éthanol augmentent leur
consommation au fil des sessions, le groupe IA consommant plus d’éthanol que le CA. (B) Seul le groupe IA
augmente significativement sa consommation d’éthanol au cours du temps durant les 4 premiéres heures
d’accés. (C) La consommation journaliére d‘éthanol augmente au cours du paradigme de binge drinking chez
les groupes CA et IA. Les femelles des groupes IA et CA consomment plus d’éthanol que les males. (D) La
concentration d’alcool dans le sang aprés 8 semaines d’accés a la solution d’éthanol est significativement plus
importante chez les groupes CA et IA en comparaison du groupe n‘ayant pas eu d’acces (NA) a la solution
d’éthanol. Cette différence est retrouvée uniquement chez les femelles, la concentration d’alcool dans le sang
étant équivalente entre les trois groupes d‘accés chez les méles. (BW : body weight; EtOH : ethanol; CA:
continuous access; IA: Intermittent access; NA: No access; BAC: blood alcohol concentration). Les données sont
présentées comme la moyenne par groupe = SEM. *:p<0.05; **:p<0.01 ; ***:p<0.001. Awad, données non
publiées
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femelles, dans les deux groupes ayant eu accés a la solution d’alcool, en comparaison
des males de ces mémes groupes (IA : p=0.0034 ; CA : p=0.019) (Figure 54D). Chez
les femelles la concentration d’alcool dans le sang est significativement plus
importante dans les groupes IA (p=0.0004) et CA (p=0.0015) en comparaison au
groupe NA.

Dans ces conditions, les critéres retenus pour le comportement de binge dans
le groupe IA sont :
- une consommation excessive d’éthanol en 2h en comparaison du groupe
CA
- un taux d’augmentation de la consommation d'éthanol a 2h plus

important, dans le groupe IA en comparaison au groupe CA.

Ces données montrent qu’il est possible d’'induire un comportement de BD, chez
les souris C57BL6/J males et femelles, par un accés intermittent a la solution d’alcool,

et une consommation non forcée (acces ad libitum a I'eau).
2. Seuils nociceptifs

Afin de mesurer la sensibilité mécanique et thermique des animaux, les tests
du filament de Von Frey et du plantar, sont réalisés une fois par semaine durant les 8
semaines du protocole de BD (semaines 2 a 9), et durant les 5 semaines suivantes
(semaines 10 a 14) ou les animaux n’ont plus accés a la solution d’éthanol afin
d’évaluer I'effet du sevrage (Figure 55). Les valeurs de références (baselines) sont
mesurées avant le début du protocole de BD.

Nociceptive measures each week (Von frey + plantar)

Isolement Basel

v aselines
Sipper settings
tubes

Nocicepive Week2 Week3 Week4 Week5 Week6 Week7 Week8 Week 11 v e . | Week14
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« 3% 2 days (20%)

Blood samples

* 6% 2 days Sacrifice (perfusion)
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+ Spinal cord
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Figure 55. Design expérimental de I'expérience préliminaire de binge drinking

Avant le début du protocole les animaux sont isolés et habitués a I'expérimentateur, ainsi qu’aux différents
dispositifs nécessaires aux tests comportementaux. La premiere semaine (week1), I'accés a la solution
d’alcool est progressif les souris ayant acces durant 2 jours consécutifs a une solution a 3%, puis 6%, et 3
jours a 10%. A partir de la deuxiéme semaine et durant 8 semaines (fin week?9) les animaux ont un acces
continu ou intermittent, durant 24h les lundis, mercredis et vendredis & une solution concentrée a 20% en
alcool (voir description plus détaillée en Materiels et Méthodes). S’en suit une période d‘abstinence forcée,
sans acces a l'alcool durant 5 semaines (week 10 a 14). Des tests comportementaux, visant a mesurer les
seuils nociceptifs mécanique (test du filament de Von Frey) et thermique au chaud (test du plantar) sont
réalisés chaque semaine durant la période d’accés et d’abstinence a l'alcool. Les cerveaux, la moelle
épiniere ainsi que les ganglions rachidiens dorsaux (DRG) sont prélevés a l'issu du protocole. Awad,

données non publiées
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Les seuils de sensibilitt mécanique et thermique ne varient pas durant la
période d’accés a I'alcool. Les seuils de sensibilité mécanique sont significativement
diminués entre la derniére semaine d'accés a I'éthanol, et la derniére semaine
d’abstinence forcée chez les groupes ayant eu accés a I'alcool (IA: te41)= 3.501;
p=0.0094 ; CA : ta1)= 3.019; p=0.033) (Figure 56A). La sensibilité thermique au chaud
et spécifiquement augmentée dans le groupe CA, avec une diminution significative des
seuils nociceptifs entre les valeurs de référence et la derniere semaine d’abstinence
forcée (t42)= 3.32; p=0.015), et la semaine 2 et la semaine 14 (t2,42)= 3.233; p=0.019)
(Figure 56B).
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Figure 56. Seuils de sensibilité mécanique et thermique durant un protocole

de binge drinking de 8 semaines

(A) Le seuil de retrait de la patte lors du test du filament de Von Frey, diminue chez les animaux
ayant eu acceés a la solution d’éthanol de fagcon continue (CA) ou intermittente (IA), entre la derniére
semaine d’acces (semaine 9) et la cinquieme semaine d‘abstinence forcée (semaine 14). (B) La
latence de retrait de la patte, diminue uniqguement chez les animaux du groupe CA, dans le test du
plantar, lors de la derniere semaine d’abstinence forcée (semaine 14) en comparaison aux valeurs
seuils (baseline, prise avant le début du porotocole de binge drinking) et la premiére semaine
d’accés a la solution d’éthanol 20% (semaine 2). (CA: continuous access; IA: Intermittent access; NA:
No access). Les données sont présentées comme la moyenne par groupe * SEM. *:p<0.05 ;
**:p<0.01 ; ***:p<0.001

Ces résultats suggerent qu’une abstinence forcée de 5 semaines a l'alcool
engendre une diminution des seuils nociceptifs mécanique et thermique au chaud. Le
comportement de BD semble affecter spécifiquement la sensibilité mécanique, en
effet, aucun changement n’est observé chez le groupe IA lors du test du plantar.
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3. BD : nociception et neuroinflammation

Suite a cette expérience, et afin de s’assurer de la reproductibilité de ce modele,
nous avons décidé de reproduire cette expérience dans une deuxieme cohorte. J'ai
réalisé cette nouvelle expérience en modifiant certaines mesures détaillées ci-

dessous.

Nous avons décidé de nous concentrer dans un premier temps sur les males,
afin d’augmenter les effectifs par groupe, une expérience similaire devant étre réalisée
chez des femelles ultérieurement. En dépit de 'absence d’effet statistique du sexe sur
le comportement de binge, la différence de consommation entre le groupe IA et CA,
durant les deux premiéres heures d’accés a I'éthanol, semble plus importante chez les
males que chez les femelles (figure 57). Cette observation, associée aux prévalences
de BD plus importantes chez les hommes que chez les femmes a guidé notre choix

de réitérer dans un premier temps cette expérience chez des souris males.
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Figure 57. Consommation d’éthanol durant les deux premiéres heures d’accés, chez les

souris méles et femelles

Les souris appartenant au groupe IA consomment plus de solution d’éthanol (20%) durant les deux
premiéres heures d’accés, en comparaison de celle du groupe CA, indépendamment du sexe. Les
données sont normalisées par rapport au poids des animaux. (CA : continuous access; IA: Intermittent
access ; EtOH : éthanol ; BW : body weight). Les données sont présentées comme la moyenne par
groupe *+ SEM.

Les tests nociceptifs sont réitérés, et implémentés avec le test de la plaque
froide permettant d’évaluer la sensibilité thermique au froid. Concernant le test du

plantar, les latences de retrait de la patte étant courtes (<8 secondes lors des
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baselines), cela peut rendre difficile 'observation d’'une augmentation de la sensibilité
associée a une latence de retrait diminuée. Nous avons optimisé nos conditions
expérimentales pour trouver l'intensité d’irradiation lumineuse permettant d’avoir des
valeurs de référence de latence d’au moins 8 secondes (voir « Matériels et
Méthodes général», p. 84).

De plus, nous voulons nous assurer que les effets observés sur les seuils
nociceptifs ne soient pas dus a un déficit locomoteur induit par I'alcool. L’activité
locomotrice des animaux est évaluée grace a un systéme d’actimétrie, permettant de
mesurer les déplacements au sein des cages d’hébergement (voir « Matériels et
Méthodes général», p. 81).

Enfin, des tests de bien étre (nesting, burrowing, splash tests) sont également
réalisés (voir « Matériels et Méthodes général», p. 84). En effet, des rapports
épidémiologiques montrent une occurrence commune importante entre les troubles
liés a la consommation d’alcool, et les troubles de 'humeur (Lai et al., 2015). De plus,
plusieurs études rapportent également une altération du bien-étre, par I'utilisation de
questionnaires spécifiques, chez des individus ayant une consommation d’alcool non
pathologique, mais une consommation a risque tel que le BD (Blank et al., 2016;
Fuentes et al., 2017). Les recherches précliniques chez les rongeurs montrent parfois
des divergences sur les résultats obtenus, dépendant vraisemblablement des
modalités d’accés a I'alcool (consommation libre ou forcée, durée de I'exposition ...)
(Holleran and Winder, 2017; Xu et al., 2017; Bloch et al., 2020), et des tests
comportementaux réalisés (pour revue voir : Holleran and Winder, 2017). Nous posons
I'hypothése qu'une consommation excessive d’alcool induite par un comportement de
binge, dans un modéle murin avec une consommation libre, induit une altération du

bien-étre.

Les objectifs de ce projet sont donc i) de s’assurer de la reproductibilité du
modéle de BD établit dans I'équipe, ii) d’évaluer au cours du temps l'impact du
comportement de BD et de l'abstinence forcée sur la sensibilité mécanique, et

thermique au chaud et au froid, iii) ainsi que sur le bien-étre.
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C. Matériels et Méthodes
1. Conditions d’hébergement des animaux

Des souris C57BL/6J males (n=45), origine Charles River (France), sont
arrivées au laboratoire a I'age de 4 semaines. Durant les 2 semaines d’habituation aux
locaux, les animaux sont hébergés a 3 ou 4 par cage, dans une salle a température
régulée (22 + 2 °C), avec un cycle jour/nuit de 12 heures. lls sont ensuite isolés dans
des cages individuelles (11.5 x 29.5 x 13 cm ; 339 cm?) transparentes et ouvertes, afin
de garder un contact visuel et olfactif avec leurs congénéres, durant toute la période
des expériences. L'isolement des animaux est nécessaire pour réaliser des mesures
de consommation précises pour chaque individu. Les procédures ont été évaluées et
approuvées par le comité d’éthique pour I'expérimentation animale de Strasbourg
(CREMEAS) et validées par le ministére avec le numéro d’agrément APAFIS #22688-
2019110512492230.

2. Protocole de binge drinking (BD)

Apreés I'isolement, les biberons sont remplacés par deux tubes Falcon de 50 mL
remplis d’eau, afin que les animaux s’habituent a ce dispositif durant au moins 5 jours.
En effet, ce protocole repose sur le paradigme du choix entre deux bouteilles (Figure
58A), permettant une consommation libre des animaux entre de I'eau et une solution
contenant de I'alcool (éthanol 99.9%, Carlo Erba reagents, dilué dans de I'eau), afin
de se rapprocher des modalités de consommation chez 'Homme (Rhodes et al.,
2005).

