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Au cours de la période périnatale, le cerveau en développement présente des fenêtres 

de sensibilité durant lesquelles cet organe vital est particulièrement vulnérable aux stresseurs 

aussi bien environnementaux, tels que les xénobiotiques, que psychologiques, tels que les 

traumatismes (Andersen, 2003; Arain et al., 2013; Hale et al., 2014; Ingber and Pohl, 2016; 

Marques et al., 2013; Viggiano, 2008). L’interaction d’un événement stressant précoce avec ces 

fenêtres temporaires pourrait avoir des conséquences sanitaires aussi bien immédiates que 

tardives à la fois sur le cerveau, le comportement, la cognition et bien d’autres fonctions 

(Bolton and Bilbo, 2014). L’origine fœtale des maladies de l’adulte a été proposée pour la 

première fois par Barker en 1992 (Barker, 1995a, b, 1998; Hales and Barker, 1992; Hales et 

al., 1991). L’hypothèse de Barker connue aussi par le phénotype économe « the thrifty 

phenotype » a été basée sur l’étude d’une cohorte des descendants de la famine subie par la 

ville d’Amsterdam pendant l’hiver 1944-1945 lors de la seconde guerre mondiale. En effet, la 

cohorte d’Amsterdam, qui a subi cette restriction calorique in utéro, a appris à conserver les 

calories afin de préserver les organes vitaux, en particulier le cerveau, au détriment de la 

croissance. Cependant, la stratégie d’économiser les calories constitue un risque accru de 

développer des maladies métaboliques au cours de l’ontogenèse du fœtus même si elle est 

bénéfique à court terme (Eriksson, 2005). D’une façon paradoxale, le risque d’obésité à long 

terme est associé aussi bien à une malnutrition périnatale qu’à une surnutrition périnatale, dont 

l’alimentation hypercalorique riche en graisses constitue, pour les chercheurs, un exemple 

classique de la programmation périnatale (Bolton and Bilbo, 2014; Canani et al., 2011; Stein 

et al., 2007; Sullivan et al., 2010). En effet, la programmation périnatale, selon Bolton et Bilbo 

(2014), est considérée comme étant la capacité des événements rencontrés lors de la vie 

périnatale d’altérer ou de « reprogrammer» la trajectoire normale du développement, tout en 

conduisant à des modifications significatives incluses sur le plan comportemental, et le plus 

souvent d’une façon permanentes chez l’adulte. De ce fait, les fœtus d’Amsterdam ont été 

programmés 
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d’emmagasiner l’énergie tout au long de leur vie même en cas d’exposition à des apports 

alimentaires excessifs ou simplement normaux, ce qui fut le cas pour cette cohorte à l’âge 

adulte. Les modifications épigénétiques y compris celles des voies inflammatoires induites 

lors de la vie précoce jouent un rôle crucial dans la programmation périnatale, ce qui provoque 

des changements persistants au niveau des fonctions biologiques telles que les fonctions 

cérébrales et métaboliques (Bolton and Bilbo, 2014; Canani et al., 2011; Grissom et al., 2014; 

Grissom and Reyes, 2013; Heerwagen et al., 2010; Heijmans et al., 2008; Junien et al., 2005; 

Schwarz et al., 2011; Wang et al., 2003). Dans ce contexte, des études transgénérationelles ont 

montré que certains effets, comme le surpoids, ont été observés dans la deuxième génération 

issue de cette famine, à la fois chez les petits-enfants issus des mères touchées par la famine 

(Painter et al., 2008) mais aussi des pères (Veenendaal et al., 2013). 

Durant la période périnatale, la date de la survenue d’un événement stressant tel que 

l’exposition aux polluants est cruciale pour la programmation développementale compte tenu 

de la présence de nombreuses fenêtres temporaires de sensibilité. Même si de nombreuses 

recherches ont démontré la relation causale de la période d’exposition, au cours de la vie 

précoce, sur les effets contractés à long terme (Barker et al., 1993; Mi et al., 2000; Stein et al., 

1996), les études sur la cohorte d’Amsterdam demeurent un parfait exemple pour illustrer cette 

relation conditionnelle. Les individus qui ont été exposés à la famine en début de grossesse 

ont eu un risque plus accru pour développer, à l’âge adulte, les maladies coronariennes et 

l’obésité par rapport aux individus qui ont subi la famine au milieu ou en fin de grossesse 

(Eriksson, 2005; Ravelli et al., 1999; Ravelli et al., 1976; Singhal and Lucas, 2004). Ces 

derniers n’ont pas été affectés de la même façon en présentant donc un moindre risque 

d’obésité et des maladies cardiovasculaires, mais ils ont présenté en plus un taux plus 

important d’anomalies de la tolérance au glucose (Hale et al., 2014; Painter et al., 2005; 

Ravelli et al., 1998; Singhal and Lucas, 2004). 
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Au cours de la période périnatale, en plus de la vulnérabilité, la résilience, la flexibilité 

et la plasticité constituent également des stratégies d’adaptation pour le cerveau face aux 

différents stresseurs (Barker, 1995b; Hales et al., 1991; Hanson and Gluckman, 2013; 

Malabou, 2009). En effet, la résilience signifie la capacité de résister à des défis sans qu’il y 

ait un effet péjoratif. La résilience n’est pas une simple adaptation «coping» qui correspond 

plutôt à des efforts mis en place en termes cognitifs ou comportementaux par un individu pour 

maitriser ce qui peut le dépasser, la résilience va plus loin en se donnant la capacité de bien 

fonctionner malgré les situations critiques adverses ou traumatiques . Quant à la flexibilité, 

elle correspond à la capacité de «se plier» face à un défi puis revenir à l’état initial après la 

disparition de ce défi (Barker, 1995b; Hanson and Gluckman, 2013; Malabou, 2009). Enfin, 

pour un individu vivant dans un environnement évoluant continuellement, la plasticité 

constitue également une réponse adaptative. La plasticité est un processus dynamique qui 

consiste à une adaptation et à un changement du répertoire structural et fonctionnel du système 

nerveux en réponses à des altérations (Gluckman and Hanson, 2004; Gluckman et al., 2009). 

Bien que la plasticité neuronale est absolument nécessaire, en réponse à des stimuli externes 

et/ou internes, pour un fonctionnement adéquat relevant des adaptations significatives vitales 

pour le cerveau en développement y compris sa réparation; ses adaptations ne sont pas toujours 

bénéfiques comme le cas des différentes modifications structurelles et fonctionnelles relevées, 

par exemple, dans le cerveau des patients dépressifs (Calabrese et al., 2016a; Hales et al., 

1991). En effet, chez ces patients, une atrophie de l’hippocampe ainsi qu’une réduction aussi 

bien du métabolisme que du volume ont été constatées au niveau de certaines régions 

cérébrales y compris le cortex préfrontal et le cortex cingulaire (Fuchs et al., 2004). 

Ce travail de thèse rentre dans le concept de l’origine développementale des troubles 
 

à l’âge adulte voire à un âge plus avancé. En effet, durant la période gestationnelle et 

lactationnelle, les souris mères ont été exposées au poisson pollué.  Nous avons choisi 
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l’anguille de l’Europe (Anguilla anguilla L.) compte tenu de ses teneurs élevées en polluants 

tels que les polychlorobiphényles (PCB). Dans notre étude, trois matrices différentes 

d’anguille ont été utilisées : l’anguille de la rivière (fortement polluée), l’anguille de l’élevage 

(faiblement polluée), et une matrice moyennement polluée (correspondant à un mélange 

artificiel des deux premières matrices). Notre travail a consisté à évaluer au niveau de la 

progéniture les effets tardifs d’une exposition précoce aux polluants de l’anguille sur le 

comportement, la cognition ainsi que les facteurs biochimiques et à vérifier l’hypothèse de 

l’origine inflammatoire des effets comportementaux et cognitifs relevés par rapport au groupe 

témoin dont les mères n’ont consommé que la diète standard du laboratoire (les croquettes). 

Ainsi, les 3 groupes de souris mères exposées aux poissons naturellement contaminés ont 

absorbé trois types de régimes alimentaires composés par la diète standard enrichie avec une 

des trois matrices d’anguille. Dans cette étude, les effets périnataux de l’exposition aux 

anguilles contaminées sur le comportement et les fonctions cognitives ont été évalués à l’âge 

adulte et à l’âge moyen. Etant donné que les processus inflammatoires constituent des 

mécanismes cruciaux de la programmation périnatale, un intérêt particulier a été porté lors de 

ce travail de thèse aux mécanismes de ces processus inflammatoires aussi bien au niveau 

cérébral que périphérique. 
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I. L’inflammation 
 

I.1. Généralité 
 

L’inflammation est une réponse biologique normale contre toute agression de notre 

organisme y compris les radiations ou brulures, les infections microbiennes et l’exposition aux 

produits chimiques. Le foyer inflammé est caractérisé par quatre signes cliniques à savoir la 

rougeur, l’oedème, l’élevation de la température et la douleur (Scott et al., 2004a; Scott et al., 

2004b). L’inflammation fait partie du système de défense immunitaire inné de notre organisme 

mais aussi du système de rétablissement de l’homéostasie des organes. La réaction 

inflammatoire est un processus dynamique qui se déroule généralement en 4 phases 

successives. (i) Une phase d’initiation qui fait suite à un signal de danger d'origine exogène 

ou endogène. (ii) Une phase de recrutement qui met en jeu des cellules immunocompétantes 

(effecteurs primaires) telles que les cellules endothéliales, les lymphocytes, les monocytes, les 

macrophages, les cellules microgliales et les mastocytes. (iii) Une phase d’amplification et de 

propagation de la réaction inflammatoire qui met en jeu les effecteurs secondaires y compris 

les médiateurs cytokiniques et lipidiques tels que les interleukines, et les enzymes de 

dégradations incluant les collagénases, les gélatinases, les stromélysine, cathepsines et les 

sérines protéases afin d’éliminer l’agent initiateur. Enfin (iv) une phase de résolution qui tend 

vers un retour à l’homéostasie tissulaire ou à restaurer l’integrité du tissu agressé. Cependant, 

en cas d’échec de la résolution, le processus inflammatoire évolue vers une chronicité qui 

pourrait être pathologique (Libby, 2007; Roifman et al., 2011; Scott et al., 2004a; Wilson, 

2008). 

La réaction inflammatoire est un des processus nécessaires pour la regénération 

normale des tissus, comme en cas d’implantation. L’inflammation est une réponse protective 

qui permet d’éliminer les causes de lésions cellulaires, souvent microbiennes, ainsi que leurs 

conséquences telles que l’élimination des cellules et des tissus morts afin de réparer les tissus 
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lésés. Ce processus pourtant bénéfique et essentiel pour l’organisme pourrait devenir délétère 

si la réaction inflammatoire mise en place est inappropriée, inadaptée ou mal contrôlée. 

L’inflammation est fondamentalement répartie en deux types de réaction: aigue et 

chronique. L’inflammation aigue implique généralement les neutrophiles, les éosinophiles ou 

les basophiles, et dure plusieurs minutes voire plusieurs jours. Cependant, l’inflammation 

chronique recrute généralement les lymphocytes et/ou les macrophages et peut persister 

plusieurs semaines ou des mois voire des années. Les deux types d’inflammation peuvent 

coexister dans le même tissu suite à deux causes différentes (Takeuchi and Akira, 2010). Par 

exemple, la réaction inflammatoire aigue sera enclenchée suite au recrutement des 

neutrophiles activés par les antigènes microbiens; alors que l’inflammation chronique sera 

initiée plutôt dans les parties tissulaires présentant des lésions oxydatives. Généralement, après 

un épisode inflammatoire aigue, les mécanismes de réparations s’activent. Cependant, la 

réparation implique généralement le remplacement des tissus lésés par des tissus non- 

fonctionnels dans les organes endommagés comme le cas de la fibrose pulmonaire. Par 

conséquent, il est important que la réaction inflammatoire ne compromette pas l’intégrité des 

tissus hôtes. Ainsi, une inflammation appropriée et efficace devrait à la fois (i) recruter aussi 

bien les bonnes cellules immunes innées que les médiateurs parmi tout l’éventail des réponses 

possibles, (ii) être dirigée vers le point focal du défi au niveau du tissu hôte pour minimiser 

les dégâts, (iii) être de l’intensité nécessaire pour relever le défi (et donc pas excessive), et (iv) 

résoudre le défi au profit du tissu hôte (Dietert, 2011, 2012). 

Par conséquent, une inflammation inappropriée ou disproportionnée survient quand au 

moins une de ces quatre erreurs se produit : (i) la réponse cellulaire de l’immunité innée n’est 

pas appropriée par rapport au défi, (ii) la réponse n’est pas dirigée vers le point focal du défi, 

(iii) la réponse est excessive, et/ou (iv) la réponse ne résout pas le défi au profit du tissu hôte 

(Dietert, 2012). La régulation de l’inflammation est complexe et implique différents types de 
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cellules, de cytokines, de chémokines, de molécules d’adhésion, de facteurs de signalisations, 

et de métabolites (Scott et al., 2004). Une myriade de signaux d'origine pathogène (ou autres) 

peut activer un complexe multiprotéique appelé l’inflammasome (Calabrese et al., 2016b; 

Gicquel et al., 2016) qui contient une multitude de copies de récepteurs des ligands PAMP 

(motifs moléculaires associés aux pathogènes) ou des ligands DAMP (motifs moléculaires 

associés aux dégâts). L’inflammasome est une macromolécule protéique intracytoplasmique 

très exprimée dans les cellules myéloides comme les monocytes, les macrophages et les 

cellules microgliales ayant pour fonction de défendre l’organisme contre une large panoplie 

d’agressions en produisant des cytokines inflammatoires telles que l’interleukine (IL) 1 

(Connat, 2011). L’inflammasome joue aussi un rôle dans l’activation des caspases 1 et 8, 

comme il contient une protéine adaptatrice nommée ASC (apoptosis-associated speck-like 

protein) contenant un domaine CARD (caspase recruitment domain). Ces caspases peuvent 

entrainer la mort cellulaire par apoptose ou par pyroptose. Une fois activé, la caspase 1 clive 

rapidement les formes immatures de l’IL-1β et l’IL18 en permettant ainsi d’obtenir les formes 

matures de ces cytokines inflammatoires. Par exemple, une fois mature, l’IL-1β cause la 

prolifération des macrophages et des cellules neuroinflammatoires telles que la microglie et 

les astrocytes (Calabrese et al., 2016b). 