Les animaux sont répartis en 3 groupes (n=15/groupe) (Figure 58B) selon leurs
poids, afin que le poids moyen des animaux soient équivalents entre les groupes. Le
protocole a été adapté d’une étude réalisée par Hwa et ses collaborateurs (Hwa et al.,
2011). Le groupe test ayant un acces intermittent (IA) a la solution alcoolisée (20%,
v/v) 3 jours par semaine, les lundis, mercredis et vendredis, commengant 2h apres le
début de la phase lumineuse, un deuxieme groupe ayant un acceés continu (CA) a la
solution d’alcool. Le groupe contrdle (NA) n’ayant pas d’accés a l'alcool. La position
de I'eau et I'alcool est intervertie a chaque début d’accés (tous les jours pour le groupe
CA, a chaque session pour le groupe |A) pour éviter un biais de consommation dd a
une préférence de place. Ce protocole est réalisé en l'absence de déprivation
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alimentaire. Afin de pallier 'aversion des souris pour le goat amer de I'alcool (Kiefer et
al., 1998), naturellement assimilé a une substance toxique, les animaux des groupes
IA et CA sont progressivement habitués a cette substance, a 'dge de 9 semaines.
Durant la premiére semaine, les animaux sont exposés a des solutions alcoolisées,
dont la concentration est progressivement augmentée tous les deux jours (3%, 6%,
10%, v/v) comme fait lors de I'expérience initiale (données préliminaires). Seulement
ensuite les souris ont accés a une solution concentrée a 20% durant 8 semaines, soit
26 sessions pour les animaux IA. La consommation d’eau et de solution alcoolisée est
mesurée, en pesant les tubes Falcons, 2h, 4h et 24h aprés le début de I'accés. La

consommation alimentaire des croquettes a également été mesurée quotidiennement.
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Figure 58. Conception expérimentale du protocole de binge drinking

(A) Ce paradigme a été réalisé chez des souris C57BL/6J méles (n=45). Les animaux des groupes CA et A
ont un accés libre a une solution d’éthanol et de ['eau. (B) Le groupe IA a acces a la solution d’éthanol les
lundi, mercredi et vendredi. La consommation hydrique est mesurée 2h, 4h et 24h aprés le début de
I'acces a I'alcool. (C) La premiére semaine (week1), I'acces est progressif avec 2 jours d’accés a une solution
concentrée a 3% (V/V), puis 6%, et enfin 3 jours a 10% d’alcool. Les souris ont ensuite accés a une solution
d’éthanol 20% durant 8 semaines (week 2 a 9), selon les modalités de chacun des groupes. S’en suit 5
semaines d’abstinence forcée sans accés a I'alcool (week 10 a 14). Durant le protocole de binge drinking,
des tests comportementaux, visant a mesurer le bien-étre, les seuils nociceptifs, ainsi que ['activité
locomotrice des animaux, ont été réalisés. Les cerveaux, la moelle épiniére ainsi que les ganglions
rachidiens dorsaux (DRG) sont prélevés a I'issu du protocole, pour de futures analyses moléculaires. (CA: 184
continuous access; IA: Intermittent access; NA: No access ; EtOH : ethanol; DRG: ganglions rachidiens
dorsaux)



A l'issu de ces 9 semaines d’acces a la solution d’éthanol, les souris sont
soumises a 5 semaines d’abstinence forcée, durant lesquelles elles n’ont plus accés
a l'alcool. Cela permet de déterminer I'impact de I'abstinence sur les comportements

de nociception et de bien-étre.
3. Tests comportementaux

Au cours de ce paradigme de BD des tests comportementaux visant a mesurer
les seuils nociceptifs (Von Frey, Plantar, plaque froide) et le bien-&tre (nesting,
burrowing, splash test) (protocoles détaillés voir p. 84) des animaux, sont réalisés les
semaines 2 et 8 du protocole (Figure 58C), en dehors des périodes d’acces a I'alcool
du groupe IA, c’est-a-dire les mardis, jeudis, samedis et dimanches afin de ne pas
perturber la consommation des animaux (Figure 58A). Ces expériences sont réalisées

aussi les semaines 11 et 14 durant lesquels les animaux n’ont plus accés a I'alcool.
4. Prélevements de tissus

Lors de la derniére session, 4h apres le début de I'acces a la solution d’alcool,
du sang est collecté par prélévement sanguin a la queue (voir p. 91 pour protocole
détaillé), afin de mesurer la concentration d’alcool dans le sang avec le NAD-ADH
reagent multiple test vial (N7160, Sigma-Aldrich). Les échantillons sont prélevés grace
a des capillaires héparinés, centrifugés 6min a 6 000 rpm pour récupérer le sérum, et

conserves a -80°C jusqu’a leur utilisation.

A l'issu des 5 semaines d’abstinence forcée, les souris sont mises a mort par
perfusion intra-cardiaque (Wu et al., 2021) afin de récupérer les cerveaux, la moelle
épiniére, ainsi que les ganglions rachidiens dorsaux fixés. Les animaux sont
profondément anesthésiés par injection intrapéritonéale d’une dose Iéthale (10mL/kg)
d’une solution de Kétamine (Imalgene 1000, 200 mg/kg) Xylazine (Rompun 2%, 30
mg/kg). Lorsqu’ils ne présentent plus de réflexes moteurs, le thorax est incisé afin
d’exposer le coeur. Une aiguille reliée a une pompe péristaltique, permettant de faire
passer des fluides avec un débit constant (19 mL/min), est insérée au niveau de 'apex
gauche du cceur, permettant le passage des solutions a travers tout le systeme
vasculaire. Dans un premier temps une solution saline (NaCl 0,9%) permet de rincer

tout le sang présent, ensuite une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% permet de
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fixer les tissus en inhibant les réactions enzymatiques et métaboliques, et en

permettant la création de liaisons covalentes entre les acides aminés.

Les cerveaux sont retirés de la boite crénienne, les moelles épiniéres et les
ganglions rachidiens dorsaux (DRG) sont également prélevés et conservés (24h ; 3h;
1h30) a 4°C dans du PFA 4%, avant d’étre transférés durant maximum 72h pour les
cerveaux et 24h pour les moelles épiniéres et les DRG dans une solution de D-glucose
30%, permettant de maintenir l'intégrité cellulaire, et d’éviter la formation de cristaux
de glace lors de la congélation. Les cerveaux sont ensuite plongés 1 minute dans de
I'isopentane refroidi a -45°C, puis congelés au -80°C. Les moelles épiniéres et les DRG
sont placés dans des cupules avec du cryoprotectant et congelés a -80°C. Cette
technique de fixation permet de préserver la morphologie de I'’échantillon, ainsi que la
structure secondaire et tertiaire des protéines.

5. Analyse statistique

Les analyses statistiques sont similaires a celles utilisées lors du protocole de
BS et explicitées dans le « Matériels et Méthodes » général de ce manuscrit (voir p.
95).

D. Résultats

1. L’acces intermittent a I’éthanol n’a pas induit de comportement de

binge dans cette cohorte

Durant la période d’habituation a des doses croissantes d’éthanol (3%, 6%,
10%), les animaux des groupes CA et IA consomment des quantités équivalentes
d’alcool, les deux groupes ayant accés 24h/24h a un biberon d’alcool et d’eau durant
cette période (Figure 59A). On observe une diminution significative de Ila
consommation d’alcool aprés le premier jour d’accés a une solution de méme
concentration, et ce comportement est observé a chaque augmentation de
concentration (3% : F(1)=46.5772; p=1.24.10%; 6% : F(1)=56.7723 ; p=5.018.10""7;
10% : F(1)=88.5951 ; p<2.107'%). Les souris ayant accés a la solution d’alcool
consomment moins d’eau que le groupe n’y ayant pas accés (NA vs CA : t22.1159 )=-
9.288 ; p<2.107%; NA vs IA : t222.3662) =-8.966 ; p<2.10-'6) (Figure 59B). Cependant la
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consommation de liquide, eau et alcool confondus est similaire entre les groupes et au

cours du temps durant cette semaine d’habituation.

Durant cette expérience la consommation d’alcool, durant les deux premiéres
heures d’acces et journaliére, est identique entre les animaux des groupes CA et IA
(Figure 59C, D). L’'analyse statistique révéle une diminution significative de la
consommation d’éthanol au cours des sessions a 2h, 4h et 24h chez les groupes CA
(2h : t750=-3.420 ; p=0.0007 ; 4h : t750=-2.515 ; p=0,0121 ; 24h : t750=-2.159 ;
p=0,0312) et IA (2h : t750)=-4.136 ; p=3.94.10-05 ; 4h : t(750=-4.248 ; p=2.43.10-05 ;
24h : t750=-3.669 ; p=0.0003), probablement due a la prise de boisson importante lors
de la premiere session, qui diminue dés la deuxieme session et se stabilise ensuite.
Ainsi, de fagon surprenante, I'accés 3 jours/semaine n’a pas induit de comportement
de binge chez le groupe IA, selon les critéres établis précédemment (données

préliminaires), la consommation étant similaire entre les groupes IA et CA.

La consommation totale d’éthanol durant les 8 semaines d’accés a la solution
20% est significativement plus importante chez le groupe CA, ayant eu acceés tous les
jours, en comparaison au groupe IA (F1)=13.72 ; p=2.125.10-'?), ayant eu accés 3
jours/semaine a la solution alcoolisée (Figure 59E). La comparaison de la prise de
liquides totale (eau + EtOH) lors des sessions d’accés a I'éthanol montre que les
animaux des groupes CA et |A boivent significativement plus que ceux du groupe NA
(CA : t(287)=4.980 ; p=1.1.108 ; IA : t(287y=4.026 ; p=7.27.10"%°) (Figure 59F). De fagon
surprenante, le dosage de la concentration d’alcool dans le sang est similaire entre les
trois groupes (p=0,5178) (Figure 59G).
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groupe contréle (NA) ont une prise de liquides totale (eau + éthanol) moins importante que les animaux des
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données sont présentées comme la moyenne par groupe = SEM. *:p<0.05 ; **:p<0.01 ; ***:p<0.001
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2. La consommation d’alcool altére la sensibilité mécanique

Les seuils de sensibilité mécanique et thermique au chaud et au froid ont été
mesurés avant le début du protocole de BD afin d’'obtenir les valeurs de référence
(baselines), puis durant la premiere et la derniére semaine d’accés a I'alcool (semaines
2 et 9), et d’abstinence forcée (semaines 11 et 14) (Figure 60C).
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(A) Le seuil de retrait de la patte lors du test du filament de Von Frey, est diminué chez les animaux ayant
eu acceés a la solution d'éthanol de facon continue (CA) ou intermittente (IA), lors de la derniere semaine
d’abstinence forcée (semaine 14). (B) La consommation d’alcool, ou I'abstinence forcée, ne modifie pas la
latence de retrait de la patte chez des souris méles lors d’une stimulation thermique chaude. (C) La latence
de saut dans le test de la plaque froide n’est pas modifiée par la consommation d’alcool de fagon continue
ou intermittente, ni suite & 'abstinence forcée. (CA: continuous access; IA: Intermittent access; NA: No
access). Les données sont présentées comme la moyenne par groupe * SEM. *:p<0.05; **:p<0.01 ;
***:0<0.001

L’acces continu a I'éthanol induit une diminution du seuil de retrait de la patte

au cours du temps lors du test du filament de Von Frey (F14,204=1.92 ; p=0.024), entre
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la premiére et la derniere semaine d’acces (t42)=4.616 ; p=0.0009) (Figure 60A). De
plus, I'abstinence forcée engendre une diminution des seuils de sensibilité mécanique
entre la premiére semaine d’accés a l'alcool et la derniere semaine d’abstinence chez
les animaux du groupe CA ( t42)=5.512 ; p=0.0001), et entre les valeurs de référence
et la derniére semaine d’abstinence forcée pour les individus du groupe IA (t42)=3.221 ;
p=0.0462).

Concernant les seuils de sensibilité thermique au chaud (Figure 60B) et au froid
(Figure 60C) aucune modification induite par la consommation d’alcool durant la
période d’accés ou d’abstinence forcée n’a été observée. De plus, un effet seuil est
observé lors du test de la plaque froide, avec des souris ne sautant pas dans les 20s
d’exposition au stimuli froid. Cette limite ayant été définie au préalable pour éviter toute

Iésion des tissus.
3. La consommation d’alcool n’altére pas le bien-étre

L’analyse statistique du temps passé a se toiletter durant le splash test révele
un effet du temps (F(2,100)=5.74 ; p=0.002), indépendant du groupe (Figure 61A). Les
animaux passent plus de temps a se toiletter la semaine 11 (premiére semaine
d’abstinence forcée), en comparaison aux semaine 2 (t40=-3.015; p=0.0222) et 5
(t40=-2.861 ; p=0.0325).

La quantité de billes déplacées durant le test du burrowing est stable au cours
du temps (F3,106)=1.05; p=0.372), et entre les groupes (F(2,38=0.48 ; p=0.621) (Figure
61B).

Les scores attribués lors du test du nesting ne different pas significativement
entre les groupes (3%2=0.8928 ; p=0.6399). La proportion de scores élevés augmente
au cours du temps indépendamment du groupe d’accés (y%1)=5.4606 ; p=0.0194)
(Figure 60C).

190



Time (s)

B Burrowing

Grooming
*
250 * 150 ~
— — 8 :
200{ A L o o~ ‘IE | |: ﬁ Ei a
O = O) : v -
[ ° ‘ % = 100 M J
150 £
A O (@) ® — 8
s A® A c 8
100{ A 2
3.9 50
T
50 g
* 1
0 = Weok 2 Week 5 Week 8 Week 11 0 Week2 Week5 Week9 Week 11 Week 14
| Alcohol access | Forced | Alcohol access | | Forced abstinence
abstinence
Nesting
100- Scores A NA e CA o IA
N5
80- o4
W3
2
604 1
40- I
. Figure 61. Evaluation du bien-étre durant un
FFF FFF FFF FFE Frw protocole de binge drinking chez des souris
Week2  Week5 Week9 Week 11 Week 14 males
| Alcohol access | | Forced abstinence |

(A) Le temps passé a se toiletter a augmenter dans les trois groupes au cours du temps. (B) La quantité de
billes déplacées lors du test de burrowing est stable durant tout le paradigme de binge drinking, et
identique entre les groupes. (C) Les scores attribués lors du test du nesting, ne différe pas entre les
groupes. (CA: continuous access; IA: Intermittent access; NA: No access). Les données sont présentées
comme la moyenne par groupe = SEM. *:p<0.05 ; **:p<0.01 ; ***:p<0.001

4. Activité locomotrice

Les mesures de I'activité locomotrice des animaux, par actimétrie, durant les
phases lumineuses et nocturnes, ne montrent pas de différence entre les groupes,
avant le début du protocole de BD, ainsi que pendant les périodes d’acceés a I'alcool

ou d’abstinence forcée (Figure 62).

191



Baseline

Mean crossing per hour

7 8 9 10 11 1213141516 17 18 192021222300 1 2 3 4 5 6 7

Alcohol access (week 2)

Mean crossing per hour

7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 1920 21 2223 00 1 2 3

Alcohol access (week 9)

Mean crossing per hour

7 8 9 1011 121314151617 18 1920212223001 2 3 4 5 6 7

Forced abstinence (week 12)

Mean crossing per hour

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 00 1
Hour

Figure 62. Mesure de |'activité locomotrice spontanée

Les mesures d’actimétrie sur 24h, réalisées avant le début du paradigme de binge drinking
(baseline), durant la période d’acces a I'éthanol (semaine 2 et 9), et lors de la période d’abstinence
forcée (semaine 12), montre un comportement similaire entre les 3 groupes. (CA : continuous
access; IA: Intermittent access; NA: No access). Les données sont présentées comme la moyenne

par groupe * SEM.

192



E. Discussion

1. Comportement de binge drinking non reproduit

De fagon surprenante la répétition du protocole de binge drinking
précédemment établi dans le laboratoire, ne nous a pas permis de reproduire le
comportement de binge induit par un accés intermittent a la solution d’éthanol chez le
groupe |A, c’est-a-dire une consommation plus importante d’alcool les deux premieres
heures d’accés en comparaison du groupe CA. Les souris de la lignée C57BL/6J ont
éteé specifiquement choisies pour réaliser cette étude, car elles sont largement décrites
dans la littérature pour consommer des quantités importantes d’alcool, et présenter
une préférence pour I'éthanol (Yoneyama et al., 2008). De plus, la lignée, l'origine
(Charles River), I'age des souris utilisées, ainsi que la période de I'année a laquelle
ont été réalisées les expériences sont identiques entre les deux expériences. Dans
une étude récente, ou les auteurs n'ont pas réussi a atteindre des quantités d’alcool
consommees par les souris équivalentes aux données précédemment publiées, ils ont
cherché a comprendre ce qui pouvait expliquer ces différences (Lee et al., 2017;
Szumlinski et al., 2019). lls ont notamment montré que I'origine des souris (reproduite
en laboratoire ou venant d’'un fournisseur agréé) n'impacte pas le comportement de
binge (Szumlinski et al., 2019). lls concluent que les différences trouvées dans leur
étude résultent d’'une période d’habituation au nouvel environnement ou a lieu I'accés
a I'alcool, trop courte, et recommandent au moins 45 min d’habituation pour optimiser
la consommation d’alcool. Ce critere ne peut pas étre considéré dans notre étude, car

les animaux restent dans leur cage d’hébergement lors des sessions d’accés a 'alcool.

Lors de [l'expérience préliminaire les quantités d’alcool consommeées
journalierement sont équivalentes a celles rapportées par Hwa et ses collaborateurs,
pour les animaux des groupes CA et |IA (Hwa et al., 2011). Une autre étude (Crabbe
et al., 2012) montre une consommation d’éthanol journaliére moins importante, chez
des individus males, et cette fois-ci comparable aux quantités obtenus lors de notre
deuxiéme expérience. Cependant, dans cette étude l'accés intermittent a I'éthanol
20% 3 jours par semaine engendre une augmentation de la consommation, comme
dans le papier initial de Hwa. De plus, en réduisant la durée de I'acces intermittent, a
4h durant la phase nocturne, le comportement de binge n’est plus observé, avec dans
ce cas une consommation équivalente aux animaux ayant un accés continu. Ces

études illustrent bien la variabilité des résultats obtenus avec un méme protocole, qui
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pourrait s’expliquer par une variabilité laboratoire ou expérimentateur dépendante. Par
exemple, les tubes utilisés pour donner I'accés aux différentes boissons different entre
ces papiers, ainsi que la fagon de mesurer la consommation, I'équipe de Hwa ayant
pesé les tubes, alors que I'équipe de Crabbe s’est servi des graduations sur le tube.
Notre équipe a également adapté le protocole entre I'expérience préliminaire ou la
consommation est mesurée visuellement a l'aide des graduations présentes sur les
tubes, et la seconde expérience ou les tubes sont pesés. Ce changement technique
ne semble pas avoir impacté les mesures de consommation en effet les valeurs
relevées apres 2h d’accés sont relativement proches avec respectivement dans
I'expérience préliminaire une consommation moyenne d’éthanol sur toute la durée du
protocole de 2.46 g.kg dans le groupe IA et 2.12 g.kg dans le groupe CA, et dans la
seconde expérience 2.33 g.kg chez les |IA et 2.71 g.kg chez les CA. En revanche la
consommation journaliére est largement plus élevée lors de I'expérience préliminaire
(IA=19.52 g.kg ; CA= 16.16 g.kg) en comparaison de la seconde expérience (IA=9.95
g.kg; CA= 9.62 g.kg). Il nous semble important de souligner ici que ces
consommations exprimeées en g.kg reflétent en réalité des volumes bruts relativement
faibles. En effet, dans la seconde cohorte la consommation d’alcool moyenne en
groupes CA et IA confondus en 2h est de 0.41 mL et journaliére 1.6 mL. De plus, Henry
Odent, doctorant dans notre équipe, a récemment mesuré la déperdition d’eau en 1h
et 24h dans nos conditions expérimentales, qui sont en moyenne respectivement de
0.198 mL et 0.709 mL. Cela suggére qu’environ la moitié des valeurs mesurées durant
cette seconde expérience pourrait en réalité étre due a la déperdition et non a la
consommation des animaux. Dans nos conditions expérimentales, il semblerait donc
judicieux d’utiliser des concentrations d’alcool plus faibles qui permettraient aux souris
de consommer des volumes plus importants et donc diminuer les biais de mesure dus
a la déperdition. En effet, nous savons d’apres nos expériences de BS que les souris
C57BL/6J peuvent consommer jusqu’a 1.11 mL en 1h (valeur moyenne de solution
sucrée consommeée par les animaux bingeurs durant la 16 h d’accés) et 9.96 mL en
24h (volume moyen de solution sucrée consommeée par le groupe CA dans le protocole
de BS).

Il est a noter que lors de I'habituation a des doses croissantes d’'éthanol (3%,
6%, 10%) dans notre deuxiéme cohorte, la consommation est maximale lors du

premier jour d’exposition et diminue des le deuxiéme jour, ce phénomene se répétant
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a chaque changement de concentration. Ce profil n’est pas vu dans notre étude
préliminaire (données non montrées), ni dans les études précédentes (Hwa et al.,
2011; Crabbe et al., 2012), ou la consommation est stable au fil des jours pour une
méme concentration. || semble donc possible qu’'une consommation trop importante
lors du changement de concentration ait pu induire une intoxication chez les souris, et
donc une aversion a cette solution résultant en une consommation moindre d’éthanol
les jours suivants. Cet effet pourrait aussi influencer la consommation ultérieure
d’alcool dans le protocole. Une aversion conditionnée au gout de I'éthanol est montrée
suite a une injection intrapéritonéale d’éthanol a forte concentration (2.5 g.kg) couplée
a la présentation d’une solution d’éthanol (10%), résultant en une diminution de la

consommation d’alcool (Sinclair, 1984).

Un autre facteur important a noter est que la nourriture des animaux a changée
de fagon indépendante de notre volonté entre nos deux expériences. Les croquettes
Mucedola (RF421) ont été remplacées par la marque Safe (A04). Cette derniere ayant
une valeur nutritionnelle 1égérement plus élevée (Tableau 8). Nous savons qu’une
augmentation de I'apport calorique peut diminuer la consommation d’alcool (Dole et
al., 1985), ce changement aurait donc aussi pu influer sur la différence de
consommation entre nos deux cohortes. Cependant, la prise de poids ainsi que la prise
calorique durant les 8 semaines d’accés a I'éthanol sont similaires entre nos deux
expériences, suggérant que le changement de nourriture n’est pas responsable de la

diminution de consommation d’alcool dans cette expérience.

Tableau 8 — Valeurs nutritionnelles des aliments RF421 et A04

RF421 A04
Protéines 18.5% 16.1%
Lipides 3% 3.1%
Carbohydrates 53.5% 60.4%
Saccharose 3.68% 3.2%
Energie métabolisée 3.15 kcal.kg 3.339 kcal.kg
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2. Analyse du bien-étre lors d’un protocole de consommation d’alcool :
points critiques

Les études précédentes se sont concentrées sur I'impact d’'une consommation
d’alcool durant une période d’abstinence (Bloch et al., 2022). En effet, les rechutes
sont fréquentes chez les personnes souffrant d’alcoolisme, généralement induites par
une sensation exacerbée de mal-étre lors du sevrage, appelée « hyperkatifeia »
(Koob, 2021). L’alcool permettrait de soulager transitoirement cette sensation, par son
effet anxiolytique (Knight et al., 2020), engendrant un cercle vicieux dont il est difficile
de s’extirper. Contrairement a ces études précédentes, avec ou sans comportement
de binge (Lee et al., 2017; Rath et al., 2021; Van Hees et al., 2022; Xu et al., 2022),
ou une altération du bien-étre a pu étre observée (voir revue voir (Holleran and Winder,
2017)), nous n'avons pas mis en évidence d’altération du bien-étre des animaux a la
suite d’'une consommation chronique d’alcool dans nos conditions. Plusieurs facteurs
peuvent expliquer cette différence de résultats, le premier étant le type de tests utilisés.
En effet, nous avons décidé de nous intéresser dans cette étude a l'impact d’'une
consommation d’alcool sur des comportements innés (nidification, creusage,
toilettage), alors que les recherches antérieures ont utilisé des tests initialement
congus pour mesurer I'anxiété des animaux, tels que le light-dark , 'TEPM, le labyrinthe
en zéro déja décrits dans l'introduction de ce manuscrit (p. 35), ou le novelty supressed
feeding test (NSFT) lors duquel on mesure la latence pour récupérer de la nourriture
placée au centre d’un champ ouvert, chez des animaux précédemment privés de
nourriture, ou encoreles comportements de type dépressifs avec le FST. En
comparaison des tests conventionnellement utilisés dans ce domaine de recherche,
les tests de bien-étre présentent I'avantage de pouvoir étre répétés au cours du temps,
donc de suivre 'évolution du phénotype comportemental au cours de la période
d’accés et d’abstinence. Nous n’avons pas observé d’altération du bien-étre général
des animaux dans nos conditions expérimentales. Il semble que I'absence d’effet
observée dans notre procédure puisse étre due aux modalités d’acceés a la solution
d’éthanol (libre accés, continu ou intermittent), ainsi que la quantité consommeée
(relativement faible) par les animaux. Récemment, dans un protocole similaire (accés
3 jours/semaines a la solution d’alcool), aucun effet n’a été observé dans le NSFT et
le labyrinthe en zéro aprés 1 ou 28 jours d’abstinence (Bloch et al., 2020). A l'instar de

nos résultats, les quantités d’éthanol consommeées par les souris, sont peu élevées
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dans cette étude d’accés intermittent, environ 430 g.kg au total sur les 7 semaines
d’acceés, équivalent a la quantité totale d’éthanol consommée par le groupe CA dans
notre étude (431 g.kg), le groupe IA ayant consommeé au total 261 g.kg sur les 8
semaines d’acces (Figure 59E). Au contraire, dans une étude avec un acces continu
durant 4 semaines a la solution d’éthanol engendrant une consommation totale
d’alcool d’environ 800g.kg, les animaux présentent des comportement de type anxieux
dés 1 jour d’abstinence (Vranjkovic et al., 2018). Il semble donc que la quantité totale
d’alcool consommée avant la période d’abstinence forcée joue un réle prépondérant
dans le développement de comportements de type anxieux. Nous supposons qu’il en
est de méme pour I'état émotionnel global des animaux et donc que la quantité d’alcool
consommeée durant notre protocole de binge drinking soit insuffisante pour induire une

altération comportementale lors de la période d’abstinence.