I.2. Les cytokines 
 

Les cytokines sont des médiateurs glycoprotéiques de faible masse moléculaire, 

inférieure à 60 kDa, produites par différents types cellulaires inclus les cellules microgliales, 

les neurones, les astrocytes, en réponse à divers stimuli y compris d’ordre immunitaire afin de 

jouer un rôle majeur dans la communication entre les cellules impliquées dans les réponses 

immunes et inflammatoires. Les cytokines, représentent un langage universel dans le «dialogue» 

mené entre les différentes cellules de l’organisme. Les cytokines, substances solubles de 

signalisation cellulaire, assurent une fonction dite autocrine (sur la cellule productrice), dite 
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paracrine (sur les cellules voisines) ou dite endocrine (sur des cellules ou tissus lointains), en 

agissant à distance comme de véritables hormones, afin de réguler l’activité et la fonction 

cellulaire et/ou tissulaire. Les cytokines exercent leur activité biologique à très faible 

concentration, par liaison à des récepteurs membranaires spécifiques (Cavaillon, 1993a, b, 

1994, 1995, 2001; Cavaillon and Haeffner-Cavaillon, 1993; Cavaillon et al., 1997; Cavaillon et 

al., 1992; Marie et al., 1997; Marie et al., 1996; Tetta et al., 1998). Cette activité a pour finalité 

l’induction, le contrôle ou l’inhibition de la réponse inflammatoire en jouant sur sa durée et son 

intensité (Cavaillon, 1995, 2001). Il existe deux grandes classes, les cytokines pro- 

inflammatoires et les cytokines anti- inflammatoires. Selon leur structure, nous distinguons les 

interleukines, les chimiokines, les interférons et la famille du facteur de nécrose tumorale 

(TNF). Seulement, quelques interleukines et le TNF-α seront développés ci-après suite à 

l’intérêt porté à ces molécules au cours de ce travail de thèse. 

I.2.1. Les cytokines pro-inflammatoires 
 

L’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α sont les cytokines qui jouent vraisemblablement un rôle 

majeur dans l’initiation et la propagation de l’inflammation. 

I.2.1.1. L’interleukine 1β (IL-1β) 
 

L’interleukine IL-1 est une cytokine majeure de l’immunité innée et de l’inflammation. 

La famille de l’IL-1 est constituée, principalement, de 3 cytokines inflammatoires (deux 

agonistes, l’IL-1α et l’IL-1β, et un antagoniste, l’IL-1ra), (Dinarello, 1986, 1998, 2009). 

L’IL-1β est synthétisée sous la forme d’un précurseur inactif (Jeru and Amselem, 2011; Mosley 

et al., 1987) qui devient biologiquement active par l’action de l’enzyme de conversion ICE 

(interleukin convertase enzyme) (Thornberry et al., 1992). Dans le SNC, l’IL-1β est 

majoritairement produite par les cellules microgliales (Chauvet et al., 2001; Van Dam et al., 

2000), les cellules périvasculaires de type macrophagiques (Konsman et al., 1999) et les 

astrocytes (Dong and Benveniste, 2001). En conditions physiologiques, l’IL-1β est exprimée 
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constitutivement à un niveau bas. Son niveau d’expression augmente considérablement par 

exemple lors de l’apparition de lésions cérébrales. En conditions pathologiques, l’IL-1β aurait 

par conséquent des effets délétères et neurotoxiques, en aggravant les dommages cellulaires 

présents (Stroemer and Rothwell, 1998). 

Cette interleukine est capable d’effectuer la transduction d’un signal intracellulaire 

grâce à la présence du domaine intracellulaire Toll/IL-1 Receptor, ce qui active les voies de 

signalisation telles que NFκB (Nuclear Factor-KappaB) et MAPkinases (MAPK). Ces voies 

cellulaires activées vont conduire à la transcription de gènes codant pour la plupart des protéines 

de l’immunité innée, telles que les cytokines inflammatoires (IL-1β, IL-6 et le TNF-α), les 

chimiokines (MCP-1, IL-8), et des enzymes telles que la cyclooxygénase-2 (COX-2), 

productrices des prostaglandines, et l’inductible NO synthase (iNOS), productrice de 

monoxyde d’azote (NO) (Glezer et al., 2007a; Glezer et al., 2007b). 

I.2.1.2. Le facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) 
 

Le TNF-α est une cytokine qui joue un rôle impotant dans les réactions pro- 

inflammatoire. Elle pourrait induire des effets multiples y compris apoptotique, nécrotique, 

prolifératif, et hématopoiétique aussi bien dans le système nerveux qu’immunitaire (Dempsey 

et al., 2003; McCoy et al., 2008; McCoy and Tansey, 2008)(McCoy and Tansey, 2008, 

Dempsey et al., 2003). Les récepteurs du TNF-α jouent un rôle primordial dans la défense de 

l’hôte contre les pathogènes, et également dans l’apoptose (Dempsey et al., 2003). Le TNF-α 

est un important modulateur de la thermorégulation et aussi de l’axe hypothalamo-hypophyso- 

surrénalien, impliqué dans les réponses au stress (Perry et al., 2002). 

Dans le SNC, cette cytokine présente deux types de récepteurs: (i) le TNFR1 qui est 

exprimé dans la majorité des types cellulaires et (ii) le TNFR2 qui est exprimé sélectivement 

dans les cellules des cellules microgliales et les astrocytes. La fixation du TNF-α sur ses 

récepteurs TNFR induit l’activation des voies NFκB et MAPK. Le TNF-α active les cellules 
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microgliales via son récepteur TNFR1 d’une façon autocrine (Kuno et al., 2005). Cette 

activation induit l’expression de médiateurs inflammatoires y compris le NO, ROS, IL-1β et 

IL-6 et stimule la capacité phagocytaire de la cellules microgliales (Von Zahn et al., 1997). 

L’expression du TNF-α augmente lors des défis adverses inclus ceux de l’immunité et 

les traumatismes cérébraux. De même, il est souvent observé la production de cette cytokine 

pro-inflammatoire lors des réactions neurotoxiques par exemple en cas d’exposition aux 

polluants alimentaires. De même, des concentrations élevées du TNF-α ont été relevées lors des 

états physiopathologiques associés aux maladies neurodégénératives telles que la sclérose en 

plaque, les maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Kraft et al., 2009; Nishimura et al., 2005) et 

aussi les troubles émotionnels et comportementaux telle que la dépression (Postal and 

Appenzeller, 2015). 

I.2.1.3. L’interleukine 6 (IL-6) 
 

L'IL-6 a été initialement identifiée comme un facteur de différenciation des lymphocytes 

B en plasmocytes, cellules productrices d’anticorps (Scheller et al., 2006; Scheller and Rose- 

John, 2006). 

L’IL-6 est une interleukine multifonctionnelle du fait qu’elle est impliquée dans 

différents processus biologiques comme la survie neuronale, la neurogénèse, la réponse 

immunitaire ainsi que les réactions systémiques induites par un traumatisme, une infection ou 

un choc septique (Erta et al., 2012; Quintana et al., 2013; Rose-John et al., 2006). La production 

d’IL-6 n’est pas constitutive mais elle est inductible. En effet, elle est exprimée rapidement lors 

de lésion des systèmes nerveux central et périphérique afin d’initier la réponse immunitaire, de 

stimuler les astrocytes, de recruter les leucocytes et de favoriser la survie des neurones lésés. 

Ainsi, des niveaux élevés d’IL6 ont été trouvés dans plusieurs maladies telles que la sclérose 

en plaque, la maladie d’Alzheimer, les traumatismes, les méningites (Gruol and Nelson, 1997; 

Hunter and Jones, 2015). 
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Au niveau, cérebral, son récepteur IL-6R est détécté essentiellement dans les neurones 

et les cellules microgliales de l’hippocampe, l’hypothalamus et le cortex (Oitzl et al., 1993; 

Schobitz et al., 1993a; Schobitz et al., 1992a; Schobitz et al., 1993b; Schobitz et al., 1992b). La 

principale voie activée par cette cytokine est la JAK-STAT (Janus Kinase-Signal transducer 

and activator of transcription) (Duhe et al., 1998; Duhe and Farrar, 1998). 

I.2.2. Les cytokines anti-inflammatoires 
 

I.2.2.1. L’interleukine-10 (IL-10) 
 

IL-10 a été initialement appelé CSIF (cytokine synthesis inhibitory factor). Il existerait 

un seul récepteur de l’IL-10 : l’IL-10R. La réponse cellulaire de l’IL-10 empreinte 

essentiellement la voie de signalisation JAK-STAT; cependant d’autres voies de signalisation 

peuvent être concernée, en inhibant notamment la voie des MAPKs ou celle de la NFκB, 

activées par les cytokines pro-inflammatoires (Geng et al., 1994; Niho et al., 1998; Niiro et al., 

1998; Wang et al., 1995). Ainsi, le principal effet anti-inflammatoire de l’IL-10 est de bloquer 

la synthèse des cytokines pro-inflammatoires dans les lymphocytes T, les macrophages et les 

cellules microgliales (Bogdan and Nathan, 1993; Bogdan et al., 1991; Haddad et al., 2003; 

Sawada et al., 1999). L’IL-10 inhibe également la libération de NO par la régulation de l’activité 

de leur enzyme de synthèse iNOS et COX-2 (Bogdan and Nathan, 1993; Lodge and Sriram, 

1996; Minghetti et al., 1998). Des études in vivo ont montré que l’IL-10 pourrait induire 

l’inhibition de la prolifération microgliale (Balasingam et al., 1996; Balasingam and Yong, 

1996; Kloss et al., 1997). 

I.2.2.2. L’interleukine-4 (IL-4) 
 

L’IL-4 présente un seul récepteur : l’IL-4R. La voie de signalisation induite par la 

fixation de l’IL-4 à son récepteur est la voie JAK-STAT (Keegan et al., 1995; Malabarba et al., 

1995; Taylor et al., 1997). Concernant la réponse inflammatoire, elle est capable de limiter 

l’action pro-inflammatoire de l’IL-1β en inhibant à la fois sa synthèse, et en induisant 



------------------------------------------------------------------------------------------------------- Contexte Bibliographique 

[12] 

 

 

 
 
 

l’expression de son récepteur antagoniste l’IL-1Ra (Vannier et al., 1992; Jenkins and Arend, 

1993; Wong et al., 1993). 

 
 

I.3. La neuroinflammation 
 

La terminolgie de la «neuroinflammation» est employée actuellemnt dès qu’on décrit 

l’inflammation localisée au niveau du cerveau ou d’une façon générale au niveau du système 

nerveux central (SNC). Paradoxalement, le SNC a longtemps été considéré comme un système 

immunoprivilégié, et donc imperméable aux différents médiateurs cellulaires et moléculaires 

du système immunitaire périphérique, suite à la présence de la barrière hémato-encéphalique 

(BHE) et ses jonctions serrées (Galea et al., 2007; Harry and Kraft, 2012). Ce concept a été 

revu suite à l’avalanche des données produites au cours de cette décénie, en considérant la 

neuroinflammation comme une cause voire une conséquence pour les maladies neurologiques 

telles que les maladies neurodégénératives, les maladies autoimmunes, les troubles 

épileptiques (Graeber et al., 2011; Hanisch and Kettenmann, 2007) et récemment les troubles 

psychiatriques (Calcia et al., 2016; Miller and Raison, 2016; Najjar et al., 2013; Rossi et al., 

2017).Traditionnellement, la neuroinflammation a été employée pour décrire le processus 

inflammatoire dans la physiopathologie des maladies neurodégénératives (Amor et al., 2010; 

Graeber et al., 2011). Cependant, le champ de l’utilsation de la neuroinflammation est devenu 

plus vaste, et ainsi cette terminologie est utilsée dès que le SNC est la cible d’une inflammation 

même en dehors d’une pathologie, comme ça été démontré par Glass et al. (2010). Par 

conséquent, la neuroinflammation pourrait être définie comme étant les réactions 

inflammatoires qui se développent dans le cerveau (ou le SNC) en réponse à une agression 

étrangère, à une perturbation interne ou tout changement du microenvironnement cérébral. 

Ces réactions mettent en place des réponses cellulaires en cascade comprenant tout d’abord 

(i) l’activation des cellules microgliales, qui sont les macrophages résidents du SNC, ainsi que 
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la modification de l’activité des astrocytes. Après la prolifération et la migration de ces deux 

types de cellules gliales vers le site de l’inflammation, (ii) elles libérent des facteurs 

cytotoxiques et inflammatoires tels que les cytokines et des prostaglandines. Dans le cas où 

l’intégrité du SNC est affectée, il y aurait (iii) l’infiltration des cellules immunitaires 

périphériques (Ladeby et al., 2005). La neuroinflammation est une réponse plastique qui 

repose essentiellemnt sur la sensibilité des cellules microgliales à détecter aussi bien la nature 

précise de l’agression que son intensité. Par conséquent, les cellules microgliales, qui 

présentent le principal protagoniste cellulaire de l’inflammation cérébrale, adaptent leur 

activation par rapport au défi rencontré, ce qui conditionne le type des facteurs inflammatoires 

synthétisés ainsi que leurs quantités (Gomez-Nicola and Perry, 2015; Graeber et al., 2011; 

Hanisch and Kettenmann, 2007; Perry et al., 2007). 

L’immunité cérébrale innée pourrait donc être activée vis-à-vis de toute agression 

étrangère incluant celle des agents pathogènes et des polluants au niveau du système 

périphérique. Ces xénobiotiques tels que les bactéries circulantes pourraient être reconnues 

par leurs signatures moléculaires de classes de pathogènes PAMP (Pathogen Associated 

Molecular Patterns); cependant, les éléments non infectieux tels que les polluants sont 

reconnues par leurs signatures moléculaires DAMP (Damage-Associated Molecular Patterns), 

générées au cours du stress cellulaire (Renaud et al., 2015). Ainsi, la réaction immunitaire 

innée cérébrale s’amorce ou s’initie au niveau des cellules endothéliales ou péri-vasculaires 

qui expriment des récepteurs PRR (Pattern-Recognition Receptors), tels que les TLR (Toll- 

Like Receptors) (Renaud et al., 2015). Ces cellules, situées au niveau de l’espace 

périvasculaire, dès qu’elles reconnaissent les PAMP ou les DAMP produisent des facteurs 

inflammatoires tels que les cytokines et les espèces réactives de l’oxygène (ERO) (Galic et 

al., 2012; Lee et al., 2013). Le signal inflammatoire se propage pour atteindre les cellules 

microgliales (les macrophages du cerveau) et les astrocytes qui induisent alors une cascade de 
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signalisation, en aboutissant, au final, à l’activation de facteurs de transcription. Ces derniers 

modifient de façon drastique le phénotype cellulaire des cellules microgliales et celui des 

astrocytes, en induisant la production d’un éventail de cytokines et de chimiokines (figure 1). 