Un modéle de drinking-in-the-dark lors duquel les souris ont acces a la solution
d’alcool 3h chaque jour durant la phase nocturne montre une altération des
comportement de type dépressif dans le FST aprés 7 semaines d’accés (Lee et al.,
2017). Il semble important de noter que ces souris consomment 4 g.kg d’éthanol durant
chaque session, soit la moitié de la consommation journaliére observée dans notre
paradigme, en seulement 3h. De nouveau il semble probable que la quantité d’alcool
consommeée durant les épisodes de binge joue un réle majeur dans I'altération du bien-
étre. L’'absence de comportement de binge lors de notre expérience peut expliquer
que nous n'ayons pas observé de changement de I'état émotionnel des animaux
durant la période d’acces a l'alcool. || semble également possible que les tests que
nous avons reéalisés ici usuellement utilisés dans des modéles engendrant des
phénotypes forts comme des modeéles de douleurs neuropathiques (Kremer et al.,
2021) ne soient pas assez sensibles pour révéler les effets de la consommation
d’alcool.

L’ensembles de ces données nous laissent supposer que la consommation

d’alcool durant notre procédure soit insuffisante a I'apparition d’'un déficit @motionnel.

3. La consommation d’alcool altére différentiellement la sensibilité

mécanique et thermique

Concernant la sensibilité thermique au chaud, les résultats initiaux n’ont pas été

reproduits, venant s’ajouter aux données de la littérature montrant des résultats variés.
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La latence de retrait de la patte lors d’un stimuli chaud, n’est pas modifiée par la
consommation d’alcool, ni I'abstinence forcée, en accord avec certaines publications
(Gatch and Lal, 1999; Gatch, 2009; Li et al., 2019; Han et al., 2020). Au contraire,
d’autres articles montrent une diminution de la sensibilité thermique au chaud durant
une abstinence forcée a I'alcool (Dina et al., 2000; Fu et al., 2015; Roltsch Hellard et
al., 2017; Avegno et al., 2018; Kang et al., 2019; Kelley et al., 2022; Brandner et al.,
2023). Trois phénoménes semblent pouvoir expliquer ces dissimilitudes : 'espéces et
le sexe des animaux testés, ainsi que les quantités d’alcool ingurgitées. En effet,
plusieurs études menées chez le rat male rapportent une diminution de la sensibilité
thermique au chaud (Dina et al., 2000; Fu et al., 2015; Roltsch Hellard et al., 2017;
Avegno et al., 2018; Kang et al., 2019). Des résultats similaires sont reproduits chez
les males dans une expérience regardant les deux sexes, et ne sont pas retrouvés
chez les femelles (Kelley et al., 2022). Néanmoins, des effets opposés a cette étude
sont observés chez la souris, avec une augmentation de la sensibilité thermique au
chaud uniquement chez les femelles (Brandner et al., 2023). Dans les deux études
s’intéressant a I'impact du sexe (Kelley et al., 2022; Brandner et al., 2023), 'exposition
a l'alcool provient de vapeurs d’alcool, et non d’'un régime liquide comme dans notre
procédure. De fagon intéressante, I'induction de I'hyperalgésie thermique mesurée par
le test de la plaque chaude s’est faite chez le sexe présentant les concentrations
d’alcool dans le sang les plus élevées. Chez les souris, cet effet est observé
uniqguement aprés linjection de pyrazole, un composé inhibant [lalcool
déshydrogénase et augmentant donc la concentration d’alcool dans le sang. Il semble
donc que la diminution des seuils de sensibilité thermique dépende du degré
d’intoxication a I'alcool, attesté par la concentration d’alcool dans le sang, plus que du
sexe des individus. La mesure de la concentration d’alcool dans le sang dans notre
paradigme n’ayant pas révélé de différence entre nos groupes avec et sans accés a
I'alcool, il est probable que les animaux n’aient pas consommeé de quantités suffisantes

de solution alcoolisée pour induire une hyperalgésie thermique au chaud.

Nous avons observé un effet plateau lors du test de la plaque froide avec la
majorité des animaux ne montrant pas de réponse dans les 20 s du test. Il semble
donc que les paramétres utilisés comme témoin d’une réponse nociceptive au froid ne
soient pas les plus adaptés. En effet, seulement les sauts ont été dénombrés, cette

réponse étant une tentative d’échappement donc l'ultime recours mis en place par les
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animaux (Deuis et al., 2017), elle n'est pas systématique ou peut nécessiter un temps
limite plus long pour étre observée. Le scorage de réponses aversives, telles que
'observation de la position de la patte, ou son léchage, auraient pu permettre une
analyse plus précise de la sensibilité au froid.

Conformément a la littérature, et a nos résultats préliminaires, I'abstinence
forcée a l'alcool (dans les groupes CA et IA) induit une diminution des seuils de
sensibilité mécanique (Dina et al., 2006; Bergeson et al., 2016; Han et al., 2020; Kelley
et al., 2022; Brandner et al., 2023). Cela suggére que contrairement a la sensibilité
thermique [I'hyperalgésie meécanique ne dépend pas des quantités d’alcool

consommeées en amont.

F. Conclusion

H) m

ation d’alcool

’)

o il

Douleur @ —————p Mal-étre

Figure 63 Relations entre : consommation d‘alcool, douleur et mal-étre ?

Durant ce projet nous nous sommes intéressés aux relations entre la
consommation d’alcool, la douleur et les altérations du bien-étre, qui sont encore mal
comprises. Notre hypothése initiale étant qu'une consommation de type binge drinking
peut induire des altérations des seuils nociceptifs, associées a une diminution du bien-
étre. Cependant, nous nous sommes confrontés a certaines limites techniques liées a
l'utilisation de modéles animaux. En effet, en choisissant d’utiliser un modéle de
consommation libre d’alcool, nous n’avons pas pu reproduire le comportement de
binge préecédemment obtenu. De plus, ce projet permet de mettre en avant des points
critiques a considérer dans ce type d'étude, au-dela du modéle de consommation

choisit, les quantités d’alcool consommeées semblent étre un paramétre essentiel a
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prendre en compte dans le développement des troubles associés a une consommation
a risque d’alcool. Par exemple, I'hyperalgésie thermique précédemment observée
durant la période d’abstinence forcée n’a pas été retrouvée ici, cela pourrait venir des
quantités d’alcool consommées trop faibles. Les modéles de consommation libre se
rapprochant le plus de la consommation humaine il parait judicieux de poursuivre les
études sur ce type de modele, méme s’ils ne permettent pas d’obtenir une
consommation standardisée entre les animaux. Il semble important d’adapter les
concentrations d'alcool utilisées selon le matériel de mesure disponible au laboratoire.
En effet, nous avons vu ici que les volumes de solution de 20% d’éthanol consommeés
par les souris sont relativement faibles la déperdition due a I'évaporation et a la
manipulation des biberons pouvant constituer un biais majeur dans les mesures. Nous
supposons que les souris consommeraient des volumes plus importants si la
concentration en alcool était moins élevée, diminuant ainsi les biais de déperdition. De
plus, nous n’avons réalisé cette étude que sur des individus males car nous pensions
renouveler cette expérience chez des souris femelles une fois notre modeéle validé. Il
nous parait primordial d’inclure les deux sexes dans les protocoles de recherches. En
effet, ces études restent encore minoritaires, or il semblerait que les effets induits par
la consommation d’alcool ne soient pas homogénes entre les individus males et
femelles. Face aux résultats comportementaux obtenus nous n’avons pas poursuivi
I'étude moléculaire dont le but était d’analyser par immunohistochimie des marqueurs
inflammatoires (Iba1, GFAP) au niveau cérébral, de la moelle épiniére et des DRG afin
de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents impliqués dans le développement
de douleurs induites par une consommation d’alcool. Il apparait donc important de
poursuivre les recherches sur cette thématique, pour comprendre les mécanismes
impliqués et trouver des remédes afin d’éviter le développement de complications liées

a la consommation d’alcool, ainsi que les rechutes.
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VIl. Discussion générale

Plusieurs éléments sont déja discutés dans la partie résultats de ce manuscrit,
dans les discussions des articles, comme par exemple I'impact du sucre sur la CPP et
I'état émotionnel. Nous allons développer ici certains points qui nous paraissent
pertinents afin d’'intégrer les résultats obtenus durant ce projet dans le contexte actuel
des connaissances. Dans un premier temps nous allons aborder la sous-
représentation des individus de sexe féminin dans la recherche, et pourquoi leur
inclusion semble indispensable afin de mieux caractériser les processus
physiopathologiques impliqués dans le BED. Dans un deuxiéme temps nous ferons un
point sur les conséquences d'une consommation excessive de sucre au niveau

moléculaire et comportemental.

A. Le sexe, une variable a prendre en compte dans les études précliniques

de binge

1. Le cycle cestral induit-il plus de variabilité dans les mesures

comportementales ?

En 2016, le NIH (national institut of health) et 'TEASE (European association of
scientific editors) ont publié des directives pour l'inclusion a part égal des individus
males et femelles dans les recherches cliniques et pré-cliniques sous le nom de :
SABV (sex as a biological variable) (National Institutes of Health (NIH), 2016) et
SAGER (sex and gender equity in research) (Heidari et al., 2016). Ces
recommandations se basent sur la sous-représentation des femelles dans les
recherches scientifiques. Environ 40% des études précliniques publiées en 2019
integrent des individues des deux sexes, et plus de 40% comptent uniquement des
males contre moins de 5% pour les femelles (Zucker et al., 2021). Le sexe est une
variable biologique génétiquement encodée par les chromosomes XX chez les

femelles et XY chez les males, pouvant influencer les processus biologiques.

L’'un des arguments les plus utilisés pour ne pas inclure de femelles dans les
expériences préecliniques est la variabilité induite par le cycle cestral sur les résultats.
Ce dernier durant 4 jours chez les rongeurs, certains suggérent qu'’il devrait étre suivi
quotidiennement pour pouvoir interpréter les résultats (Wald and Wu, 2010). L’'une des

premiéres études a avoir questionné ce sujet s’est intéressée a la variabilité induite
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par le sexe dans des tests nociceptifs (de retrait de la queue, et d’injection de
formaline), montrant que des femelles testées aléatoirement au cours du cycle
hormonal ne présentent pas plus de variabilité dans ces tests que les males (Mogil
and Chanda, 2005). Des méta-analyses meneées chez les souris (Prendergast et al.,
2014) et chez les rats (Becker et al., 2016) regroupant tous types de domaines de
recherche ont d’ailleurs mis fin a ce mythe, en démontrant que les mesures réalisées
chez les femelles ne présentent pas plus de variabilité que les males. Nous nous
sommes intéressés aux deux sexes durant nos recherches sur le BS, mais le cycle
cestral des animaux n'a pas été suivi au cours de ces expériences. Conformément aux
études précédentes, nos observations comportementales de consommation
alimentaire montrent une variabilité similaire entre les males et les femelles. De plus,
les mesures de consommation de nourriture et de liquides sont prises quotidiennement
durant ce protocole, aucun effet entre les jours n’a été observé chez les femelles, qui
supposerait un effet du cycle hormonal. Ces observations sont en accord avec les
résultats obtenus dans des mesures d’acquisition de prise de nourriture chez des
souris placées 23h par jour dans des boites opérantes, ou l'insertion du nez de I'animal
(nose poke) dans un orifice induit la distribution d’un pellet de nourriture standard
(Smarr et al., 2019). Des FR, lors desquels un méme nombre de nose poke (2, 5, 10,
25 ou 50) induit la délivrance d’un pellet sont utilisés durant 4 jours consecutifs. Les
femelles ne montrent pas plus de variabilité intra-individuelle que les males au cours
d’'une méme séquence de 4 jours de ratio fixe. Ces résultats suggérent que la
consommation alimentaire et hydrique ne varie pas de fagon significative au cours du

cycle cestral chez les femelles.

2. Les femelles sont-elles plus vulnérables aux comportements de
binge ?

Nous avons mis en évidence une consommation plus importante de solution
sucrée chez les femelles IA en comparaison des individus méales durant la premiere
heure d’acces a la solution de saccharose lors d’un protocole prolongé a 8 semaines
(Figure 22B), suggérant un comportement de binge accru chez les femelles.
Cependant, les femelles du groupe CA présentent une consommation journaliére de
solution sucrée plus importante que les males (Figure 22D), et les femelles
consomment globalement plus de calories et de liquides que les males (Figure 38).
Notre analyse est faite en normalisant les données par le poids des animaux afin de
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diminuer le biais induit par le dimorphisme sexuel, les individus femelles étant plus
petits que les males. Ces observations nous aménent a nous demander si la différence
sexe sur le comportement de binge est en réalité sous-tendue par des mécanismes
dépendant du métabolisme physiologique des animaux. Des études ont
précédemment montré des résultats similaires avec une consommation calorique plus
importante chez les femelles que chez les males, chez des rats (\WWang, 1925) et des
souris (Oraha et al., 2022) nourris avec un régime standard. La consommation
hydrique semble également dépendante du sexe, les femelles buvant des volumes
d’eau plus importants que les males, lorsque les données sont ramenées au poids du
corps des individus, chez le rat (McGivern, 1996; Grimm et al., 2022) et la souris
(Rakov et al., 2016; Rivera-Irizarry et al., 2023). Ainsi, il existe donc une différence
physiologique qu’il faudrait prendre en compte.