L’activation des cellules microgliales dépendrait du temps de l’exposition, de la nature du défi 

et de son intensité et/ou de l’état pathologique (Perry et al., 2007; Perry and Holmes, 2014; 

Perry et al., 2010; Perry and O'Connor, 2010). Suite au rôle crucial des cellules microgliales 

dans l’inflammation du cerveau, Graeber et al., (2011) ont proposé de substituer le terme de 

la « neuroinflammation » par celui de « l’activation des cellules microgliales ». 

 

Figure 1 Événements vasculaires, perivasculaires et parenchymateux précoces déclenchés par 
l'ischémie et la reperfusion (Iadecola and Anrather, 2011). 

L’hypoxie, les espèces réactives de l’oxygène (ERO) et les modifications dues au stress du 
cisaillement excercé sur la surface endothéliale de la paroi vasculaire initient des changements 
cellulaires caractérisés par l’aggrégation des plaquettes, l’activation du complément ainsi que 
la libération de la cytokine IL-1α, des métabolites secondaires de l’acide archidonique (AA), 
des protéases, du NO et de la protéine transmembranaire ICAM-1. Ces changements 
augementent l’affinité de la paroi vasculaire et fragilisent la barrière hémato-encéphalique 
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(BHE) en facilitant ainsi l’infiltration des leucocytes et également la protéolyse de la matrice 
cellulaire. Au niveau de l’espace périvasculaire, la sous unité du complément (C5a) agit sur les 
récepteurs CD88 des mastocytes qui contribuent à la fragilisation de la BHE. Ensuite, les 
cytokines (TNF, IL-1α) sont produites par les mastocytes et les macrophages périvaculaires 
induisant ainsi la migration des leucocytes à travers la BHE. Au niveau du parenchyme cérébral, 
les cellules agressées libèrent des purines (ATP) qui agissent comme des signaux pro- 
inflammatoires précoces responsable de la production ultérieure des cytokines et des 
chémiokines. La perturbation de l’intéraction neurone-cellules microgliales par la libération du 
CX3CL1 et du CD200 ainsi que la production extracellulaire du glutamate favorise 
l’inflammation au niveau cérébral par l’action de ces molécules neuronales libérées sur les 
cellules microgliales. 

 
I.4. Les cellules microgliales 

 
Les cellules de la microglie est le principal protagoniste clé de l'immunité innée 

cérébrale. Il s’agit des cellules immunocompétentes résidentes du SNC, appartenant au groupe 

des macrophages. Les cellules microgliales constituent en moyenne 10% de l’ensemble des 

cellules gliales (Lullman-Rauch, 2008), et de 10 à 15 % de toutes les cellules du SNC (Joseph 

and José Luis, 2013). Le rôle des cellules microgliales et ses changements aussi bien 

morphologiques que fonctionnels ont été bien décrits dans l’article de Hughes (2012) apparu 

dans le revue Nature, et ils ont été bien résumés par une métaphore dans son blog, en considérant 

les cellules microgliales comme «des soldats et des policiers», «des caméléons et des araignées», 

«des femmes de ménage», «des jardiniers», «des électriciens» et «des éboueurs», et qu’elles 

peuvent être «actives ou en repos», «ramifiées ou non», «nocives ou protectrices» 

(http://phenomena.nationalgeographic.com/2013/01/11/best-cells-ever/). 

L’origine des cellules microgliales a été une source de débats pendant plusieurs années. 

Les premières descriptions histologiques de ces cellules ont été caractérisées par Nissl (1899) 

(Joseph and José Luis, 2013) qui les nomma «cellule bâton» (“Stabchenzellen”). Ensuite, 

Robertson (1900) les identifia comme la «mésoglie» en référence à sa provenance du mésoderme 

afin de marquer son origine, qui est différente de celle provenant du neuro-ectoderme comme 

les neurones, les oligodendrocytes et les astrocytes (Ginhoux et al., 2013). En 1919, Rio- 

http://phenomena.nationalgeographic.com/2013/01/11/best-cells-ever/
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Hortega a été le premier à la nommer cellule microgliale. Il a été surnommé le «père de la cellule 

microgliale», et il affirme dès cette époque que les cellules microgliales résidentes ont pour 

origine le mésoderme (Ginhoux et al., 2013). Rio-Hortega affina ce concept et insista sur leurs 

différences morphologiques et fonctionnelles avec les autres types cellulaires du SNC (Joseph 

and José Luis, 2013). Les cellules microgliales ont donc une origine embryonnaire mésodermale 

du sac vitellin à partir d’un précurseur érythro-myéloïde CSF1R+ (colony stimulating factor 1 

receptor) commun aux macrophages résidents (Perdiguero et al., 2015) (figure 2). 

 

Figure 2 origine developpemental des cellules microgliales (Ginhoux et al., 2013). 
 

Les macrophages primitifs provenant du sac vitellin à E9.5 colonisent le neuroépithélium. A E13.5, la 

barrière hémato-encéphalique se met en place en limiant l’accés des macrophages provenant du foie 

fœtal au SNC. Les cellules microgliales embryonnaires se développent et colonisent entièrement le 

cerveau jusqu’à l’âge adulte. En conditions physiologiques, les cellules microgliales présentes dans le 

cerveau adulte dérivent toutes du sac vitellin embryonnaire. Cependant, en conditions pathologiques 

inflammatoires chez l’adulte, des monocytes ou des cellules progénitrices de la moelle osseuse peuvent 

être recrutées dans le cerveau pour renforcer la population de cellules microgliales déjà existentes. 
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Les cellules microgliales atteignent très tôt le parenchyme cérébral ou le 

neuroépithélium, et elles envahissent donc le cerveau en développement, en utilisant plusieurs 

voies. En effet, cette colonisation est très facilitée par migration via une BHE inachevée jusquà 

leur arrivée à des sites fontaines au niveau du cerveau immature qui déterminent leur destination 

finale où elles proliférent (Verney et al., 2010). Dès l’atteinte de leur emplacement définitif, les 

cellules microgliales sous leur forme amiboïde se transforment en une forme ramifiée par la 

présence des prolongements. Cette forme est caractéristique des cellules microgliales matures. 

Après la naissance ou encore dans des circonstances particulières, telles que l’absence complète 

descellules microgliales embryonnaires, une origine hématopoïétique de la cellules microgliale 

par infiltration de monocytes (figure. 2) dans le parenchyme a été aussi suggérée mais il semble 

qu’il s’agit d’une voie minoritaire par rapport à la voie mésodermique (Chen et al., 2010; 

Ginhoux et al., 2013). 

I.4.1. Morphologie et phénotypes des cellules microgliales 
 

Les cellules microgliales ont été initialement considérées dormantes ou latentes ne 

s’activant qu’en réponse à des changements physiopathologiques dans le cerveau (Kreutzberg, 

1996). Néanmoins, l’avalanche des résultats obtenus en neurobiologie a démontré que les 

cellules microgliales adultes sont en réalité des cellules hautement dynamiques voire en activité 

permanente qui est indispensable pour la maintenance de l’homéostasie du cerveau. 

A l’âge adulte, la majorité des cellules microgliales acquièrent une morphologie fortement 

ramifiée caractérisée par des prolongements cytoplasmiques longs et fins (Vilhardt, 2005). Ces 

cellules microgliales ramifiées sont dites «quiescentes» ou en repos «resting cells» ; cependant, 

cette désignation serait néanmoins réductrice voire mal-adaptée dans le sens où les cellules 

microgliales sont en réalité loin d’être inactives en situation physiologique (Nimmerjahn et al., 

2005). En effet, les prolongements des cellules microgliales sont en perpétuel mouvement et 

sont en contact avec les neurones, les synapses, les astrocytes et les vaisseaux sanguins sans 
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pour autant que leur propre corps cellulaire ne migre. Ainsi, les cellules microgliales sondent 

leur environnement grâce à la protraction et à la rétraction constante de leurs prolongements 

(Nimmerjahn et al., 2005; Ransohoff and Cardona, 2010; Ransohoff and Engelhardt, 2012). Les 

cellules microgliales assurent des fonctions importantes dans le fonctionnement des réseaux 

neuronaux, et ceci dès la phase développementale (Schafer et al., 2012). En effet, les cellules 

microgliales ont un rôle au cours du développement dans la mise en place des réseaux, en 

éliminant les contacts synaptiques adhérents et non utiles (Schafer and Stevens, 2010). Les 

cellules microgliales participent donc à la formation et la maturation des connexions 

synaptiques et donc des réseaux neuronaux (Schafer et al., 2012; Tremblay et al., 2010). A l’âge 

adulte, en étant capable de sonder l’activité neuronale au niveau des synapses, elles assurent 

également un rôle dans le fonctionnement et la plasticité des réseaux neuronaux (Schafer et al., 

2013). Elles représentent par exemple une source de libération de la glycine, un co-agoniste 

indispensable à l’activation des récepteurs au glutamate (Hayashi et al., 2006). Bien 

évidemment, les cellules microgliales assurent la fonction d’immunosurveillance via la mobilité 

de leurs prolongements, et aussi via leur proximité du parenchyme cérébral avec une activation 

potentielle au moindre changement homéostatique de ce dernier. 

L’activation des cellules microgliales est un processus cellulaire complexe qui modifie 

rapidement leur propriétés structurales et fonctionnelles suite à des changements dans leur 

environnement cérébral tels que la survenue d’une lésion, d’un changement de concentration 

des composants du milieu extracellulaire, d’une entrée directe d’un pathogène (Mantovani et 

al., 2002). Il faut aussi souligner que l’activation des cellules microgliales est tout à fait possible 

via le système immunitaire périphérique, ce qui a été parfaitement observée par exemple dans 

le cas du « sickness behavior » que nous allons développer ultérieurement. L’activation des 

cellules microgliales se caractérise généralement par un changement morphologique y compris 

la rétraction des prolongements les plus fins et l’augmentation de la taille du soma, l’expression 
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de nouvelles protéines en particulier les récepteurs surfaciques tels que les TLR, d’autres 

récepteurs aux cytokines comme ceux de l’IL6, les intégrines comme le CD11b. De même, 

l’activation des cellules microgliales se caractérise par des changements fonctionnels telles que 

la sécrétion de facteurs pro- et anti-inflammatoires inclus l’IL-1β, IL-6, TNF-α, INF-γ, IL-10, 

l’IL-4 et CCL2 (MCP1), leur prolifération, éventuellement leur migration vers les sites lésés ou 

inflammés. Enfin, les cellules microgliales activées peuvent mettre en place une activité 

phagocytaire pour éliminer, par exemple, les débris cellulaires ou les cellules mortes. Une 

nomenclature des formes d’activation microgliale a été proposée en se basant sur celle dèjà 

existante pour les macrophages périphériques à savoir l’activation classique ou de type M1, et 

l’activation alternative ou de type M2 (Eggen et al., 2013; Hanisch and Kettenmann, 2007; 

Mantovani et al., 2002). Les phénotypes macrophagiques de type M1 ou M2 sont 

reconnaissables par l’expression des marqueurs spécifiques à la surface des cellules 

microgliales, et aussi par la nature des molécules inflammatoires produites (Belarbi and Rosi, 

2013; Suzumura, 2013), comme mentionnée dans la figure 3. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. Facteurs produits par les cellules microgliales activées (Suzumura, 2013). 
Les cellules microgliales libèrent à la fois des facteurs neurotoxiques et neuroprotecteurs suite à 
l’activation par LPS à travers les récepteurs TLR4. Ainsi, les cellules microgliales sont connues par leur 
effet à double tranchant. NT: facteurs neurotrophiques ou neurotrophines, TGF: Facteur de croissance 
transformant, GDNF : facteurs neurotrophiques dérivés des cellules glilaes, LIF : facteur d’inhibition 
leucépiqueleukemia inhibitory factor, CNTF : Facteur neurotrophique ciliaire 
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Cependant les phénotypes ne sont pas figés mais sont dynamiques en suivant un 

continuum d’activation pour établir une réponse inflammatoire. Il a été proposé qu’il y ait même 

des phénotypes intermédiaires soi-disant des pseudo-M1 (M1a, M1b...) et des pseudo-M2 

(M2a, M2b...) qui sont moins réactives et moins productrices de cytokines en comparaison avec 

les formes extrêmes M1 et M2 (Gordon, 2003; Ward et al., 2015) (Figure 4). 

 
Figure 4. Phénotypes M1/M2 et leur intermédiaires (Ward et al., 2015). 

Fonctions cytotoxiques des cellules microgliales M1 vs. fonctions neuroprotectrices et 
reparatrices des cellules microgliales M2. 

 
En outre, l’idée qui prédomine chez les scientifiques est le fait que l’activation des 

cellules microgliales engendrerait tout d’abord le phénotype M1. Ce dernier pourrait se 

transformer en phénotype M2 via un passage alternatif (Gordon, 2003; Hu et al., 2015) (Figure 

5). 
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Figure 5 Les facteurs permettant le passage alternatif M1/M2 (Hu et al., 2015). 
Les signaux extracellulaires et intracellulaires contrôlent la conversion des cellules microgliales activées 
d’un phénotype à l’autre. Abbréviations: BMP‑7: bone morphogenetic protein 7, C/EBPβ: 
CCAAT/enhancer-binding protein β; IRF: interferon regulatory factor; miRNA: microRNA, PPARγ: 
peroxisome proliferator-activated receptor γ; STAT: signal transducer and activator of transcription, 
TGF‑β: transforming growth factor β; TNF: tumour necrosis factor. 

 
Cependant, la polarisation en M2 pourait se faire directement à partir des cellules 

microgliales en «repos». L’effet neurotoxique/neuroprotecteur qui en résulte dépenderait de la 

balance M1/M2 (Hu et al., 2015) (Figures 5 et 6). 

 
Figure 6. Le changement phénotypique des cellules microgliales (Hu et al., 2015). 