Néanmoins, nous ne sommes pas les premiers a observer un comportement de
binge accru chez les femelles (Babbs et al., 2011; Klump et al., 2013; Wei et al., 2021).
Une des études montre une consommation de glagcage a la vanille plus importante
chez les rats femelles, lors d’un accés 3 jours par semaine durant 5 semaines (Klump
et al., 2013). Les méles soumis au méme régime consomment plus de nourriture
standard (normalisée par la masse corporelle) les jours d’accés et de non-accés a la
nourriture palatable, contrairement a nos observations ou les femelles consomment
également plus de nourriture standard. Il faut noter que les deux autres études n’ont
pas regardé la consommation de nourriture standard durant un protocole de binge a
de la graisse alimentaire (20 min, 3 j/ semaine, 5 semaines) (Babbs et al., 2011), ou
une procédure de « drinking in the dark » pour du saccharose 5% (4 j)(Wei et al.,
2021). De plus, aucune de ces 3 études n'a analysé la consommation hydrique. Ainsi,
a I'heure actuelle, nous ne pouvons pas exclure que cette différence de consommation
gue nous observons entre les males et les femelles soit au moins en partie due a des

difféerences métaboliques entre les deux sexes.

Cependant, le BED est un comportement pathologique qui présentent des
caractéristiques communes avec les comportements addictifs comme la sensation de
perte de contréle et la persistance de ce comportement malgré les conséquences
négatives (honte, prise de poids...) (Cassin and Von Ranson, 2007). Ceci explique
que les patients souffrant de BED reportent des scores plus élevés sur la YFAS (cf
annexe p. 224), et qu’'un taux plus élevé d’entre eux réponde aux critéres de I'addiction
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a la nourriture en comparaison de personnes sans antécédent de TCA (Carter et al.,
2019). Il est montré que les femmes avec ou sans BED montrent des scores plus
élevés sur la YFAS que les hommes (Levallius et al., 2022), ce qui pourrait expliquer
la plus forte prévalence de ce trouble chez les femmes. De fagon intéressante, les
recherches menées sur I'addiction a diverses drogues montrent également une plus
grande vulnérabilité chez les femmes (Becker et al., 2017). Ces derniéres augmentent
leur consommation de drogue plus rapidement que les hommes, et présentent une
évolution plus rapide entre la premiere utilisation et le diagnostic d’addiction. Ce
phénomeéne appelé « telescopping » est observé notamment pour 'alcool, les opioides
et le cannabis (Hernandez-Avila et al., 2004; Khan et al., 2013). Les études
précliniques montrent également des difféerences de comportement dépendantes du
sexe face aux substances addictives, avec par exemple une consommation accrue
d’alcool chez les individus femelles dans des protocoles de consommation libre (2-
bottle choice) (Satta et al.,, 2018; Sneddon et al.,, 2019). Un protocole d’auto-
administration de cocaine (iv) par activation d’un levier montre que les femelles
acquierent plus rapidement les criteres d’auto-administration que les méales (Lynch,
2008). De plus, lors d’'une expérience de PR, lors de laquelle le nombre d’activation
du levier nécessaire pour obtenir une récompense augmente progressivement au
cours de la séance, les femelles obtiennent un plus grand nombre d’infusions de
cocaine, suggérant une motivation accrue pour obtenir de la cocaine. Ainsi, ces
observations pointent des différences liées au sexe dans les processus biologiques
d’addiction (Becker and Koob, 2016). Des études montrent également une motivation
accrue lors du test de PR chez des femelles comparées aux males, lorsque la
récompense correspond soit a des pellets de saccharose (Freund et al., 2015; Tapia
et al., 2019) soit a une solution de saccharose 10% (Wei et al., 2021). Lorsque ce test
est réalisé chez des souris préalablement privées de nourriture durant 24h, les
animaux des deux sexes fournissent un effort plus important pour obtenir la
récompense, en comparaison d’animaux non soumis a une restriction alimentaire, et
les femelles atteignent des points de rupture (breaking point) plus élevés dans les deux
cas (Tapia et al.,, 2019). Ces résultats montrent bien que la motivation pour le
saccharose est en partie régulée par des mécanismes homéostatiques et hédoniques,
les femelles présentant une motivation accrue comparées aux males. Une expression
supérieure du marqueur d’activation c-Fos est montrée par immunohistochimie dans

le NAc et le PFC chez des femelles en comparaison des males suite a une exposition
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de 1h a du glagcage a la vanille (Sinclair et al., 2017). Nous pensons donc que
I'exacerbation du comportement de binge chez les femelles est sous tendue par un
dimorphisme sexuel dans les comportements motivés régis par le circuit de la
récompense. |l serait donc pertinent de mener plus de recherches a ce sujet afin d’en

comprendre les mécanismes sous-jacents.
3. Perspectives : altération de la motivation par le comportement de BS

Gaélle Awad a montré que notre modéle de BS altére la perception des
propriétés renforgantes de l'alcool aprés seulement 2 semaines dans les 2 sexes (cf
article 1), suggérant une altération des mécanismes de récompenses. L’équipe
aimerait maintenant investiguer les conséquences de ce comportement de BS sur la
motivation. Durant les stages de master (M1 et M2) de Henry Odent, j'ai participé a la
mise au point d’'un protocole de conditionnement opérant avec des pellets de
saccharose chez les souris C57BL/6J males et femelles. Durant son stage de M2, la
motivation des souris males a obtenir une récompense avec un test de PR aprés un
protocole court ou prolongé de BS a été testée. Il est évidemment prévu de réitérer ce
protocole chez des individus femelles, le nombre de boites opérantes disponibles au
laboratoire ne nous permettant pas de tester les deux sexes simultanément. Les
résultats préliminaires chez les individus males indiquent une diminution de la
motivation, attestée par moins de nose poke lors du PR chez les animaux des groupes
IA et CA apres le protocole de BS de 8 semaines (expérience a confirmer). Les
cerveaux des animaux ont été prélevés 1h30 apres le PR afin de réaliser une
quantification du marqueur d’activation c-Fos par immunohistochimie. La quantification
des données préliminaires ne montre de différence entre les groupes dans le NAc.
Henry Odent ayant débuté sa these au LNCA au mois d'octobre 2023, ses objectifs
sont i) d’augmenter les effectifs afin de confirmer ses résultats préliminaires, ii) d’affiner
la quantification dans les sous-regions du NAc et de poursuivre la quantification dans
d’autres structures cérébrales telles que le PFC ou la VTA, iii)) de mener des

expériences similaires chez les femelles.

Ces expériences permettront de mieux caractériser l'impact du sexe sur
l'altération des processus motivationnels suite a une consommation excessive de
saccharose, ainsi que sur les mécanismes neuroadaptatifs au sein du circuit de la

récompense. De plus, ce paradigme pourrait également étre testé avec des pellets de
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nourriture standard, la mise en place ayant été faite durant le stage de Cody Bowen,
afin de définir si ces altérations sont spécifiques a la nourriture palatable.

B. Le sucre est-il vraiment néfaste pour notre santé ?
1. Une consommation excessive de sucre induit une neuroinflammation

Dans nos conditions le comportement de BS induit une augmentation transitoire
de I'expression du marqueur astrocytaire GFAP dans le PFC aprés 2 semaines de
régime mesurée par gPCR (Figure 39A). Celle-ci n'est pas associée a I'augmentation
d’autres marqueurs pro-inflammatoires et n’est pas retrouvée apres 8 semaines de
binge. Lors d’une réponse inflammatoire les astrocytes interviennent aprés I'activation
des cellules microgliales et au relargage de marqueurs pro-inflammatoires par celle-
ci, or ni I'expression du marqueur microglial Iba1, ou des cytokines pro-inflammatoires
(CCL2, CCL5, TNFa) ne sont augmentées dans le groupe IA. Il semble donc possible
que I'augmentation de GFAP lors du protocole de 2 semaines résulte d’'une régulation
en réponse a la consommation excessive de saccharose, les astrocytes intervenant
également dans le métabolisme énergétique du cerveau en convertissant le glucose
en lactate servant de substrat énergétique aux neurones (Zhang et al., 2023). Par
ailleurs, nos résultats de gPCR a 8 semaines dans le groupe IA concordent avec une
étude réalisée chez le rat ne montrant pas d’augmentation du nombre d’astrocytes en
immunohistochimie dans le cortex aprés 12 semaines de binge saccharose (Patkar et
al., 2021). Cependant, dans ce méme papier les auteurs montrent des signes de
neuro-inflammation chez les rats bingeurs, notamment par une augmentation du
nombre de cellules microgliales par marquage avec un anticorps anti-lba1. Nous
n'avons pas encore mené les expériences d'IHC qui nous permettraient de vérifier les
niveaux protéiques de nos marqueurs. Néanmoins, les résultats obtenus par cytokine
array dans le PFC des souris femelles, aprés 8 semaines de binge, pointent une
augmentation de Flt-3 ligand dans le groupe IA en comparaison des groupes NA et
CA. FIt-3 ligand participe a la différenciation et au recrutement des cellules
dendritiques (Waskow et al., 2008) impliqués dans l'activation de la réponse
immunitaire adaptative par présentation de I'antigéne aux lymphocytes T. De plus,
l'injection de FIt-3 ligand dans le striatum chez la souris augmente le nombre de
cellules dendritiques dans cette structure, suggérant que cette molécule a la capacité

d’outrepasser le privilege immunitaire du cerveau (Larocque et al., 2010). Dans le
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cerveau Flt-3 ligand est principalement exprimé par les astrocytes, I'expression de ce
géne étant plus importante dans ce type cellulaire comparé aux cellules microgliales
et endothéliales chez des animaux contréles et dans un modéle d’ischémie cérébrale
(Gallizioli et al., 2020). Ainsi, 'augmentation de ce marqueur dans nos conditions laisse
penser que des mécanismes neuro-inflammatoires par recrutement du systéme
immunitaire périphérique peuvent étre induits par le comportement de binge au sein
du systéme de la récompense. Cette réponse neuro-inflammatoire dans le PFC
pourrait contribuer au maintien du comportement de binge, et notamment de la prise
compulsive de nourriture, cette structure étant impliquée dans les mécanismes

d’attention, de prise de décision et les contrdles inhibiteurs.

En effet, 'implication du PFC dans les comportements associés au BED a déja
été montrée. Chez I'humain une diminution de I'activité du PFC est observée chez des
patients atteints de BED en comparaison de sujets contrdles minces ou obéses sans
diagnostic de BED, lors du test de Stroop mesurant l'attention sélective, lors de
laquelle il faut dire la couleur de I'encre alors que le mot écrit renvoie a une autre
couleur (exemple : jaune la réponse attendue est « rouge ») (Balodis et al., 2013). Des
observations similaires sont faites lors d’'une tache de go-nogo (avec des images
alimentaires) (Hege et al., 2015; Veit et al., 2021). L’activité du PFC est augmentée
aprés 2 mois de thérapie cognitivo-comportementale, associée a une diminution de
'impulsivité lors de la tache de go-nogo chez les patients atteints de BED (Veit et al.,
2021). Ces résultats suggeérent une plus grande impulsivité due a une diminution de
lactivité du PFC chez les individus souffrants de BED. L’injection d’agonistes
GABAergiques dans le PFC de rats soumis a un protocole de binge (graisse végétale
pendant 1h, 3 x/ semaine) augmente la consommation de nourriture grasse (Corwin et
al., 2016). Nous supposons donc que le comportement de binge induit des
mécanismes neuroinflammatoires dans le PFC conduisant a une diminution de son
activité, résultant en une prise compulsive de nourriture. De fagon intéressante, Flt-3
ligand apparait comme moins exprimé dans le sérum des animaux du groupe IA en
comparaison des deux autres groupes d’accés dans notre paradigme, résultat opposé
a celui observé dans le PFC. Cela pourrait étre le signe d’'un outrepassement du
recrutement de cellules immunitaires par le SNC par rapport a la périphérie suite a un
comportement de binge. L'analyse de I'expression des cytokines dans le plasma aprés
8 semaines de protocole de BS montre une diminution de plusieurs facteurs pro-
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inflammatoires (CCL6, IGFBP-1, CXCL16...) chez le groupe IA en comparaison des
contrbles (Figure 41). Ces résultats nous laissent penser que la neuroinflammation
induite par le comportement de binge n’est pas sous-tendue par une inflammation
systémique. D’ailleurs, notre étude sur le foie des animaux IA ne révele pas non plus

d’augmentation de signes pro-inflammatoires dans cet organe.