Les cellules microgliales adoptent un phénotype M1 ou un phénotype M2, suite à une agression du SNC, 
qui possédent des rôles différents dans la restauration du réseau neurovasculaire. Les cellules M1 sont 
caractérisées par l’expression d’une signature protéique proinflammatoire incluant TNF, iNOS et IL6. 
Par contre, la population M2 est caractérisée par l’expression d’une signature protéique telle que le 
CD206 et IL-10, anti-inflammatoire. La population M2 facilite la réparation du cerveau et la 
régénération en augmentant la phagocytose, et en libérant les facteurs trophiques et en permettant la 
résolution de l’inflammation centrale. 
Abbréviations: IL‑1R: IL‑1 receptor, iNOS: inducible nitric oxide synthase, TGF‑β: transforming 
growth factor β, TNF: tumour necrosis factor, Ym: chitinase-like proteins. 
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Le phénotype M1 (dit également Th1) est un phénotype caractéristique de l’orientation 

des cellules microgliales pour défendre l’hôte, en produisant des cytokines pro-inflammatoires 

et des facteurs cytotoxiques (Gordon, 2007; Mackaness, 1964). Tant dis que le phénotype M2 

(dit également Th2) pourrait être induit par les cytokines anti-inflammatoires comme il pourrait 

les produire. Ainsi, le phénotype M2 joue un rôle clé dans la résolution de l’inflammation. En 

outre, le phénotype M2 est généralement impliqué dans la phagocytose et dans la réparation 

tissulaire (Gordon, 2003; Mosser, 2003; Mosser and Edwards, 2008). 

On distingue donc deux phénotypes microgliaux : (i) le phénotype M1 résultant de 

l’activation classique (la défense tissulaire et l’action pro-inflammatoire) et (ii) le phénotype 

M2 résultant de l’activation alternative (la réparation tissulaire, l’action anti-inflammatoire, la 

fibrose et la reconstruction de la matrice extracellulaire) (Eggen et al., 2013; Hanisch and 

Kettenmann, 2007; Hu et al., 2015). 

I.4.2. Les fonctions des cellules microgliales 
 

I.4.2.1. En conditions physiologiques 
 

En conditions physiologiques, les cellules microgliales, sous leur forme hautement 

ramifiée leur permettant en mouvement continue de rétraction/expansion, assurent 

continuellement la surveillance de leur microenvironnement cérébral. Cette 

immunosurveillance permet de déceler tous les changements anormaux y compris les lésions, 

les infections, une activité cellulaire importantes au sein du SNC, ce qui pourrait les mettre en 

mode activé. Mise à part cette surveillance continue et l’attente permanente d’un signal 

d’activation, les cellules microgliales dans leur état ramifié pourraient jouer le rôle d’éboueur, 

en éliminant les métabolites secondaires générés par l’activité neuronale et accumulés dans les 

tissus cérébraux tels que les ERO. Ainsi, les cellules microglialess renforcent le système 

antioxydant du SNC (Derecki et al., 2013; Gomez-Nicola and Perry, 2015) (Figure 7). 
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Figure 7. En conditions physiologiques, les cellules microgliales en repos assurent de nombreuses 
fonctions dans le SNC (y compris celui en développement) incluant la phagocytose des débris 
apoptotiques, la secretion des facteurs trophiques y compris IGF-1 et TGFβ et la maintenance synaptique 
(Derecki et al., 2013; Gomez-Nicola and Perry, 2015). Mg= Les cellules microgliales, Ag= astrocyte, 
Ne=neurone, IGF-1=insulin-like growth factor 1, TGFβ=transforming growth factor beta. 

 
 

Comme expliqué précédemment, les cellules microgliales vérifient l’état de tout type 

cellulaire formant l’environnement cérébral ainsi que les connections synaptiques (Nimmerjahn 

et al., 2005; Wake et al., 2009). En effet, les cellules microgliales pourraient communiquer avec 

les neurones à l’aide de leurs prolongements en se connectant au niveau des synapses afin de 

contrôler l’activité synaptique et son état fonctionnel (Damani et al., 2011; Fontainhas et al., 

2011). La modulation de l’état fonctionnel des synapses s’effectue essentiellement par le 

contrôle de la neurotransmission et la régulation de la potentialisation à long terme (PLT). La 

PLT est un processus de renforcement synaptique qui refléte une grande plasticité synaptique, 

ce qu’elle lui a valu d’être très étudiée pour son rôle dans les processus d’apprentissage et de 

consolidation mnésique (figure 8) (Bechade et al., 2013; Hayashi et al., 2006; Moriguchi et al., 

2003; Zamanian et al., 2012). 
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Figure 8. Les interactions cellules microgliales-neurone dans le cerveau (Blank and Prinz, 2013) 
 

Les cellules microgliales réalisent plusieurs fonctions parmi lesquelles la surveillance des synapses 

d’une manière activité-dépendante. CD200 sont exprimés par les neurones et les astrocytes activées 

alors que leur récepteur (CD200R) est exprimé au niveau microgliale. Un dysfonctionnement de la 

signalisation CD200-CD200R est associé à une surproduction de la TNF-α qui inhibe la PLT suite à une 

activation combinée du TNFR1 et mGluR5. La libération du TNF-α par les cellules microgliales stimule 

aussi la libération de la CCL2 par les astrocytes, ce qui affecte l’activité des récepteurs postsynaptiques 

NMDAR et AMPAR. En outre, la communication entre les cellules microgliales et les astrocytes 

pourrait se produire par l'intermédiaire de la libération de l'ATP des cellules microgliales et de sa liaison 

au P2Y1R astrocytaires adjacents. Le glutamate astrocytaire se lie alors aux récepteurs neuronaux 

ionotropes et métabotropes du glutamate, et favorise ainsi la potentialisation à court terme (en anglais, 

STP). 

 
Dans le cerveau mature adulte, il a été mis en évidence que les cellules microgliales 

participeraient à la régulation de la neurogénèse, un phénomène biologique qui n’a été 

découvert que récemment. Par exemple, une mort neuronale par apoptose serait détectée par les 

cellules microgliales qui activeraient la différenciation de certaines cellules souches pour 
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assurer un certain équilibre (élimination des cellules neuronales apoptotiques par phagocytose 

et différenciation des cellules souches) (Hu et al., 2015; Sierra et al., 2010; Vilhardt, 2005). 

Ainsi, l’idée que toute perte neuronale survenant à l’âge adulte était irréversible, et que les 

neurones étaient produits exclusivement lors de la période embryonnaire a été rejetée. Cette 

neurogénèse se déroule essentiellement dans deux régions du cerveau : le gyrus dentatus de 

l’hippocampe et la zone sous ventriculaire du télencéphale. Les cellules microgliales permettent 

dans un premier temps de réguler la prolifération des cellules souches et ensuite promouvoir la 

différentiation des neurones nouvellement produits ainsi que leur migration en libérant des 

médiateurs tels que TGF-β et l’IL-4 (Aarum et al., 2003; Kohman and Rhodes, 2013; Maggi et 

al., 2011). 

I.4.2.2. En conditions pathologiques : neurotoxicité vs. neuroprotection 
 

Toute perturbation de l’homéostasie cérébrale d’ordre pathologique est détectée d’une 

façon précoce et précise par les cellules microgliales. Ces dernières s’activent et adoptent un 

phénotype particulier pour faire face aux changements survenus (Eggen et al., 2013; 

Kreutzberg, 1996; Ladeby et al., 2005; Perry and Holmes, 2014; Perry et al., 2010; Ransohoff 

and Engelhardt, 2012; Ransohoff and Perry, 2009). En effet, cette activation oriente les cellules 

microgliales soit vers (i) un phénotype qui amplifie et propage l’inflammation, et donc induit 

une neurotoxicité, soit vers (ii) un autre phénotype qui protège l’environnement cérébral et donc 

assure une neuroprotection (Nakagawa and Chiba, 2014, 2015) (figure 9). 
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Figure 9. Les phénotypes M1/M2 microgliales et leurs fonctions immunorégulatrices 
(Nakagawa and Chiba, 2015). La pré-activation « priming» des cellules microgliales est observée 
dès la stimulation de ces cellules à l’état «quiescent» ou en repos «resting cells» par les PAMP ou 
les DAMP via les récepteurs TLR ou les récepteurs adénosines triphosphates (ATPR). En 
présence de l’IFN-γ, les cellules microgliales adoptent le phénotype M1, et produisent alors les 
cytokines et les médiateurs pro-inflammatoires tels que l’IL-1β, IL-6, TNF- α, CCL2, glutamate, 
ERO, et le NO. Cependant, IL-4 et IL-13 induisent une activation alternative des cellules 
microgliales vers le phenotype M2 qui va sous-réguler les fonctions des cellules microgliales 
M1 par l’action de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. En plus, les cellules microgliales M2 
peuvent faciliter le remodelage tissulaire en produisant des facteurs neuroprotecteurs : TGF- β, 
IGF-1 et le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF). 

 
 

Quelque soit le phénotype adopté, les cellules microgliales activées vont déclencher une 

série d’évènements qui commence tout d’abord par l’augmentation de leur motilité grâce à leurs 

prolongements et ensuite leur migration très rapide vers le site affecté ou lésé. La migration 

concerne en particulier les cellules microgliales environnantes du site affecté afin de le 

contourner et mettre à l’abri les cellules saines (Bolmont et al., 2008; Davalos et al., 2005; Dibaj 
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et al., 2010; Nimmerjahn et al., 2005). Dans une autre étape ultérieure, les cellules microgliales, 

si leur activation est orientée vers un phénotype classique M1, libérent des médiateurs pro- 

inflammatoires neurotoxiques, ce qui pourrait donc amplifier l’inflammation et accentuer les 

dommages cellulaires initialement induits (Combs et al., 2001; Grommes et al., 2008; 

Hernandez-Ontiveros et al., 2013; Jack et al., 2005a; Jack et al., 2005b; Ji and Suter, 2007; 

Weinstein et al., 2010). La persistance du phénotype M1 dépend étroitement du type de la 

pathologie ou de la nature du stimulus, ce qui pourrait conditionner aussi bien la chronicité de 

l’inflammation que la nature des molécules inflammatoires (Perry et al., 2007) (figure 10). 

 

Figure 10 Modèles de l’activation des cellules microgliales (Perry et al., 2007). 
En conditions physiologiques, les cellules microgliales présentent une morphologie hautement ramifiée 
et un phénotype sous régulé. En réponse à une agression ou une maladie, les cellules microgliales 
changent rapidement de morphologie et expriment une myriade d’antigènes surfaciques et 
intracellulaires. Ainsi, ces cellules microgliales sont désignées par le fait qu’elles sont activées. 
(A) Le modèle linéaire de l’activation propose que les cellules microgliales « en repos » soient 
activées par un stimulus dont le degrè de l’agression détermine aussi bien le niveau du changement 
morphologique que celui de la production des médiateurs pro-inflammatoires. 
(B) Le second modèle de plasticité propose que les cellules microgliales soient sensibles entre autres 
à la nature précise du stimulus, à son intensité et à la durée d’exposition. Par conséquent, selon l’état 
pathologique, les cellules microgliales activées pourraient synthétiser une gamme de cytokines 
différentes. Les cellules microgliales libérent aussi d’autres médiateurs et molécules inflammatoires tels 
que les protéases. 
Les profiles du modèle de plasticité présentés dans la figure, correspondent à : (Ba) un modèle 
d’excitotoxicité, (Bb) une exposition intracérebrale au LPS, (Bc) une encéphalomyélite allergique 
expérimentale, (Bd) la maladie du prion et (Be) une dégénérescence wallérienne. Il est important de 
noter que ces états ne sont pas figés mais peuvent parfaitement passer d’un profile à un autre par une 
stimulation additionnelle (par exemple, du Bd au Bd2 et du Be au Be2). 
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Dans certains cas, le phénotype M1 est transitoire et les cellules microgliales pourraient 

adopter un phénotype alternatif dit M2 connu par son action anti-inflammatoire et donc 

neuroprotectrice. La neuroprotection est assurée essentiellement par la production des cytokines 

anti-inflammatoires tels que l’IL4 et l’IL10 et des facteurs neurotrophiques comme le TGFβ 

(Czeh et al., 2011). Il est à noter aussi que certaines cytokines pro-inflammatoires dés lors 

qu’elles sont produites à des faibles concentrations telles que le TNFα, pourraient induire 

également une neuroprotection (Bruce et al., 1996; Lambertsen et al., 2009). Ce qui permet de 

déduire que l’activité des cellules microgliales activée est finement régulée et conditionnée par 

la balance des cytokines proinflammatoire/antiinflammatoire traduisant par conséquent le 

rapport des effets neurotoxiques versus les effets neuroprotecteurs induits. Au cours de leur 

intervention, les cellules microgliales assurent la phagocytose des cellules ou les composants 

cellulaires endommagés. En effet, le matériel cellulaire endommagé (ou la cellule morte) 

produit des signaux appelés «find me» et «eat me» reconnus par les phagocytes pour les éliminer 

(Chekeni et al., 2010; Derecki et al., 2013; Ravichandran, 2010; Sierra et al., 2013). Ces signaux 

« find me » et  « eat me » sont reconnus par des récepteurs comme les TLRs  ce qui  induit  les 
 

cytokines proinflammatoires (par exemeple pour l’élimination des pathogènes) et également les 

phosphatidylsérines (PS) : protéines permettant à la fois l’ingestion du corps apoptotique (ou 

du matériel endommagé) et l’induction des cytokines antiinflammatoires (Ravichandran, 2010; 

Sierra et al., 2013) (figure 11). 
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Figure 11. Le modèle en trois étapes de la phaogocytose microgliale (Sierra et al., 2013). 
En conditions physiologiques, les cellules microgliales sont extrêmement mobiles et reconnaissent les 
molécules chémotractantes tels que la fractalkine et les nucléotides extracellulaires (ATP et UDP) 
libérées par les cellules endommangées ou apoptotiques. Ces molecules constituent les signaux « find 
me». Grâce à cette premiére étape reconnaissance des signaux « find me» les cellules microgliales 
etablissent un contact membranaire avec leur cible afin de déclencer une phacocytose. Dans une 
deuxième étape, ces phagocytes (les cellules microgliales) expriment, à leur tour, plusieurs recepteurs 
complémentaires aux signaux « find me» afin de renconnaitre leur cible (d’où le signal « eat me ») et de 
les différencier des cellules vivantes (qui expriment les signaux « do not eat me »). Les récepteurs « eat 
me » des cellules microgliales forment une zone d’intéraction avec leur cible appelée « synapse 
pagocytique ». Dans cette espace, les phagocytes englobent la cible pour l’éliminer. La dernière étape, 
« digest me », consiste à dégrader la cible par la formation du phagosome qui, une fois mature, se 
transforme en phagolysosome. Les phagolysosomes digérent la cible grâce à leurs enzymes et leur pH 
acide. 