Comme développé dans la discussion du second article présenté dans ce
manuscrit (cf p. 154) une consommation excessive de saccharose induite par un accés
continu (CA) durant 8 semaines a la solution induit une inflammation systémique
associée a une neuroinflammation. En effet, nos analyses révélent 'augmentation de
I'expression génique de marqueurs inflammatoires (TNFo, CCL2) dans le foie (Figure
40D), ainsi que du marqueur microglial Iba1 dans le PFC et le NAc (Figure 39) dans
le groupe CA. L’analyse par cytokine array montre aussi une augmentation de
I'expression de marqueurs inflammatoires dans le PFC (tel que CX3CL1 discuté p.
157), et le sérum (CXCL16), ainsi que de marqueurs impliqués dans le métabolisme
glucidique (FGF-21, IGFBP-1). FGF-21, hormone endocrine produite par le foie, est
également plus exprimée dans le sérum du groupe CA en comparaison des groupes
IA et NA. Chez 'hnumain FGF-21 est sur-exprimée dans le sérum de patients souffrant
d’obésité (Zhang et al., 2008) et de NAFLD (Li et al., 2010). De plus, l'ingestion d’un
régime hypercalorique enrichi en carbohydrates (19% sucres libres) durant 3 jours par
des sujets sains induit des niveaux de FGF-21 circulants 8-fois plus importants en
comparaison d’individus soumis a un régime contréle ou hypercalorique enrichi en
gras (Lundsgaard et al., 2017). Chez la souris, la consommation de sucres libres
(fructose, glucose et saccharose) augmente I'expression génique de FGF-21 dans le
foie et le sérum (von Holstein-Rathlou et al., 2016). De surcroit, des souris
genetiquement modifiees déficientes en FGF-21 (KO) de fagon constitutive ou
uniquement dans le foie, consomment des quantités plus importantes de ces mémes
sucres en comparaison d’individus sauvages, alors qu’une surexpression de FGF-21
diminue la consommation de saccharose (non testé avec les autres sucres). Lorsque
ces mémes expeériences sont réalisées avec une solution de saccharine aucune
différence n'est observée entre les groupes suggérant que 'effet de FGF-21 ne dépend
pas du golt sucré mais de la valeur nutritionnelle. L’injection intra-cérébrale de FGF-
21 réduit également la consommation de solution sucrée (von Holstein-Rathlou et al.,

2016). Ces résultats suggerent qu’en condition physiologiques la libération de FGF-21
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par le foie contribue a la régulation de la consommation de sucre en agissant au niveau
cérebral. Nous avons observé chez les animaux du groupe CA une augmentation de
FGF-21 en périphérie, mais pas au niveau central (PFC) cela suggére une

dérégulation de ce circuit chez ces animaux.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées, qui expliqueraient la perte d’effet
de cette hormone lors d’un acces continu au saccharose, soit FGF-21 a perdu sa
capacité a passer la BHE, le passage de la BHE par FGF-21 ayant déja été montré
(Hsuchou et al., 2007), soit une désensibilisation des récepteur centraux a FGF-21 est
survenue. Des essais cliniques et pré-cliniques chez des patients obéses ou dans des
modéles d’obésité montrent les effets bénéfiques du traitement avec une molécule
analogue de FGF-21, induisant notamment une diminution du poids, du taux de
glucose et de lipides sanguins (BonDurant and Potthoff, 2018). Il est probable que le
phénotype de prise de poids du groupe CA provienne d’'une communication altérée
entre FGF-21 au niveau périphérique et central. Il serait donc particulierement
intéressant de poursuivre les investigations sur cette cible, par exemple dans des
modéles de souris transgéniques surexprimant ou sous-exprimant FGF-21
spécifiquement dans le PFC, afin de voir I'impact sur la prise alimentaire
homéostatique et hédonique, et les conséquences métaboliques associées.

Nous avons également constaté une augmentation de IGFBP-1 et CXCL16
dans le plasma des femelles du groupe CA. De fagon intéressante, il a été montré que
I'expression de ces deux molécules est amplifiée dans le foie et le sérum de patients
souffrant de NAFLD (Jiang et al., 2018; Pan et al., 2021). Ces résultats sont cohérents
avec l'accumulation de lipides hépatiques dans le groupe CA observée suite au
marquage red oil, suggérant une perturbation massive au niveau du foie induite par
une consommation excessive de saccharose. Tous ces éléments nous laissent penser
que l'augmentation du marqueur microglial (Iba1) dans le PFC et le NAc des souris du
groupe CA est due, au moins en partie, a des altérations métaboliques associées a

une inflammation systémique.
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Figure 64. Conséquences métaboliques et inflammatoires d’'une consommation
excessive de saccharoses

Ce projet de thése nous a permis de mettre en évidence des marqueurs inflammatoires et
métaboliques impactés par une consommation excessive de sucre induisant un comportement de
binge (acces intermittent) ou obésogéne (CA).

2. Une consommation excessive de saccharose altére-t-elle d’autres

comportements ?

Au cours de ce projet de thése nous avons examiné les effets d'une
consommation excessive de sucre par un comportement de binge ou via un accés
continu a la solution, sur I'état émotionnel et la nociception. Les résultats des tests
mesurant I'état émotionnel des souris sont discutés dans la discussion du premier
article présenté dans ce manuscrit (cf p. 117). Nos résultats montrent que le
comportement de binge saccharose n’altére pas le bien étre général des animaux.
Dans le groupe CA les femelles montrent des signes d’altération du bien-étre dans le
test du burrowing et des comportements de type dépressif lors du splash test. Ces
données suggérent que les femelles sont plus vulnérables au développement de

troubles émotionnels induits pas une consommation excessive de saccharose.
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Concernant les seuils nociceptifs, nos résultats ne montrent pas d'impact de
'accés intermittent ou continu au saccharose sur la sensibilité mécanique ou
thermique. Des résultats similaires dans les tests du flament de Von Frey et du plantar
sont obtenus apres 20 semaines d'acces ad libitum a un régime solide enrichi en
saccharose (Obrosov et al., 2022). Les auteurs de cet article s’intéressent aux
neuropathies périphériques induites par le diabéte en comparaison avec un régime
riche en sucre (HS). lls montrent que contrairement au HS, un HFD, HFHS ou un
régime « diabétique » (HFD avec injection de streptozotocine) diminuent les seuils de
sensibilitt mécanique et augmentent la latence de retrait de la pate dans le test du
plantar. Dans ces mémes régimes la vélocité des fibres sensorielles et leur densité
sont diminuées, ce qui est un signe du développement d’'une neuropathie périphérique.
Les souris soumises au HS ne présentent pas d’altérations sensorielles et
métaboliques, par exemple leur poids a la fin de I'étude, la glycémie ou le taux de
cholestérol dans le sang ne sont pas différents de ceux des souris contréles nourries
avec un régime standard. La littérature montre que les neuropathies périphériques
induites par le diabéte sont dues a un état prolongé d’hyperglycémie et de dyslipidémie
induisant une accumulation de métabolites toxiques conduisant a un stress
métabolique et oxydatif et une dégénération axonale. Ces altérations métaboliques
engendrent des dommages au niveau des vaisseaux sanguins, notamment ceux
irrigant les terminaisons nerveuses, entrainant une hypoxie et in fine une perte de la
fonction nerveuse (Sloan et al., 2021). Dans notre paradigme, la glycémie mesurée
chez les animaux non a jeun ne montre pas de différence entre nos groupes. Cela
suggére que les animaux du groupe CA ne présentent pas d’hyperglycémie en
comparaison du groupe contréle, malgré une prise de poids importante aprés 8
semaines, associée a une accumulation de lipides hépatiques. Chez des rats I'accés
a une solution de fructose (15%) durant 16 semaines induit une augmentation des taux
de glucose, insuline et lipide sanguins (Garcia et al., 2019). Dans ces conditions, les
tests du filament de Von Frey et de la formaline montrent une allodynie et une
hyperalgésie mécanique chez ces animaux. D’aprés ces données de la littérature il
semble possible que nos conditions, 8 semaines d’accés a une solution de sucrose
(17%), ne suffisent pas a induire les altérations métaboliques nécessaires a I'induction

de lésions nerveuses.
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Un régime de 12 semaines de WD chez des souris engendre un phénotype
obésogéne, une allodynie mécanique (Von Frey) et une hyperalgésie thermique
(plantar) associée a une diminution de la densité des nerfs du derme (Bonomo et al.,
2020). Dans cette étude, ils ont également analysé la composition du microbiote,
faisant I'hnypothése qu’une dysbiose induite par un régime riche en gras et en sucre
pourrait contribuer au développement de neuropathies périphériques. En effet, ces
animaux présentent une altération de la diversité du microbiote. La restauration du
microbiote par transplantation de matiéres fécales provenant d’animaux contrdles
ameliore le phénotype de neuropathie périphérique, en ramenant les seuils de
sensibilité a des valeurs normales, et rétablit la densité des nerfs. Cette étude suggére
que cette amélioration est due a un changement dans le phénotype inflammatoire,
avec une augmentation du taux de macrophages M2 (anti-inflammatoires) dans les
DRG aprées la transplantation fécale. Le butyrate, un composé produit
physiologiquement par certaines bactéries (Lactobacillus and Lachnospiraceae)
présentes dans le microbiote, contribuerait a ces mécanismes. En effet, une
corrélation entre les taux de butyrate circulant et I'amélioration de la sensibilité
mécanique a été montrée. Pour compléter ces résultats, une étude chez des patients
obéses souffrant de neuropathie montre une corrélation négative entre I'intensité des
douleurs ressenties et les taux de butyrates circulants (Bonomo et al., 2020). Il semble
donc que le microbiote joue également un réle dans le développement de douleurs

chroniques induites par le régime alimentaire.

D’autres études ont manipulé le microbiote et exposé les animaux a différents
régimes. De fagon intéressante, une étude menée chez des souris dont le microbiote
intestinal est appauvri par traitement antibiotique, montre une augmentation de la
consommation de solution sucrée, ainsi que d’autres types de nourritures palatables
(HF et Ensure considéré comme du HFHS), en comparaison de souris avec un
microbiote intestinal intact (Ousey et al., 2023). Les auteurs montrent que la déplétion
du microbiote augmente la motivation pour obtenir des pellets de saccharose lors d’'un
test de PR, ces animaux réalisant un nombre plus important de nose-pokes. Ces souris
présentent une expression exacerbée de c-Fos dans le NAc et la VTA mais pas le LH,
apres une session d’acces libre d’1h a des pellets de saccharose, en comparaison au
groupe contrdle, suggérant qu’en conditions physiologiques le microbiote intestinal

limite la consommation de nourriture palatable en régulant I'activité neuronale au sein
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du circuit de la réecompense. Lors d’'un test de binge mesurant la consommation de
pellets de saccharose durant 1h d’acces libre, il est montré que la transplantation de
bactéries de la famille S24-7 ainsi que Lactobacillus johnsonii est suffisante pour
réduire le comportement de binge chez des souris avec un microbiote intestinal
appauvri. Ces résultats suggérent que le microbiote intestinal contribue a la prise de

nourriture incontrélée dans le BED par son action sur le systéeme de la réecompense.

Chez I'humain, seule une étude a analysé le microbiote de patients obéses
atteints de BED montrant des changements significatifs dans I'expression de certaines
bactéries (par exemple une diminution de Akkermansia) comparés a des patients
atteints d’obésité sans diagnostic de BED (Leyrolle et al., 2021). Le profil métabolique
(poids, glycémie, enzymes circulantes) est similaire entre les deux groupes, en
revanche les patients atteints de BED ont plus d’émotions négatives, des
performances d’inhibition moindre et une plus faible capacité d’auto-régulation,
associés a une plus forte tendance a I'alimentation émotionnelle. Il parait intéressant
de mentionner ici qu’il existe une littérature importante défendant I'hypothése qu’une
dysbiose du microbiote intestinale contribue a la pathophysiologie des troubles
émotionnels et anxieux (Simpson et al., 2021). Les altérations du microbiote observées
chez les patients souffrant de binge pourraient donc également contribuer a l'altération
de la santé mentale de ces patients. Enfin, un projet nommé BEGIN (pour binge eating
genetic initiative), dont les résultats ne sont pas encore parus, a pour objectif
d’analyser les interactions entre les facteurs génomiques, comportementaux et le
microbiote intestinal chez des patients atteints de BED et de boulimie nerveuse, afin
de mieux identifier les facteurs de risques de ces troubles, et caractériser leur
développement (Bulik et al., 2020). Ainsi, le microbiote intestinal semble donc étre une
cible intéressante dans la recherche sur le BED, qui permettrait de mieux caractériser
les mécanismes impliqués dans ce TCA, et éventuellement les comorbidités qui y sont

associées.