 
I.4.2.3. La signalisation « On»/ «Off» : activation et fonctions microgliales 

 
Les cellules microgliales suivent plusieurs voies de communication dans leur dialogue 

avec leur environnement notamment cérébral. Leur capacité de percevoir tout signal d’alerte 

leur permettent la transition d’un état de surveillance vers celui d’activation afin d’exercer une 

fonction bien déterminée et adaptée au défi identifié. Ces fonctions sont regulées par un 

ensemble de signaux dits «On» et « Off» (Biber et al., 2007; Biber et al., 2008; de Haas et al., 

2007). En conditions physiologiques, les signaux « Off» sont présents d’une façon constitutive 

dans le cerveau, exprimés par les neurones, et accompagnent les cellules microgliales non 

activées dans leur fonction de surveillance. La perturbation des cellules microgliales ainsi que 

la disparition des signaux « Off » alertent les cellules microgliales qui s’activent 

immédiatement, tant dis que les signaux «On» sont inductibles et initient donc l’activation des 

cellules microgliales. L’ensemble de ces signaux «On» ou «Off» sont résumés dans le tableau 1. 
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Tableau 1. Les signaux «On» /«Off» regulant l’activation des cellules microgliales (Biber et al., 2007) 
 

Description Exemples Signal 
Les neurotransmetteurs Glutamate, GABA Off 

Les cytokines CCL2/MCP1 
CCL21, CXCL10 
CXCL12 et CX3CL1/fracktaline 

On 
Off 
Off 

signaux membranaires CD200 
CD22 
CD47 
MMP3 
le ligand TREM2 

Off 
Off 
Off 
On 
On 

Les purines ATP, UTP On 

Autres signaux immuns solubles TGFB 
NGF 
BDNF 
NT-3 

Off 
Off 
Off 
Off 

 
 
 

I.5. Inflammation prénatale 
 

L’origine développementale de nombreuses maladies inclus certains troubles 

psychiatriques tels que la depression et les maladies neurodeveloppementales, y compris 

l’autisme et la schizophrénie a, été discutée, et mise en évidence par de nombreux travaux de 

recherche (Allen et al., 1998; Barker, 1995a; Bilbo and Schwarz, 2009; Bolton and Bilbo, 

2014; Dietert, 2011, 2012; Eriksson, 2005). Il a été suggéré que les mécanismes 

inflammatoires jouent un rôle crucial aussi bien dans l’étiologie que dans le maintien du 

dysfonctionement neuronal de ces pathologies ; les conséquences de l’inflammation 

développementale peuvent être sexe-dépendantes (Bolton and Bilbo, 2014) (figure 12). 
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Figure 12. La programmation périnatale du cerveau et du comportement par l’alimentation 

maternelle riche en graisses implique les voies inflammatoires qui intéragissent à la fois avec 
l’environnement intra-utérin et postnatal (Bolton and Bilbo, 2014). 

 
Au niveau du placenta, les mécanismes inflammatoires incluent le passage à la circulation foetale des 
cytokines maternelles via la barrière placentaire, la production des cytokines proinflammatoires par les 
macrophages foetales placentaires (les cellules Hofbauer), et le passage des glucocorticoides maternelles 
via la barrière placentaire. Ces conditions inflammatoires sont associées aussi bien à une insuffisance 
placentaire (voire à une diminution de la perfusion placentaire) qu’au retard de la croissance intra-utérin. 
Dans le cerveau en développement, les mécanismes inflammatoires comprennent la production 
microgliale des cytokines proinflammatoires (résultat de l’activation de la cascade de signalisation 
initiée par le récepteur TLR4 par les acides gras saturés, et de l’incorporation de ces acides gras dans la 
myéline des neurons en cours de développement). Par conséquent, ces événements aboutissent à la 
création d’un microenvironnement neuroinflammatoire, ce qui pourrait entrainer le stress oxydatif, la 
mort cellulaire, et l’alteration de la trajectoire normale du développement du cerveau. Les mécanismes 
inflammatoires aussi bien au niveau du placenta qu’au niveau du cerveau conduiraient à des altérations 
épigénétiques telles que l’hypométhylation des génes inflammatoires, ce qui aurait comme conséquence 
l’augmentation de leur transcription. Dans l’ensemble, l’augmentation de la quantité des cytokines 
proinflammatoires entrainerait une diminution de la synthèse de la sérotonine par le placenta durant le 
développement foetal, et par le cerveau lui-même durant le développement postnatal, ce qui pourrait 
engendrer le dysfonctionnement du neurodévelpppement ainsi que l’augmentation du risque des 
maladies psychiatriques à l’âge adulte. Un risque qui serait sexe-dépendant puisqu’il est plus élevé chez 
les hommes (et les mâles) par rapport aux femmes (et les femelles, dans le modèle animal). 
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Les cellules microgliales sont des cellules immunocompétantes primaires du système nerveux 

central et sont impliquées dans tous les aspects majeurs du developpement et du fonctionnement 

cérébral, y compris, la synaptogenése, l’apoptose et l’angiogenése (Blank and Prinz, 2013; 

Tremblay et al., 2011; Wake and Fields, 2011; Wake et al., 2009; Wake et al., 2011). De 

nombreuses cytokines jouent un rôle important dans le maintien, la proliferation, la 

différenciation ainsi que la migration des cellules progenitrices (Bilbo and Schwarz, 2009; 

Cavaillon, 1995; Cavaillon and Haeffner-Cavaillon, 1993; Miller et al., 2009; Reichenberg et 

al., 2001; Spencer et al., 2006; Tofoli et al., 2011). Au cours de la grossesse, l’inflammation 

pourrait être considérée comme une arme à double tranchant (Dietert, 2011, 2012; Dietert, 2015; 

Hagberg et al., 2015; Hale et al., 2014; Spencer, 2013a; Spencer et al., 2007; Spencer and 

Tilbrook, 2009). Elle pourrait être bénéfique pour faire face à des agressions comme les 

infections qui peuvent altérer le développement du fœtus. Cependant, l’inflammation en elle- 

même, et spécialement lorsqu’elle est chronique, pourrait alterer la trajectoire normale du 

developpement foetal y compris celle du cerveau, en induisant, par exemple, des changements 

cérebraux fonctionnels et comportementaux à long-terme (figure 12). L’inflammation 

chronique est souvent associée à certaines conditions maternelles dont une alimentation 

maternelle riche en graisses, une sous-nutrition maternelle et une exposition aux xénobiotiques 

(Dietert, 2011, 2012; Dietert, 2015; Hagberg et al., 2015; Hale et al., 2014; Spencer, 2013a; 

Spencer et al., 2007; Spencer and Tilbrook, 2009). Par exemple, il a été démontré qu’il y a une 

association entre les femmes obèses enceintes et l’exposition fœtale à des taux élévés d’une 

varieté de cytokines inflammatoires telles que l’IL-1β, IL-6, TNF-α, INF-γ, IL-10 et CCL2 

(MCP1) (Catalano et al., 2009; Madan et al., 2009). La majorité de cytokines produites sont 

pro-inflammatoires, à l’exception de l’IL-10 qui est anti-inflamatoire et l’INF-γ qui est 

considérée comme régulateur ( ni pro-inflamatoire ni anti-inflamatoire) (Desai et al., 2013; 

Dietert, 2011, 2012; Dietert, 2015; Hagberg et al., 2015; Hale et al., 2014; Spencer, 2013a; 
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Spencer et al., 2007; Spencer and Tilbrook, 2009). Dans le modèle animal, plusieurs conditions 

favorisant l’inflammation précoce ont été suggérées jouer un rôle fondamental aussi bien dans 

la programmation prénatale que la programmation néonatale (De Luca et al., 2016; Hale et al., 

2014) (figure 13). En effet, la sous-nutrition maternelle a provoqué chez la progéniture une 

inflammation précoce, et à l’âge aulte, des modifications aussi bien physiologiques et 

métaboliques (exemple, l’altération de la morphologie des adipocyes) que comportementales 

(exemple, l’hyperactivité). D’une façon intéressante, la restriction calorique à l’âge adulte 

porterait plutôt des effets bénéfiques. Une induction du système immunitaire de ces animaux 

par les LPS a engendré un «sikness behavior» très atténué (De Luca et al., 2016; Hale et al., 

2014). En plus de l’inflammation précoce, l’exposition prénatale à une alimentation maternelle 

riche en graisses a programmé d’autres altérations physiologiques et métaboliques chez les rats 

à l’âge adulte telles que l’hyperlipédémie, l’hyperinsulinémie et l’intolérance au glucose. Sur 

le plan comportemental, l’anxiété et des déficits d’apprentissage ont été relevés chez la 

progéniture de ces rats à l’âge adulte (De Luca et al., 2016; Hale et al., 2014). Même si la 

programmation prénatale a été observée chez les deux modèles d’exposition (la sous-nutrition 

maternelle et l’alimentation maternelle riche en graisses), la réponse immunitaire à l’induction 

par les LPS a été biphasique, au moins concernant la production de l’IL-1β et IL-6 (De Luca et 

al., 2016; Hale et al., 2014) (figure 13). 
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Figure 13. L’exposition à la sous ou la sur-nutrition durant la gestation ou à une sur-alimentation 
précoce pourrait avoir des consèquences à vie sur le fonctionnement du système immunitaire, 
le métabolisme et le comportement (Hale et al., 2014). Le schèma illustre deux modèles de 
rongeurs de la programmation prénatale : la sous-nutrition maternelle et l’obésité maternelle, et 
aussi un modèle de la programmation néonatale basée sur le differentiel d’allaitement des ratons 
élevès dans des litières de petite taille (n= 3 à 4) comparés aux ratons témoins élevés dans des 
litières de taille normale (n=12), en présentant des exemples des altérations physiologiques, 
métaboliques et comportementaux provoqués par la programmation. Le schèma illustre 
également un modèle adulte de la restriction calorique présentant des modifications bénéfiques 
sur la santé. Abbreviations: CORT, corticosterone; CRP, C-reactive-protein; Hp, hippocampe; 
Hyp, hypothalamus; LPS, lipopolysaccharide; TNF, fateur de nécrose tumoral. 

Les molécules inflammatoires circulantes dans le sang maternel pourraient passer à 

l’embryon et/ou au foetus, en induisant, chez ces derniers, des réponses cellulaires (Catalano 

et al., 2009; Hale et al., 2014; Madan et al., 2009). Dans ce contexte, chez le modèle animal, 

il a été démontré que l’injection des IL-6 et TNF chez les rattes gestantes (aux jours 

gestationnels, JG : 8, 10 et 12) a eu comme conséquence la naissance d’une progéniture avec 

un surpoids, une adiposité et une diminution de la sensibilité à l’insuline (Dahlgren et al., 

2006; Samuelsson et al., 2004). L’injection de l’IL-1β chez les rattes gestantes (JG 17-21) a 
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produit des effets à long-terme chez la progéniture en altérant sa réponse au stress, et en 

induisant des déficits d’apprentissage (Gotz et al., 1993). Le transfert direct de l’IL-6 de la 

ratte à son foetus a été démontré à l’aide d’un radiomarquage de l’IL-6 (Dahlgren et al., 2006). 

Des essais in vitro impliquant des membranes foetales humaines ont démontré le transfert 

bidirectionnel des cytokines (Kent et al., 1994) ; cependant des études ex-vivo impliquant le 

placenta ont infirmé le passage des ces cytokines (Aaltonen et al., 2005). Ces divergences 

pourraient être expliquées, entre autres, par les différences aussi bien au niveau des 

préparations qu’au niveau des protocoles expérimentaux. En plus de la production maternelle 

des cytokines, le placenta pourrait aussi en produire des quantités importantes comme le cas 

de celui des femmes enceintes obèses (Hauguel-de Mouzon and Guerre-Millo, 2006; Radaelli 

et al., 2006; Challier et al., 2008; Zhu et al., 2010a; Heerwagen et al., 2013; Kim et al., 2014). 

Il a été suggéré que le placenta pourrait amplifier voire amortir l’inflammation maternelle, ce 

qui détermine l’environnement inflammatoire auquel le foetus sera exposé (Zaretsky et al., 

2004; Aaltonen et al., 2005; Dahlgren et al., 2006; Hauguel-de Mouzon and Guerre-Millo, 

2006; Challier et al., 2008; Zhu et al., 2010b). En concordance avec cette hypothèse, il a été 

reporté que le taux des marqueurs inflammatoires dans la circulation foetale n’a pas changé 

jusqu’à la fin de la gestation chez la souris malgrès une inflammation maternelle élevée (Kim 

et al., 2014). Ceci pourrait mettre en évidence le rôle protecteur du placenta contre 

l’inflammation maternelle (Lenz, 1997; Houser, 2012). Cependant, l’efficacité de la barrière 

placentaire pourrait être significativement diminuée dans le cas d’une mauvaise alimentation 

maternelle. En effet, une reponse placentaire pro-inflammatoire pourrait être induite dans le 

cas d’une malnutrition ou aussi chez les femmes enceintes obèses. La réponse pro- 

inflammatoire placentaire pourrait être également due, entre autres, à des changements 

épigénétiques significatifs par exemple via une hypomethylation des génes de cytokines du 

placenta (Bolton and Bilbo, 2014). En plus du phénomène de la pré-activation «primming» des 
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cellules microgliales (figure 14), les modifications comportementales par la programmation 

développementale pourraient aussi être expliquées par les changements épigénétiques qui sont 

souvent induits par une inflammation précoce (Calcia et al., 2016). 

 

Figure 14. L’hypothèse de « deux coups » (en anglais, The ‘two-hit’ hypothesis”) (Calcia et 
al., 2016). 

L’exposition à un stress prénatal/précoce (le premier coup, first hit) pourrait pré-activer 
(prime) les cellules microgliales au sein du SNC ainsi un défi survenant plus tard dans la vie (le 
second coup, second hit), soit à l’adolescence ou à l’âge adulte, engendre une réponse 
microgliale potentialisée, entraînant un risque accru de développer une maladie mentale. 

 
 

Ainsi, pour les maladies à l’âge adulte liées au stress, les modifications épigénétiques 

de l’axe hypothalamique pituitaire surrénalien (HPA) à l’âge précoce, représente l’altération 

majeure hypersensibilisante aux stresseurs rencontrées à l’âge adulte (Cai et al., 2016; 

Spencer, 2013a, b; Spencer and Tilbrook, 2009; Tofoli et al., 2011). En effet, la 

programmation de l’axe HPA surviendrait suite à l’exposition à un stress précoce ou par 

l’alimentation maternelle, ce qui conduirait à une augmentation de l’expression des récepteurs 

des glucocorticoides dans le cerveau ainsi qu’un dysfonctionnement de cet axe qui deviendrait 

hyperactif. A l’âge adulte, une exposition à un stress conduirait à une libération exagérée de 

la corticostérone (cortisol, chez l’Homme), et également à une réponse amplifiée au niveau du 

cerveau dans lequel il y a une surexpression des récepteurs de cette hormone du stress. Ainsi, 
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les événements de stress interagissant avec un axe HPA hypersensible pourraient conduire à 

des maladies neuropsychiatriques telles que l’anxiété et la dépression (Cai et al., 2016; 

Spencer, 2013a, b; Spencer and Tilbrook, 2009; Tofoli et al., 2011). Par conséquent, la 

programmation de l’axe du stress est tout simplement une programmation de la façon dont 

l’individu devrait répondre aux stresseurs. 

I.6. Inflammation postnatale 
 

En cas d’allaitement, les facteurs maternels en particulier l’alimentation pourrait affecter 

le développement de l’individu après sa naissance (De Luca et al., 2016; Hale et al., 2014) 

(Figure 12). D’autres facteurs environementaux peuvent influencer la trajectoire normale du 

développement du cerveau tel que l’exposition aux polluants (Dietert, 2012). Il est important 

de souligner que les polluants y compris les contaminants alimentaires représentent un défi 

majeur pour la santé du cerveau immature du fait qu’ils (ou leurs métabolites) sont 

généralement neurotoxiques, et ont la capacité de traverser les barrières placentaire et 

hématoencéphalique, dans le cas d’exposition prénatale, voire aussi dans le cas d’exposition 

postnatale, être vehiculés, par exemple, par le lait maternel. L’exposition précoce aux 

polluants y compris les polycholoropiphényles (PCB), les métaux lourds, les pesticides, les 

dioxines, les furanes, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) pourrait induire 

l’inflammation (Dietert, 2012). Plusieurs vois cellulaires ont été identifiées comme étant les 

voies d’induction de l’inflammation par ces xénobiotiques incluant la voie des facteurs 

nucléaires NF-kB (nuclear factor-kappa B), la voie des protéines kinases MAPK (mitogen- 

activated protein kinases) et la voie d’induction de l’expression de la cyclooxygénase-2 et de 

l’oxyde nitrique synthase (Cardenas-Gonzalez et al., 2013; Dietert, 2015; Kim et al., 2002; 

Liu et al., 2015; Osgood et al., 2013; Sipka et al., 2008). 

La programmation néonatale a été parfaitement mise en évidence dans le modèle rongeur 

(rat et souris), en manipulant la taille de la littière (De Luca et al., 2016; Hale et al., 2014) . 
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Ainsi, comme illustré dans la figure 13, les ratons élevès dans des litières de petites tailles (n= 

3 à 4), donc sujets à une sur-nutrition, ont eu, à l’âge adulte, de nombreuses altérations 

physiologiques, métaboliques et comportementales par rapport aux ratons témoins élevés dans 

des litières de tailles normales (n=12). En plus, les ratons élevès dans des litières de petites 

tailles ont eu une croissance accélérée et une importante prise de poids du fait qu’ils ont un 

plus grand accès au lait maternel, et un lait beaucoup plus riche en matière grasse. Ces 

animaux, une fois adultes, les études ont montré qu’ils ont une grande sensibilité aux défis 

immunitaires, tels que les LPS, du fait de la production exagérée des cytokines pro- 

inflammatoires (Hale et al., 2014). Des effets sexe dépendants ont été aussi observés chez ce 

modèle de la programmation néonatale. En effet, à l’âge adulte, l’axe HPA des femelles a été 

hyperactif face à un stress psychologique (le stress de contention) par rapport aux mâles 

(Spencer, 2013b; Spencer and Tilbrook, 2009). D’une façon succinte, les effets sexe- 

dépendants sont attribués aux stratégies adaptatives différentes entre les mâles et les femelles, 

ce qui conditionne l’ampleur et l’amplitude de la réponse inflammatoire. De même, les 

hormones sexuelles peuvent être à l’origine du dimorphisme sexuel. En effet, ces hormones 

jouent un rôle organisationnel sur le cerveau en développement, et un ont un effet activateur, 

à partir de la puberté, sur le cerveau. Ainsi, le dimorphisme sexuel pourrait être expliqué par 

la perturbation de l’effet organisationnel des hormones sexuelles et/ou de leur effet 

activationnel. Il serait aussi possible que les événements précoces provoquent d’abord des 

lésions au niveau du cerveau, et ensuite les hormones sexuelles via leurs effets 

organisationnels et activationnels changent la nature de la lésion, ce qui induirait des réponses 

dépendantes du sexe selon les hormones sexuelles mises en jeu (Nguon et al., 2005a; Nguon 

et al., 2005b). 

Il a été aussi suggéré que la sur-nutrition néonatale pré-active les cellules microgliales 

hypothalamique, ce qui altère le niveau basal de l’inflammation centrale, et rend ces cellules 
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macrophagiques hypersensibles aux défis immunitaires rencontrés à travers la vie (Ziko et al., 

2014). Le stress postnatal a été aussi suggéré comme un facteur de programmation chez l’être 

humain. En effet, les enfants issus des familles vivant dans des niveaux de stress élevés ont un 

risque significatif de devenir obèses par rapport aux enfants vivants dans des familles sans 

stress. Chez le rongeur, le stress de la séparation maternelle a des impacts sur le 

développement des nouveaux-nés, et également il est responsable des effets psychologiques 

tardifs. A l’âge adulte, ces animaux ont développé une anxiété élevée. Le taux basal 

plasmatique aussi bien de la corticostérone que de l’adrénocorticotrophine (ACTH) a été 

altéré. En outre, l’expression cérebrale des recepteurs des glucocorticoides a été également 

affectée. Il a été aussi mis en évidence que la production de la corticostérone a été exagérée 

en réponse au stress (Spencer, 2013b; Spencer and Tilbrook, 2009). 

II. Inflammation, comportement et cognition : ménage à trois 
 

On a longtemps cru que le cerveau bénéficiait, contrairement aux autres organes, d’un 

privilège immunitaire et qu’il échappait largement à la surveillance immunitaire grâce au rôle 

protecteur de la barrière hémato-encéphalique. Cependant, au cours de la dernière décennie, 

les recherches ont bien démontré que le cerveau n’est pas un organe immunoprivilégié, et donc 

il n’est pas à l’abri de la majorité des effets dévastateurs de la réaction inflammatoire (Renaud 

et al., 2015). Ainsi, il est actuellement bien admis que le système nerveux et l’immunité 

communiquent entre eux, et d’une façon bidirectionnelle (Pacheco et al., 2012) (figure 15). 
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Figure 15. Les interactions neuroimmunes (Pacheco et al., 2012). Une communication 
bidirectionnelle entre le SNC et le système immunitaire est admise aussi bien en conditions 
physiologiques que physiopathologiques. Les mêmes molécules y compris les cytokines, les 
neurotransmitteurs et les facteurs trophiques participent comme médiateurs dans les deux 
directions. 

 
 

Les voies de communication entre ces deux systèmes régulateurs impliquent le système 

nerveux autonome (SNA), l’activation de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, ainsi que 

les cytokines, et les leucocytes qui traversent la barrière hématoencéphalique (Dilger and 

Johnson, 2008). Bien que le système nerveux et l’immunité soient constamment en 

communication, le transfert des informations entre les deux systèmes croît durant une infection 

périphérique. Lors de l’activation du système immunitaire inné, les cellules microgliales du 

cerveau réagissent aux signaux de la périphérie et produisent les cytokines inflammatoires 

dans le but de coordonner une réponse comportementale complémentaire qui correspond 

normalement à une réponse adaptative (Dantzer et al., 1999; Dantzer et al., 2008). Cependant, 

une production excessive des cytokines inflammatoires dans le cerveau peut produire plusieurs 

déficits comportementaux sévères et favorise une réponse neurotoxique (Godbout et al., 2005; 

Huang et al., 2008). L’interaction entre le système immunitaire et le 
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cerveau est très explicite dans le syndrome de « sickness behavior » : le comportement de la 

maladie (Dantzer et al., 2008; Dilger and Johnson, 2008). En effet, quand un individu fait une 

réaction inflammatoire suite à une infection virale ou bactérienne, il se produit ce que l’on 

appelle le « sickness behavior » (figure 16). En général, l’individu développe de la fièvre, se 

sent fatigué et triste, se replie sur lui-même, se désintéresse de tout, perd sa libido et parfois 

l’individu peut même manifester des troubles cognitifs et de la confusion. Ces symptômes sont 

finalement très proches de ceux de la dépression (Dilger and Johnson, 2008; Postal and 

Appenzeller, 2015). Tous ces changements inclus ceux qui touchent les habitudes de la prise 

alimentaire et de l’eau, le sommeil, l’exploration et les interactions sociales ne sont en réalité 

pas médiés par l’infection en elle-même mais plutôt par le système immunitaire qui implique 

les voies inflammatoires du système nerveux central (Dinel et al., 2014; Postal and 

Appenzeller, 2015). En effet, par le biais des cytokines spécifiques, le cerveau déclenche une 

réponse comportementale adaptative afin de mettre en place un mécanisme efficace de défense 

immunitaire. 

 
 

Figure. 16. Communication du système immunitaire avec le cerveau (Dilger and Johnson, 
2008). 
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La voie neuronale implique une communication rapide des signaux immunitaires via les 
nerfs primaires afférents. Par exemple, les cytokines périphériques produites stimulent 
directement le nerf vagal afférent du foie pour induire des réponses centrales. De même, les 
cytokines peuvent traverser passivement la barrière hémato-encéphalique. Il a aussi été suggéré 
que les cellules endthéliales de la barrière hémato-encéphalique pourraient être impliqué dans 
la transduction du signal au SNC. Les cytokines se fixeraient sur les récepteurs endothéliaux 
pour provoquer directement dans les régions du cerveau le relarguage des molécules immunes 
telles que les cytokines, NOS, etc. Indépendamment de la voie empreintée, les médiateurs 
inflammatoires libérés dans le SNC activent les cellules microgliales du cerveau pour libérer 
des cytokines inflammatoires, qui occupent ensuite les récepteurs neuronaux dans des régions 
spécifiques du cerveau (par exemple, l'hippocampe) pour initier le syndrome du comportement 
de la maladie « sickness behavior ». 

 

Une fois le danger éliminé, le « sickness behavior » et l’inflammation disparaissent alors, 

en réponse à des cytokines anti-inflammatoires. Contrairement aux jeunes, chez les personnes 

âgées le syndrome du « sickness behavior » pourrait correspondre à une réaction mal-adaptative 

due à sa grande sévérité et à sa plus grande durée, ce qui augmente le risque d’hospitalisation 

et de mortalité chez cette catégorie de personne d’âge avancé. Cette dichotomie est due à la 

réponse inflammatoire disproportionnée, impliquant essentiellement les cytokines IL-1β, IL-6 

et TNF-α, au niveau central chez les personnes âgées en réponse à une infection périphérique 

(Dilger and Johnson, 2008; Postal and Appenzeller, 2015). Il a été suggéré que l’état de la 

réactivité des cellules microgliales dans le cerveau âgé est à l’origine de cette production accrue 

des cytokines pro-inflammatoires. En effet, le vieillissement a été considéré comme un facteur 

qui pré-active « en anglais, prime » ou sensibilise les cellules microgliales. Une fois les cellules 

microglialess pré-activées «primed microglia» ou sensibilisées «sensitized microglia» sont en 

présence d'une stimulation secondaire avec un stimulus de déclenchement (c'est-à-dire des 

signaux périphériques d’une infection), elles s’activent (cellules microglialess activées) en 

libèrant des quantités excessives de cytokines pro-inflammatoires (l’hypothèse de deux coups, 

figure 14), ce qui induit alors un mal-adaptatif «sickness behavior» (Dilger and Johnson, 2008) 

(Figure 17). 



------------------------------------------------------------------------------------------------------- Contexte Bibliographique 

[43] 

 

 

 
 
 

 
 

Figure. 17. Les cellules microgliales du cerveau âgé provoque une réponse inflammatoire 
disproportionnée suite à leur activation par le système périphérique (Dilger and Johnson, 2008). 
Analogiquement au processus d’activation des macrophages, les cellules microgliales du cerveau âgé 
pourraient être aussi pré-activées « primed » comme elles sont caractérisées par des altérations 
phénotypiques telles que l’augmentation de l’expression des marquers cellulaires surfaciques. Après 
avoir reçu un stimulus déclencheur, les cellules microgliales pré-activées libèrent des concentrations 
excessives de cytokines inflammatoires dans le SNC. (B) Les données montrent une production 
exagérée des cytokines dans le cerveau âgé par rapport à celui de l’adulte, chez le modèle souris. En cas 
de stimulation de système immunitaire périphérique par des lipopolysaccharides (LPS), la production 
de l’IL-1β est beaucoup plus élevée dans le cerveau murin âgé comparé à celui de l’adulte. 
(C) A la fois la pré-activation et les stimuli déclencheurs seraient nécessaires pour induire une réponse 
inapropriée des cellules microgliales du cerveau âgé.  Le syndrome du comportement de la maladie 
« sickness behavior», un comportement adaptatif, est initié par les cytokines libérées par les cellules 
microgliales activées. Cependant, chez les animaux âgés, la libération excessive des cytokines par 
l’activation des cellules microgliales pré-activées provoque un syndrome mal-adaptatif du « sickness 
behavior ». 

 
 

Ainsi, de nombreuses maladies pyschiatriques telles que la dépression et les troubles 

de l’anxiété peuvent s’accompagner d’une dérégulation de la fonction immunitaire même en 

absence d’un défi immunitaire tel que l’infection. Les molécules inflammatoires telles que les 

cytokines peuvent interagir avec de nombreux mécanismes du cerveau dont en dépendent le 
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comportement et les fonctions cognitives (figures 21 et 13). Cette interaction peut conduire 

dans certains cas à des changements drastiques par exemple au niveau du taux de l’un des 

neurotransmetteurs y compris la sérotonine, la noradrénaline, l’acétylcholine, glutamate, 

l'acide γ-aminobutyrique (GABA) et la dopamine. 