3. Perspectives : identifier de nouvelles cibles moléculaires impliquées

dans la consommation excessive de saccharose

Certaines perspectives sont déja explicitées dans la partie V.B (p. 170) de ce
manuscrit, concernant notamment la poursuite de linvestigation de la réponse

inflammatoire périphérique et centrale par des approches d’immunohistochimie.
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Une analyse du microbiote intestinal des souris au cours du protocole de BS
permettrait de voir I'évolution de la diversité et de la quantité des souches bactériennes
dans nos conditions et éventuellement mettre a jour une dysbiose induite par la
consommation excessive de saccharose ou le comportement de binge. L'identification
de telles souches permettrait par la suite de réaliser des expériences de
transplantations fécales ou bactériennes et d’en mesurer les bénéfices sur la prise
alimentaire. En effet, les traitements par probiotiques ou transplantations fécales sont
déja recommandés dans le traitement de certaines pathologies telles que la
dépression, ou la maladie de Crohn (inflammation du colon), et pourraient étre une
piste d’étude intéressante dans le cadre du BED. Une autre expérience intéressante
serait de faire une transplantation du microbiote intestinal des souris CA ou IA (8
semaines) chez des souris naives. Nous pourrions ainsi voir si cette transplantation
modifie le comportement de prise alimentaire et le profil métabolique chez ces
animaux. Nous supposons par exemple que le microbiote des souris CA pourrait
induire un profil hyperphagique caractérisé par une consommation exacerbée de
nourriture standard, suggérant son implication dans le comportement de prise
alimentaire. Une autre hypothése est une prise de poids plus importante sans
modification de la consommation alimentaire suggérant un réle du microbiote dans les
altérations métaboliques, comme cela a déja été montré chez des souris obéses
(Turnbaugh et al., 2006). L'utilisation de liquométres permettant de quantifier le
nombre de gorgées bues (lick) par les animaux, pourraient mettre en évidence un
comportement de binge suite a la transplantation du microbiote des souris IA. En effet,
le nombre de lick est augmenté chez les animaux bingeurs (Berland et al., 2022). Enfin,
réaliser un protocole de conditionnement opérant aprés la transplantation fécale
permettrait de déterminer lI'impact du microbiote sur la motivation a obtenir une
récompense. Dans ce cas il serait également pertinent de faire une transplantation du
microbiote de souris naives chez des souris des groupes CA ou IA afin de déterminer
si une telle manipulation serait suffisante pour rétablir le nombre de nose-pokes

réalisés par ces animaux au méme niveau que celui des contréles.

Par ailleurs, une analyse par séquengage a haut débit (RNAseq) permettrait
d’identifier de nouveaux genes impliqués dans le comportement de binge. Il serait
intéressant de réaliser cette approche sans a priori dans le LH et le NAc. En effet, ces

deux structures contribuent respectivement a la régulation de la prise alimentaire
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homéostatique et hédonique. Jusque-la aucune expérience de ce type n’a été conduite
dans le cadre du BED. Cependant certaines recherches par séquengage se sont
focalisées sur des modéles d’obésité ou de HFD. Par exemple une étude post-mortem
chez des humains en situation d’obésité a spécifiquement ciblé I'hnypothalamus et le
NAc (Wake et al., 2022). L’analyse révéle une augmentation de I'expression d’ARN
messagers codant des marqueurs inflammatoires (SLAMF8, C1QTNF4, MUC16,
FCGBP, CXCL8, CXCL65) dans I'hypothalamus. Dans le NAc ce profil pro-
inflammatoire est attesté par une augmentation des micro-ARN impliqués dans
'angiogenése, signe d’une inflammation chronique. De plus, des régulations de
marqueurs metaboliques en particulier lipidiques (CES1, APOB) sont également
observés dans I'hypothalamus de patients obéses. L'analyse de I'enrichissement en
groupe de génes dans le NAc montre une forte régulation du systéme opioide. Ce
dernier est connu pour son réle majeur dans les comportements de type addictif
(Contet et al., 2004; Charbogne et al., 2014). Face a ces résultats suggérant des
neuroadaptations de systémes impliqués dans le métabolisme énergétique et les
comportements addictifs en condition d’obésité, nous supposons que notre modele de
consommation excessive de saccharose pourrait révéler des adaptations
spécifiguement liées au comportement de binge. En effet, nous supposons que le
groupe |A présenterait majoritairement des régulations géniques dans le NAc, région
fortement impliquée dans les comportements addictifs et pour laquelle un grand
nombre d’études transcriptomiques (et épigénétiques) ont été décrites dans le cadre
de la prise de drogues (pour revue voir De Sa Nogueira et al., 2019). Le groupe CA
par son profil de type obésogéne pourrait présenter des adaptations de marqueurs
meétaboliques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et le métabolisme
glucidique. Par la suite les régulations de ces marqueurs pourraient étre confirmées
par analyse qPCR, et pourraient a plus long-terme mener a des nouvelles pistes

pharmacologiques pour le traitement du BED.
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Exemples de nourritures palatables issus d’archives personnelles
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VIlIl. Conclusion

Ce projet de thése éclectique a permis d’étudier les conséquences d’une
consommation excessive de sucre chez la souris a la fois du point de vue

comportemental et moléculaire.

D’aprés nos résultats le comportement de binge saccharose a peu d’'impact au
niveau comportemental sur I'état émotionnel et la nociception chez la souris. Il semble
cependant que les femelles présentent une vulnérabilité a la fragilisation de la santé

mentale suite & une consommation excessive de saccharose.

Les analyses moléculaires n’ont pas montré d’'implication directe de 'ECS dans
nos conditions expérimentales contrairement a nos suppositions initiales. Nous avons
néanmoins montré que le sucre est suffisant pour induire un phénotype pro-
inflammatoire, les études précédentes sur la prise alimentaire s’étant principalement

focalisées sur le réle du gras dans ces processus.

Alors que notre projet était initialement tourné vers I'étude du BED, nous avons
réalisé que le groupe CA, initialement pensé comme un groupe contrdle permettant de
distinguer les effets du comportement de binge et ceux de la consommation de
saccharose, ouvre lui aussi des perspectives intéressantes dans l'investigation d’'une
consommation excessive de sucre. En effet, ce groupe présente des perturbations
meétaboliques assimilables a un modéle obésogéne. Ces derniers étant
conventionnellement induit par des modéles de HFD. Ces résultats montrent le role
indéniable des sucres ajoutés dans les problématiques de santé publique actuelle.

Notre travail s’'intégre dans les connaissances actuelles sur le comportement
de prise alimentaire. En effet, ce dernier est régulé par de nombreux facteurs
endogenes et exogénes pouvant mener a des comportements pathologiques. Les
sucres ajoutés omniprésents dans notre environnement contribuent a la
consommation alimentaire incontrélée impliquée dans le BED ainsi que I'épidémie

d’obésité actuelle.
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Sucres libres

Thérapies
o PR,
Binge eating

disorder

Anti-inflammatoires

Obésité Binge eating Douleurs Troubles :
esite disorder | chroniques émotionnels i

' Probiotiques / greffes
Obeésité de microbiote

Figure 65. Contribution des sucres libres dans les problématiques de santé
publique actuelles et pistes thérapeutiques

La consommation excessive de sucre induit une réponse neuroinflammatoire qui semble contribuer a
I'altération de la prise alimentaire pouvant mener au développement d‘un phénotype obésogéne ou de
binge eating disorder. Chez I'humain ces troubles de la consommation alimentaire sont associés a des
comorbidités telles que des maladies douloureuses chroniques et des troubles émotionnels. Les thérapies
comportementales contribuent a diminuer la prise compulsive de nourriture chez les patients souffrant
de BED, sans étre suffisante pour les mener a la guérison. D‘apres les résultats de nos travaux nous
proposons de nouvelles pistes de traitements médicamenteux, par I'utilisation de molécules anti-
inflammatoires, ou I'utilisation de probiotiques ou des transplantations de microbiotes.
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IX. Annexe
French version of the Yale Food Addiction Scale 2.0 (Brunault et al., 2017)

Consignes pour remplir le questionnaire:

Ce questionnaire porte sur vos habitudes alimentaires de I’année passée. Pour chaque question, merci d’entourer le chiffre
(0,1,2,3,4, 5,6 ou7) qui correspond le mieux a vos habitudes alimentaires des 12 derniers mois. Les gens ont parfois

du mal a contrdler la quantité de nourriture qu’ils peuvent manger, comme par exemple:

e Les aliments sucrés comme les glaces ou les crémes glacées, le chocolat, les beignets, les biscuits, les gateaux et
les bonbons.

e Les féculents comme le pain, le pain de mie, les sandwichs, les pates et le riz.

o Les aliments salés comme les chips, les bretzels et les biscuits apéritifs.

e Les aliments gras comme le steak, les charcuteries, le bacon, les hamburgers, les cheeseburgers, les fromages, les
pizzas et les frites.

e Les boissons sucrées comme le soda, la limonade et les boissons énergétiques.

Pour les questions suivantes, I’expression « CERTAINS ALIMENTS » sera utilisée. Dans ce cas, merci de penser a TOUT
aliment ou boisson indiqué(e) dans la liste ci-dessus ou 8 TOUT AUTRE(S) aliment(s) qui vous a (ont) posé un probléme

au cours de ’année passée.

Moins 2a3 Une fois 2a3 426 Tous
AU COURS DES 12 Une fois
Jamais d’une fois fois par par fois par fois par les
DERNIERS MOIS: par mois
par mois mois semaine semaine semaine jours
1. Lorsque j’ai commencé a
manger certains aliments, j’enai 0 1 2 3 4 5 6 7

mang¢ beaucoup plus que prévu.

2. I m’est arrivé(e) de
continuer a manger certains
aliments méme lorsque je

n’avais plus faim.

3. J’ai mang¢ jusqu’a me sentir

«mal » physiquement.

4. J’ai été tres inquiet(e) a
I’idée de diminuer ma
consommation de certains types 0 1 2 3 4 5 6 7
d’aliments, mais j’en continué a

€n manger.

5. J’ai passé beaucoup de
temps a me sentir endormi(e) ou
fatigué(e) apres avoir trop

mangg.
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6. J’ai passé beaucoup de
temps & manger certains 0 1 2 3 4 5 6 7

aliments au cours de la journée.

7. Lorsque je n’avais pas
certains aliments 8 ma
disposition, j’ai fait des efforts
pour en acheter. Par exemple, je
suis allé(e) dans un magasin
pour acheter ces aliments alors
que j’avais d’autres aliments a

la maison.

8. J’ai mang¢ certains aliments
si souvent ou en si grande
quantité que j’ai arrété de faire
d’autres choses importantes, 0 1 2 3 4 5 6 7
comme par exemple travailler
ou passer du temps avec ma

famille ou mes amis.

9. J’ai eu des problémes avec
ma famille ou mes amis a cause
de la quantité de nourriture que

je mange.

10. J’ai évité certaines activités
au travail, a 1’école ou certaines
activités sociales par peur de

manger trop dans ces situations.

11. Lorsque j’ai diminué ou

arrété ma consommation de

certains aliments, je me suis 0 1 2 3 4 5 6 7
senti(e) irritable, stressé(e) ou

triste.

12. Lorsque j’ai diminué ou
arrété ma consommation de
certains aliments et que j’ai eu
des symptomes physiques, j’ai
mangeé ces aliments pour me

sentir mieux.
13. Lorsque j’ai diminué ou
arrété ma consommation de

certains aliments et que je me

suis senti(e) irritable, stressé(e)
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ou triste, j’ai mangé ces

aliments pour me sentir mieux.

14. Lorsque j’ai diminué ou
arrété ma consommation de
certains aliments, j’ai eu des
symptomes physiques comme
par exemple des maux de téte ou

de la fatigue.

15. Lorsque j’ai diminué ou

arrété ma consommation de

certains aliments, j’ai constaté

que j’avais un besoin plus 0 1 2 3 4 5 6 7
important ou une envie

irrésistible de manger ces

aliments.

16. Mon comportement vis-a-vis
de la nourriture et de
I’alimentation a été source de

souffrance.

17. J’ai eu beaucoup de

problémes dans ma vie a cause

de la nourriture et de

I’alimentation, comme par

exemple des problémes pour 0 1 2 3 4 5 6 7
gérer le quotidien, des

problémes au travail, a 1’école,

avec la famille ou encore des

probleémes de santé.

18. Des fois, je me suis senti(e)

si mal a cause de mon

alimentation excessive que cela

m’a empéché de faire des 0 1 2 3 4 5 6 7
choses importantes, comme

travailler ou passer du temps

avec mes amis ou ma famille.

19. Mon alimentation excessive
m’a empéché(e) de m’occuper
correctement de ma famille ou

de faire des tAches ménageres.

20. J’ai évité des opportunités
professionnelles ou 0 1 2 3 4 5 6 7

relationnelles parce que je ne
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pouvais pas manger certains

aliments dans ces situations.

21. J’ai évité certaines activités
sociales car dans ces situations,
certaines personnes n’étaient
pas d’accord avec la quantité de
nourriture que je pouvais

manger.

22. J’ai continué a manger le(s)

meéme(s) type(s) d’aliment(s) ou

la méme quantité de nourriture 0 1 2
bien que cela ait été responsable

de problémes psychologiques.

23. J’ai continué a manger le(s)

meéme(s) type(s) d’aliment(s) ou

la méme quantité de nourriture 0 1 2
bien que cela ait été responsable

de problémes physiques.

24. Le fait de manger la méme
quantité de nourriture qu’avant
ne me donne plus le méme

plaisir qu’avant.