En plus de l’hypersensibilité de l’axe HPA (comme indiqué précedemment) et/ou le 

déréglement de la neurotransmission, l’hyperactivation de l’amygdale (impliqué dans la 

perception des émotions notamment la peur et l’anxiété) a été aussi considérée comme un 

facteur étiologique plausible pour l’apparition des maladies neuropsychiatriques (Nakagawa 

and Chiba, 2014, 2015), en particulier pour la genèse de la depression majeure, le trouble bi- 

polaire et la schizophrénie, comme il est parfaitement illustré dans la figure 18. Là aussi, les 

cellules microgliales M1 jouent un rôle clef dans la physiopathologie de ces maladies. En effet, 

il a été suggéré que le dysfonctionnement de l’amygdale (qui traite les stimuli aversifs) 

induirerait une polarisation M1. Si l’activité pro-inflammatoire des M1 n’est pas 

contrebalancer par l’action anti-inflammatoire des M2, la neurotoxicité qui en résulte 

engendererait un dysfonctionnement du cortex préfrontal (le siège de décision, et de la 

régulation émotionnelle), ce qui favoriserait un débordement émotionnel et in fine la genèse 

de ces maladies mentales. 
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Figure 18. Le modèle hypothétique des anomalies des réseaux neuronaux dans le trouble 
dépressif majeur, le trouble bipolaire, et la schizophrenie (Nakagawa and Chiba, 2015). 

Le cortex préfrontal dorsolatéral (DLPFC, dans la figure) chez les individus sains 
maintient une planification et une action appropriées en situation sociale en fonction de 
l'information ascendante. Ce cortex régule le fonctionnement de l'amygdale, qui est le siège des 
émotions notamment l’anxiété et la peur, pour assurer des comportements socialement 
acceptables. Dans l’état dépressif, l’hyperactivation neuronale au niveau de l’amygdale centrale 
(qui traite les stimuli aversifs) et l’hippocampe (siège de la mémoire) pourrait induire 
l’activation des cellules microgliales en phénotypes M1 et M2. Si la polarisation en phénotype 
M2 n’est pas suffisante, les cellules microgliales M1 peuvent entraîner une perturbation du 
réseau neuronal, et ensuite un dysfonctionnement du cortex préfrontal dorsolatéral. La 
dérégulation de ce cortex contribue à des anomalies de l'émotion / l’humeur, de la réponse au 
stress et de l'agressivité. Les cellules microgliales M2 restaurent l’homeostasie au niveau du 
réseau neuronal y compris le rétablissement de la fonction de la régulation du cortex préfrontal 
dorsolateral. Il est fort probable que le dysfonctionnement de l’amygdale (centrale et médiane) 
se produit dans le trouble bipolaire en induisant des fortes aberrations au niveau du cortex 
préfrontal dorsolatéral et ventrolatéral par rapport à celles trouvées dans le trouble dépressif 
majeur. Les dommages sévéres au niveau du cortex préfrontal sont vraisemblablement associés 
au comportement social "hors du contrôle" dans l'état de la manie. D'autre part, dans la 
schizophrénie, la neuroinflammation dans le cortex préfrontal ventrolatéral, le thalamus et 
l'hippocampe induirait une perturbation du réseau neuronal, suivi par celle du cortex préfrontal 
dorsolatéral et ventrolatéral comme mentionné pour la dépression majeure et également le 
trouble bipolaire. 

 
Chez les patients depressifs majeurs, l’hyperactivation des circuits neuronaux de 

l’humeur y compris l’amygdale active les cellules microgliales vers le phénotype M1. 
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Cependant, les M2 pourraient jouer un rôle fondamentale dans la résolution de la depression, 

en rétablissant l'homéostasie des fibres nerveuses ainsi que la biosynthèse du 5-HT (la 

serotonine) (Nakagawa and Chiba, 2014, 2015), ce qui permetterait ainsi la réparation du 

dysfonctionnement du cortex préfrontal et du noyau accumbens (figure 19). Le lien entre 

l’inflammation et la pathologie de la dépression sera discuté d’une façon élaborée dans la 

section discussion de notre article n° 1 présenté dans ce mémoire dans la partie Résultats et 

Discussion. 

 
 

Figure 19. Les rôles possibles de la polarisation M1/M2 dans les fonctions du réseau neuronal, 
dans les activités des neurones à monoamine, et dans les symptomes du trouble dépressif majeur 
(Nakagawa and Chiba, 2014). 

Chez les individus sains, le cortex préfrontal régule les circuits neuronaux de l'humeur, 
y compris l’amygdale et les neurones dopaminergiques projetant de la zone tegmentale ventrale 
(VTA) au noyau accumbens (Nac) (1, 2). Chez les patients présentant un trouble dépressif 
majeur, l'hyperactivation des circuits neuronaux induit une polarisation des cellules 
microgliales en M1 (3) entraînant un dysfonctionnement des fibres nerveuses entre le cortex 
préfrontal et les circuits neuronaux (4), et l'hypoactivation des neurones 5-HT projetant du 
noyau du raphé au cortex préfrontal (5). Le dysfonctionnement du cortex préfrontal peut réduire 
l'activité de neurones dopaminergiques projetant de la zone tegmentale ventrale (VTA) au noyau 
accumbens (Nac) (6). L’hypoactivation du cortex préfrontal et du noyau accumbens sont 
associés à une humeur dépressive et à une diminution marquée d'intérêt ou du plaisir. Une 
polarisation des cellules microgliales en M2 rétablit l'homéostasie des fibres nerveuses ainsi 
que la biosynthèse du 5-HT (la serotonine), en réparant ainsi le dysfonctionnement du cortex 
préfrontal et du noyau accumbens (7, 8). 

 
 

La dépression et les troubles cognitifs apparaissent souvent ensemble, suggérant une 

relation temporelle car on n’ignore si la dépression précède les troubles cognitifs ou vice- 
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versa. Les troubles cognitifs et les symptomes dépressifs sont significativement corrélés, 

cependant, les troubles attentionnels et les troubles du rappel précédent le développement des 

symptômes dépressifs. De même, comme pour la dépression, il a été suggéré que 

l’inflammation jouerait un rôle déterminant dans les fonctions cognitives. En effet, un niveau 

basal des cytokines inflammatoires serait requis pour un meilleur apprentissage, et d’une façon 

générale pour une cognition appropriée. Si la réactivité des cellules microgliales est trop 

élevée, à l’inverse, un dysfonctionnement des fonctions cognitives est plutôt suggéré. La figure 

20 illustre parfaitement la conséquence de l’activation de deux types de cellules microgliales 

(cellules quiescentes ou en repos vs. cellules pré-activées) sur la mémoire, chez le modèle 

rongeur. Le lien entre l’inflammation et les fonctions cognitives sera discuté dans ce mémoire 

dans la partie Résultats et Discussion d’une façon plus détaillée (voir la section discussion de 

notre article n° 3). 
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Figure 20. Comparaison de la réactivité des cellules microgliales chez des jeunes rongeurs 
(cellules microgliales en repos) vs. rongeurs agés (cellules microgliales pré-activées) face à 
différents défis (infection bacterienne, virale...) (Barrientos et al., 2015). Une production des 
cytokines pro-inflammatoires a été âge-dépendante avec une production exagérée ainsi que 
durable chez les rongeurs âgés en réponse aux défis. De même, une réduction âge-dépendante 
de la PLT ainsi des médiateurs moléculaires de la mémoire à long- terme tels que le BDNF et 
l’ARC. Ainsi, la mémoire contextuelle et la mémoire spatiale de long-terme ont été 
profondément affectées chez les rongeurs âgés. 
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I. Animaux 

 
Les animaux utilisés au cours de ce travail sont des souris Swiss Albinos (CD1) âgées de 9 

semaines à la réception et ayant un poids moyen d’environ 30g. Ces souris proviennent du 

centre d’élevage agrée Charles River situé en France. Dès leur réception, les souris sont placées 

dans des cages d’habitation pour une période d’acclimatation d’une semaine. Pendant la période 

d’expérimentation, les souris ont un accès libre à la nourriture comprenant des aliments 

standards pour rongeurs de laboratoire (granulés M25, SDS Dietex, St-Gratien, France), et à 

l'eau potable. Elles sont gardées dans l’animalerie à une température constante (22±2°C), à une 

humidité relative de 55± 10%, et sont exposées à un cycle de lumière/obscurité inversé de 

12h/12h. Le jour de la parturition ou la mise bas a été considéré comme le jour postnatal 1 

(JPN1). Toutes les portées (13-18 jeunes par portée) ont été égalisées d’une façon randomisée 

pour avoir 10 nouveaux-nées / portée à raison de 5 nouveaux-nées/ sexe, afin d'éviter les biais 

de taille de la portée. En ce qui concerne les souriceaux restants (à JPN1), un seul nouveau-né/ 

portée a été sélectionné d’une façon randomisée et mis à mort comme décrit ci-dessous dans la 

section des analyses biochimiques. Au sevrage (c'est-à-dire au JPN21), des souris mâles et 

femelles ont été séparées de leur mère et logées dans deux salles différentes (n = 5 / cage: 21 x 

37 x 15 cm) pour exclure les effets des phéromones sexuelles sur le comportement à l'âge adulte. 

Des efforts ont été faits pour avoir un nombre important de femelles dans la même pièce (> 150 

femelles) afin de prolonger, synchroniser voire supprimer leur cycle oestral (Marsden et 

Bronson, 1965; Whitten, 1959). Il est à noter qu'à partir de l'âge de 8 mois, les souris Swiss sont 

marquées par un cycle œstral irrégulier en raison du prolongement de la phase de diestrus (Kaur, 

1994). 

Toutes les procédures expérimentales réalisées sur les animaux sont en conformité avec 

les directives de l’Union Européenne (2010/63/EU) et dans le respect de l’éthique animale. 
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I.1. Mise en reproduction des souris 

 
Après deux semaines d’habituation aux locaux, les femelles ont été mises en 

reproduction avec les mâles (2;1) pendant 4 jours. Le lendemain, elles ont été examinées et les 

souris fécondées ont été déterminées par la mise en place du bouchon vaginal qui annonce le 

début de la gestation (le jour où un bouchon copulatoire est observé et considéré le jour 

gestationnel (JG) 1). Après la fécondation, 40 femelles ont été placées individuellement dans 

des cages. Par la suite elles ont été réparties en 4 groupes d’exposition. Une semaine avant la 

mise-bas, du papier absorbant est fourni en tant que source de matériaux de nidification. Au 

jour de la mise bas (JPN1), selon les recommandations de l’Organisation de Coopération et de 

Développement Économiques (OCDE, 2007), le sexe et le poids de chaque individu de la 

progéniture ont été déterminés et le nombre des nouveau-nés de souris a été réduit à un effectif 

de n = 10, soit 5 mâles et 5 femelles par litière, quand c’est possible. L’unification du nombre 

d’animaux par portée est une stratégie contre tout biais expérimental qui pourrait être engendré 

en lien de la taille de la portée avec le développement comportemental de la progéniture (par 

rapport à l’accès au lait maternel). Le reste de la portée a été euthanasié pour prélever les 

cerveaux néonataux et isoler les cellules microgliales. A partir de la mise-bas (JPN1), les 

femelles ont été quotidiennement observées, et un suivi pondéral de la progéniture a été réalisé. 

Au sevrage (JPN21), les souris juvéniles de chaque litière ont été mises ensemble par sexe (n=5 

souris) par cage. Les mâles et les femelles ont été séparés dans deux salles différentes pour 

exclure l'effet des phéromones sexuelles sur le comportement. Des tests comportementaux et 

cognitifs ont été conduits conformément aux recommandations de l’OCDE (2007). Ainsi, une 

souris/sexe a été sélectionnée au hasard, de chaque litière, ce qui fait que le nombre d’animaux 

étudiés dans chaque test était 10 animaux/ sexe/groupe. 
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II. Exposition aux extraits d’anguilles 

 
II.1. Les anguilles 

 
Afin de nous rapprocher le plus près de la réalité des expositions humaines aux 

contaminants chimiques alimentaires, il nous parait très important de travailler avec des 

aliments contaminés naturellement. C’est pour cette raison que nous avions choisi de travailler 

sur l’anguille « Anguilla anguilla L. ». C’est l'une des espèces connues par sa forte contamination 

par les polluants organiques persistants incluants les PCB, les pesticides organochlorés, et aussi 

les métaux lourds. Ce poisson est fortement consommé par plusieurs populations dans de 

nombreux pays européens, asiatiques et nord-américains (Tsukamoto et Kuroki., 2014). Cet 

excellent bioindicateur de la pollution environementale représente un vecteur (ou une matrice 

alimentaire) de transfert des contaminants chimiques alimentaires présentant ainsi un vrai risque 

sanitaire pour l’Homme et l’animal. En effet, les polluants détectés dans le muscle des anguilles 

sont aussi idéntifiés dans les liquides biologiques et les matrices tissulaires humains et animaux 

y compris le lait maternel, le sang, le cerveau, les cheveux (Harrad et al., 1999; Orloff et al., 

2003 ; Maes et al., 2007; Ennaceur et al, 2008, EFSA, 2010; Ferrante et al., 2010; Tapie et al., 

2011; Bjemo et al., 2013; Abdallah et al. 2014; Blanchet Letrouve et al., 2014; Quinete et al., 

2014; Malarvannan et al., 2014; Szlinder-Richert et al., 2014 ; Wohlfahrt-Veje et al., 2014). 