25. J’ai vraiment voulu

diminuer ou arréter ma

consommation de certains 0 1 2
aliments, mais je n’y suis pas

arrive.

26. J’ai eu besoin de manger de

plus en plus pour avoir le méme

effet qu’avant, comme par

exemple avoir moins de stress,

avoir moins de tristesse ou avoir

plus de plaisir.

27. Je n’ai pas réussi
correctement au travail ou a 0 1 2

I’école car je mangeais trop.

28. J’ai continué a manger
certains aliments méme si je
savais que c’était dangereux
pour ma santé physique. Par
exemple, j’ai continué¢ a manger

des bonbons alors que je savais
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que j’avais du diabéte, ou j’ai
continué a manger des aliments
gras alors que je savais que
j’avais des problemes

cardiaques.

29. J’ai eu des envies si fortes
pour certains aliments que je ne
pouvais plus penser a autre

chose.

30. J’ai eu des envies si fortes

pour certains aliments que

¢’était comme si je devais 0 1 2
absolument les manger tout de

suite.

31. J’ai essay¢ de diminuer ou
d’arréter ma consommation de
certains aliments, mais je n’ai

pas réussi.

32. J’ai essay¢ mais n’ai pas
réussi & diminuer ou a arréter de 0 1 2

manger certains aliments.

33. En mangeant, il m’est
arrivé(e) d’étre tellement
inattentif (inattentive) que
j’aurai pu étre blessé(e) (par
exemple en conduisant une
voiture, en traversant la rue ou
en utilisant une machine ou un

instrument dangereux).

34. En pensant a la nourriture et

a I’alimentation, il m’est

arrivé(e) d’étre tellement

inattentif (inattentive) que

j’aurai pu étre blessé(e) (par 0 1 2
exemple en conduisant une

voiture, en traversant la rue ou

en utilisant une machine ou un

instrument dangereux).

35. Mes amis et ma famille ont
été inquiets de la quantité de
nourriture que je pouvais

manger.
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Item optionnel n°1. Merci d’entourer TOUS les aliments pour lesquels vous avez eu des problémes (c’est-a-dire des

difficultés a en contrdler la consommation).

Glaces/Cremes glacées Chocolat Pommes Beignets Brocolis  Biscuits
_ Pain de ) )
Gateaux Bonbons Pain ) Sandwichs Laitues
mie
Pates Fraises Riz Chips Bretzels Biscuits apéritifs
Carottes Steak Charcuteries Bananes Bacon Hamburgers
Cheeseburgers Fromages Pizzas Frites Sodas Aucun de ces aliments

Item optionnel n°2. Merci d’indiquer ici s’il y a d’autre(s) aliment(s) pour lesquels vous avez eu des problémes (c’est-a-
dire des difficultés a en contrdler la consommation). Merci d’indiquer uniquement les aliments qui ne sont pas dans la

liste ci-dessus.

Items 1 and 2 are optional and are not present in the US version of the YFAS 2.0. These 2 items are not used in the
determination of the food addiction diagnosis nor in the calculation of the number of food addiction symptoms endorsed,
but we included them here because they were included in the original YFAS and they help to determine which types of

foods are problematic.
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Elodie merci pour toutes tes petites attentions qui m’ont réchauffé le coeur, tu es la
personne la plus généreuse que je connaisse. Et merci de nous avoir supporté méme
pendant les crises de folies de I'écriture.

Iris thank you to like us even when we didn’t make the effort to speak English.
More seriously it was always a pleasure to spend time with you, and just talk about
everything and nothing. | will for sure not forget our adventures when we rented cars.
| really enjoyed the Ultimatum/Love is blind nights with you and Lolo, our kind of girls
pyjama party.

Florian j'espére voir encore nombre de tes mémes et de tes blagues sur la
conversation messenger, parce que malgré ton humour noir tu nous as quand méme
bien fait rire. Cécile peut étre que notre nostalgie pour la musique des années
2000/2010 a contribué a ce qu'on soit dans la méme équipe, en tous cas je
repartagerai avec plaisir un duo Diam’s ft Vitaa avec toi. Merci a tous les deux pour
votre soutien et vos encouragements lors des présentations et pour les échanges sur
le binge qui ont fait avancer les projets.

Matthieu merci pour tes conseils cuisines et tes recettes, et d’avoir contribué
aux blagues non-éthiques (mais dréles) de Florian.

Coline merci pour ta bienveillance, jai adoré discuter de pleins de sujets
différents avec toi. Je continuerai a suivre ta carriere de dessinatrice. Et jespére
encore entendre des histoires rigolotes et improbables sur Baptiste (comme celle du
camping). Baptiste je sais maintenant que c’est normal si tu me calcules pas si on se
croise dans la rue aprés la thése, méme si en vrai je sais pas lequel de nous deux y
voit le moins.

Marido, j'espére que tu ne m’en voudras pas si je te mets parmi les doctorants,
c’était tout comme si tu en étais une. Merci pour les récits de tes péripéties qui ont

animé la cafet.
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Merci a Noémie d’avoir lancé les tests de nourriture au labo, ¢a nous a bien
occupeé. Et aussi de nous avoir ramené des trucs a déeguster du Japon.

Merci a tous les autres doctorants, post-Doc et tous les autres d’avoir contribué
a me donner envie de venir au labo pour ricaner tous ensembles a la cafet.

Sur le plan personnel, ceux qui me connaissent savent que je ne suis pas trés
douée pour exprimer mes sentiments, mais la je crois que c’est une bonne occasion
de le faire. Je remercie du fond du coeur ma famille pour m’avoir toujours soutenue et
encouragée dans mes projets depuis mon réve de devenir « chanteuse aux cheveux
longs a la télé » jusqu’a mon doctorat. Merci Papa et Maman car sans vous c’est sire
que je n'en serai pas la aujourd’hui. Vous avez tout fait pour que je m’épanouisse, et
que jai confiance en moi, et vous l'avez fait avec brio. Merci a ma sceur Marie-
Charlotte de toujours étre la pour me faire rire, me changer les idées et me rappeler
que la vie n’a pas a étre toujours aussi sérieuse. Merci aussi a Eléonore pour « les
photos avec les dents pour tata » qui m’ont pour sire remonté le moral pendant le
processus d’écriture.

Merci a mes amies méme si je ne suis pas la plus douée en communication, en
particulier quand je m’investis dans un projet comme la these et malgré la distance les
retrouvailles sont toujours chargées de rires. Lorine, Chloé et Alexandra mes copines
depuis le lycée et jusqu’a aujourd’hui encore sur qui je peux toujours compter pour
passer de bons moments. Laura merci pour ta bonne humeur contagieuse, et tes
histoires a mourir de rire, je ne m’en lasse pas. Caca et Poopoo mes copines de
Master, merci de m’avoir changé les idées lors de nos petits week-ends avec nos
différentes activités manuelles, et promis on continuera a se faire des week-ends a
Strasbourg (aka la plus belle ville du monde) méme si plus aucune ne nous n’y habite.
Un merci tout particulier a Caro pour tes nombreuses visites et tes petites attentions
mignonnes qui réchauffent le coeur.

Merci Yannick c’est sans doute toi qui as le plus fait face a mes états d’ame
mais ton soutien est resté indéfectible. Tu as été a mes cbtés pour m’encourager et
me motiver durant ces 3 années de thése (et méme avant). J'ai hate de vivre la suite
de nos aventures en espérant qu’elles soient au moins aussi dréles que celles
passeées.

Merci a Nikki (Minaj) d’étre le chat le plus mimii du monde, de m’avoir accueillie
chaque soir a la maison avec tes « Miaou ! », et pour tous tes calins.

Merci aussi a toutes les petites souris sans qui cette thése n’aurait pas eu lieu.
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ABREVIATIONS

A

AEA : anandamide / N-
arachidonoylethanolamine
2-AG : 2-
arachidonoylglycerol

AGRP : peptide lié a agouti
ANSES : agence nationale
de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de
'environnement et du travail
ARC: Noyau arqué

B

BED: binge eating disorder /
hyperphagie boulimique
BHE : barriére hémato-
encéphalique

ot

CAF : cafeteria diet

CART : transcrit régulé par
la cocaine et les
amphetamines

CB : récepteur cannabinoide
CCL : chimiokine ligand
CIM-11 : classification
internationale des maladies
onziéme édition

CPP : préférence de place
conditionnée

D

D1R : récepteur
dopaminergique de type 1
D2R : récepteur
dopaminergique de type 2
DA : dopamine /
dopaminergique

DS : striatum dorsal
DSM-5 : manuel
diagnostique et statistique
des troubles mentaux 5°me
édition

E

ECS : systeme
endocannabinoide

EFSA : autorité européenne
de sécurité des aliments
EPM : elevated plus
maze/labyrinthe en croix
surélevé

F

FDA : food and drug
administration

FR: ratio-fixe

FST: forced swim test / nage
forcée

G

GABA: acide Y-
aminobutyrique

GFAP : protéine  acide
fibrillaire gliale

GLUT: Transporteur de
glucose de type

GLP1: glucagon-like
peptide-1

GPCR : récepteurs couplés
aux protéines G

H

HAS : haute autorité de
santé

HFD : high-fat diet/régime
riche en gras

HFHS: High-fat high-sugar
diet / régime riche en gras et
en sucre

HS: high-sugar diet/ régime
riche en sucre

|
IL : interleukine

K
KO: knock-out

L

LD: light-dark / clair/obscure
LH : hypothalamus latéral

N
NAc : noyau accumbens

NPY : neuropeptide Y

NTS : noyau du tractus
solitaire

NVM : noyau ventro-médian

(o)

OF: open field / champ
ouvert

OMS : organisation
mondiale de la santé

P

PBN : noyau parabrachial
PFC : cortex préfrontal
POMC :
proopiomélanocortine

PR : ratio-progressif

PVN : noyau
paraventriculaire

S
SNC : systéme nerveux
central

T

TCA : trouble du
comportement alimentaire
CIM-11 : classification
internationale des maladies
onziéme édition

TNF-a : tumor necrosis
factor alpha

TST : tail suspension test /
suspension par la queue

U
UST : urine sniffing test

\'
VTA: I'air tegmentale ventral

w
WD: western diet

Y

YFAS: Yale food addiction
scale
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Consommation excessive de sucre : impact sur les réponses
comportementales, la neuroinflammation et le systeme
endocannabinoide

Résumé

Le binge eating disorder (BED) est le trouble du comportement alimentaire le plus prévalent,
caractérisé par une perte de contréle lors de la prise alimentaire. Ce trouble psychiatrique est associé a
des taux élevés de troubles émotionnels et de maladies douloureuses chroniques. L'omniprésence de
sucres ajoutés dans les aliments palatables (riche en gras et en sucre) contribue a la prise de nourriture
excessive, notamment par I'activation du circuit cérébral de la récompense. Les recherches montrent
gu’une prise alimentaire déséquilibrée est a I'origine d’une réponse neuroinflammatoire, or le réle du
sucre dans ces mécanismes reste encore méconnu. Le systeme endocannabinoide impliqué dans la
régulation de la prise alimentaire et les mécanismes inflammatoires pourrait contribuer a la
physiopathologie du BED. Nous avons étudié les conséquences comportementales et moléculaires d’'une
consommation excessive de saccharose chez des souris males et femelles. Nos travaux ne montrent pas
d’effet du comportement de binge sur les aspects comportementaux (bien-étre et nociception), malgré
des signes de neuroinflammation, et I'expression des genes du systeme endocannabinoide ne semble pas
altérée dans nos conditions. En revanche, la consommation excessive de saccharose en continu,
lorsqu’elle est associée a des altérations métaboliques, conduit a une neuroinflammation, associée chez
les femelles a une plus grande vulnérabilité émotionnelle.

Mots clés : Binge eating, saccharose, bien-étre, douleur chronique, sexe, récompense, neuroinflammation

Summary

Binge Eating Disorder (BED) is the most prevalent eating disorder, characterized by a loss of control
during food consumption. This psychiatric disorder is often accompanied by elevated rates of emotional
disturbances and chronic painful conditions. The widespread inclusion of added sugars in palatable foods
(rich in both fat and sugar) contributes to excessive eating by activating the brain's reward pathway.
Research indicates that an imbalanced diet triggers a neuroinflammatory response, although the precise
role of sugar in these mechanisms remains somewhat elusive. The endocannabinoid system, which plays
a role in regulating food intake and inflammatory processes, is believed to have a potential role in the
pathophysiology of BED. We studied the behavioral and molecular consequences of excessive sucrose
consumption in male and female mice. Our findings do not demonstrate behavioral alterations (well-being
and nociception) due to bingeing behavior, despite signs of neuroinflammation, and endocannabinoid
genes expression does not seem to be impacted by our conditions. However, continuous excessive
sucrose consumption, when associated with metabolic alterations, leads to neuroinflammation, and
increased emotional vulnerability in females.

Key words: Binge eating, sucrose, well-being, chronic pain, sex, reward, neuroinflammation