Dans cette étude, l’anguille européenne, Anguilla anguilla a été utilisée pour concevoir 

les différents groupes d’exposition. 5 anguilles de la rivière ont été électrocutées et capturées à 

l’aide d’un filet dans la Meuse (Belgique) pendant le printemps (2011) (autorisation de pêche 

N° DNF/DCP/CD705.1 / Sortie 2007: 31416 obtenue auprès du Ministère de la Région 

wallonne en Belgique). En plus, 10 anguilles d’élevage ont été achetées auprès de la zone 

aquicole (Helmond, Pays-Bas). L’examen autopsique réalisé par les biologistes de l'Université 

de Liège (ULg) a permis d’identifier les deux types d’anguilles de la rivière et d’élevage qui 
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ont été reconnues comme étant l’espèce d’anguille européenne Anguilla anguilla L. Ensuite, les 

parties musculaires des anguilles ont été prélevées, séparées en deux lots différents, selon leur 

provenance, lyophilisées et conservées à -20°C jusqu’à utilisation dans la conception des 

groupes d’exposition. Un échantillon de chaque lot d’anguille d’élevage et de la rivière a été 

utilisé pour déterminer les niveaux des polluants incluant les polychlorobiphényles (PCB), les 

polychlorodibenzo-p-dioxine/dibenzofuranes (PCDD/F), les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP), les polybromodiphényléthers (BDE), les pesticides organochlorés et les 

métaux lourds tels que le mercure et le plomb. Ces analyses chimiques ont été conduites dans 

le centre de recherche analytique et technologique (CART, Belgique) en utilisant une 

chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée à une spectrométrie de masse à haute 

résolution (HRMS) et une technique de dilution isotopique et un marquage au 13C pour la 

quantification des congénères des PCB, des PCDD/F, des HAP et des BDE. Les pesticides 

organochlorés ont été quantifiés en utilisant une GC couplée à un détecteur de capture d’électron 

(ECD) (Focant et al., 2001; Veyrand et al., 2007). Les résultats de ces analyses nous ont permis 

de considérer les anguilles de la rivière et les anguilles d’élevage comme étant respectivement 

deux matrices d’anguilles hautement et faiblement polluées. Une troisième matrice artificielle 

a été conçue en mélangeant l’anguille de la rivière hautement polluée et l’anguille d’élevage 

faiblement polluée à des proportions 2:1. Cette dernière matrice d’anguille artificielle a été 

utilisée dans le but d’évaluer un niveau de pollution intermédiaire. Cette approche de mixture 

permet d’obtenir des matrices alimentaires contaminées naturellement à des doses différentes 

sans addition de contaminants chimiques pour l’ajustement des doses. L’objectif étant de 

travailler dans les conditions les plus proches de la réalité. 
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II.2. Préparation de la diète maternelle et conception des groupes d’exposition 

 
Les différents régimes auxquels les souris femelles gestantes et allaitantes ont été exposées, ont 

été conçues sous forme de pâtes. Ces pâtes contiennent essentiellement la poudre de la croquette 

standard enrichie ou non avec les différentes matrices poissons à savoir, l’anguille de la rivière, 

l’anguille d’èlevage et le mélange articificiel de ses deux types d’anguilles. Il est à noter que 

chaque souris maman pesant 40 g doit ingérée 32 mg d'anguilles qui correspondait à 0,8 

g/matière séche d'anguilles/kg de poids corporel (pc). Pour ce faire, la diète contaminée a été 

préparée quotidiennement pour chaque groupe de souris mamans (n=10) en mélangeant, 

rigoureusement, 10 g de la poudre de pastilles alimentaires (M25, SDS Dietex, St Gratien, 

France), 10 ml d'eau, 0,5 ml de sirop sucré et 1 ml d'huile de maïs et 320 mg d'anguilles 

lyophilisées à l’aide d’un mixeur domestique (Robot monofonction Seb Valentin 8553, France) 

pour obtenir une pâte homogène. Ensuite, cette pâte a été découpée en petits morceaux en 

fonction du poids des femelles gestantes et allaitantes (40-70g) afin d'être administrée à 0,8 g 

de matière sèche de muscles d’anguilles / kg-pc/jour chez les souris. On distingue donc 4 

groupes : 

1- Un groupe contrôle de souris gestantes et allaitantes (n = 10), ayant ingéré des boulettes 

contenant avec les mêmes ingrédients cités ci-dessus mais sans ajout d'anguilles, vu 

l’impossibilité de se procurer d’une anguille propre non polluée. 

2- Un groupe de souris gestantes et allaitantes, ayant ingéré des boulettes contenant l’anguille 

d’élevage et donc faiblement polluée. 

3- Un groupe de souris gestantes et allaitantes, ayant ingéré des boulettes contenant le mélange 

artificielle d’anguilles et donc une matrice qui reflète un niveau de pollution intermédiaire ou 

moyennement polluée. 

4- Un groupe de souris gestantes et allaitantes, ayant ingéré des boulettes contenant l’anguille 

de rivière hautement polluée. 
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Dans cette étude, quatre groupes expérimentaux de souris gestantes et allaitantes 

(n=10/groupe) ont été constitués d’une façon randomisée. Les souris gestantes et allaitantes ont 

ingéré, quotidiennement, la diète standards (M25, SDS Dietex, St Gratien, France), encrichi ou 

non avec d’extraits d’anguilles quotidiennement depuis le sixième jour de la gestation (JG) 6 

jusqu'au sevrage (jour postnatal JPN 21). Chaque femelle gestante et allaitante a reçu la pâte 

appropriée tous les jours durant la période d’exposition. Ce mode d’administration à accés libre 

est très avantageux puisqu’il réduit le stress d’ingestion et de gavage chez les souris exposées 

et qui peut biaiser les marqueurs comportementaux, oxydatifs et inflammatoires à étudier. 

Même si les pâtes concues dans ce protocole expérimental présente un degré de palatabilité très 

appréciée par les souris, une surveillance quotidienne a été réalisée pour s’assurer de l’ingestion 

compléte de la boulette. Aucun résidu n’a été trouvé dans les cages après environ 15 min de la 

mise de la pâte. 

III. Etude comportementale 
 

III.1 Evaluation du comportement maternel des souris gestantes et allaitantes exposées 

aux anguilles polluées 

Afin de mettre en évidence les effets propres de l’exposition aux contaminants 

alimentaires, toutes les précautions sur d’éventuels effets propre aux liens de la mère et sa 

progéniture ont été prises en compte et maitrisées. 

III.1.1. Test de construction du nid ou « Nest building activity» 

 
Ce test permet d’estimer la qualité des soins apportés aux jeunes. L’observation de la 

construction et de l’agencement du nid constituent de bons indicateurs de la disposition des 

mères à élever précautionneusement leur progéniture. Le nid constitué par la mère pour loger 

les jeunes est observé tous les 2 jours de la parturition jusqu’au 12ème jour de vie postnatale 

des jeunes. Le développement des jeunes étant dépendant des soins apportés par leurs mères 

durant les premiers jours de vie, toute perturbation du comportement maternel, sous l’influence 
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de l’exposition étudiée, peut avoir des conséquences sur leur maturation cérébrale, leur 

neurodéveloppement et leur croissance. Ce test permet d’identifier un éventuel défaut dans la 

qualité des soins apportés par les mères et de vérifier si le comportement maternel constitue 

aussi un facteur dans les troubles du neurodéveloppement susceptibles d’être observés. 

Pour ce faire, une semaine avant la mise bas, une feuille de Sopalin (23 x 23 cm) a été 

déposée dans la mangeoire de la cage d’habitation laissant ainsi à disposition de la mère un 

matériau qu’elle va pouvoir utiliser en plus de la sciure pour confectionner son nid. Elle va ainsi 

pouvoir le déchiqueter et utiliser ces morceaux pour lui donner forme (figure 21). L’ajout de ce 

matériau va permettre d’évaluer la qualité de la construction au fil des jours. 

 
 

Figure 21: Photo illustrant un nid construit et couvert 
 

A chaque jour d’observation, une note a été attribuée en fonction de la qualité du nid 

construit et de l’utilisation du matériau. Pour ce faire, nous avons utilisé une échelle à trois 

points ou « Nest Quality Scores » pour qualifier le nid construit (Kalueff et al., 2006 avec 

modifications). Ainsi, les scores attribués sont : 

- 0 : soit absence de nid ou un nid plat primitif. Dans ce cas, la femelle n’a pas 

utilisé le papier pour la construction de nid ou le matériel a été déchiqueté sans aucune trace ou 

forme claire idéntifié du nid. 

- 1 : nid partiellement construit et découvert. 
 

- 2 : nid construit et entièrement couvert. 
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III.1.2. Test du ramassage des jeunes ou « Retrieving test » 

 
Ce test permet d’évaluer le comportement de rassemblement des jeunes au sein du nid 

par les génitrices souris. La rapidité avec laquelle les mères rapatrient un jeune sorti du nid 

constitue un bon indicateur de leur disposition à protéger leur progéniture. Le test a été réalisé 

au 3 ème, 5 ème, 7 ème et 9 ème jour de vie postnatale des jeunes. Sa durée a été limitée à 3 minutes. 

Au départ, un jeune a été extrait du nid et placé à l’extrémité opposé à 20 cm du nid dans la 

cage d’habitation. Les jeunes animaux doivent être saisis au niveau de la nuque en pinçant 

légèrement la peau du cou, de la même manière que leur mère fait pour les transporter. La 

manipulation des jeunes avec des gants laissant sur eux des traces olfactives pouvant influencer 

le comportement des mères, il est recommandé, avant de les toucher, de se frotter les doigts 

avec un peu de sciure de leur cage d’habitation. Le temps mis par les mères pour ramener au 

nid les jeunes isolés a été mesuré (Bouayed et al., 2009). 

III.2. Evaluation du comportement des souris adultes et d’âge moyen de la génération F1 
 

Les tests comportementaux ont eu lieu entre 10h et 13h. Les tests ont été effectués sur 

un mâle et une femelle prélevés de chaque litière (10 litièress / groupe). Ainsi, 10 souris / sexe 

/ groupe, c'est-à-dire un total de n = 20 / groupe ont été testées. Tous les tests comportementaux 

ont été filmés et enregistrés. Toutes les souris testées étaient naïves aux tests comportementaux, 

ont été selectionnées d’une façon randomisée. En plus de la randomisation, nous avons effectué 

les tests en double aveugle. 

III.2.1. Evaluation de l’activité 
 

III.2.1.1. Test de l’open field 
 

Le test de l’open field, a été conçu par Hall et Ballachey (1932). Il a été utilisé dans cette 

étude afin d’évaluer l’activité locomotrice et exploratoire des souris adultes et d’âge moyen 

testées dans un milieu nouveau aux jours postnataux 47, 90, 195 et 329. Toute perturbation 

(diminution ou augmentation significative) de l’activité locomotrice des animaux traités par 
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rapports aux témoins peut renseigner sur l’atteinte des structures cérébrales impliquées dans la 

régulation de l’activité locomotrices. 

Le dispositif est constitué d’une plate-forme circulaire de 50 cm de diamètre divisée en 

36 cases, répartie en 20 cases dans la zone périphérique du diapositif, 12, dans la zone médiane 

et 4 dans la zone centrale. Cette plate-forme est délimitée par une paroi en plexiglas noire de 27 

cm de hauteur. L’éclairage a été homogène en tout point du dispositif du test (l’intensité de la 

lumière rouge ne dépasse pas 60 lux) (figure 22). 

Les souris testées ont été, individuellement, placées dans la zone périphérique du 

diapositif, le visage en face de la paroi de l'appareil et ont été autorisées d’explorer librement la 

surface de l’open field pendant 6 min. Après 1 min d'habituation, le nombre de cases totale 

(périphériques + médianes+ centrales) traversés par l’animal (activité horizontale) ainsi que le 

nombre de redressement (activité verticale) ont été enregistrés pendant 5 min (Bouayed et al., 

2009, 2012; Elnar et al., 2012, Dridi et al., 2017). 

 
 

Figure 22. Le dispositif du test de l’open field montrant la souris qui explore le milieu 

verticalement (A), et horizontalement (B : zone périphérique ; C : zone médiane ; D : zone 

centrale). 

III.2.1.2. Test de l’actimétre 
 

Le test de l’actimétre a été utilisé pour évaluer l’activité motrice spontanée des souris d’âge 

moyen (JPN305) testées dans un environnement familier (c’est à dire dans leur cage 

d’habitation) en évitant les réponses de type néophobiques (Viggiano, 2008). L’activité 

motrice spontanée est l’ensemble des fonctions qui assurent le mouvement, incluant l’activité 
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locomotrice. L’instrument de mesure (Bioseb, Vitrolles, France) utilise les vibrations de la 

cage pour mesurer les déplacements de l’animal, y compris ses activités locomotrices 

horizontale et verticale « redressement » et inclue des fonctions exhaustives pour quantifier 

son activité sur une période de temps prédéfinie. Le dispositif est constitué d’un plateau 

métallique (L : 33 cm × l : 17 cm) relié par un câble USB à un ordinateur (Figure 1). Deux 

détecteurs à infrarouges (L : 33 cm × h : 8 cm) complètent le dispositif en étant placés de part 

et d’autre du plateau dans le sens de la longueur, chacun y étant relié par un câble adapté 

(Figure 2). Le logiciel BIO-ACTIV, dont l’interface qui permet de l’utiliser est installée sur 

l’ordinateur, est activé par le branchement de la clé USB contenant la licence  du  test (Figure 

23). 

Le logiciel renvoie automatiquement certains paramètres d’identification (date et heure, nom 

du projet, de l’expérience, de l’expérimentateur, du groupe, de l’animal testé, durée de 

l’observation, …) et des variables propres à l’activité mesurée à savoir : 

- Le temps total d’activité et d’inactivité, 

- Le temps et pourcentage d’activité immobile, d’activité lente et d’activité rapide, 

- La distance parcourue (cm), 

- La vitesse moyenne (cm/s), 

- Le temps global de mouvement (temps d’activité lente + temps d’activité rapide), 

- Le nombre de redressements, 

- Le temps total passé à se redresser. 
 

Figure 23 : Actimètre, interface du logiciel sur PC et détecteurs à infrarouges. 
 

Pour ce faire, environ 24 heures avant le test, les animaux testés ont été placés 

individuellement dans des cages transparentes en plastique (12 × 35 × 14 cm), qui contenaient 

de la sciure propre, de l’eau et de la nourriture ad libitum afin de les familiariser à leurs cages. 



----------------------------------------------------------------------------------------------------------Matériels et Méthodes 

[59] 

 

 

 
Juste avant de commencer le test, chaque cage a été calibrée et les paramètres du système ont 

été réglés. La durée d’acquisition a été fixée à 15 min, durant lesquelles, la distance parcourue 

(cm), la vitesse moyenne (cm / s), le temps d'activité (s), les variables propres à l’activité 

décrites précédemment ont été enregistrés. 

III.3. Evaluation du comportement de resignation ou « Dépressif-like » 

 
III.3.1. Test de la suspension caudale 

 
Ce test a été réalisé sur les souris adultes de la génération F1 aux jours postnataux allant 

du 95 à 100. Il a été réalisé selon la méthode décrite par Steru et al., (1985) et Bouayed et al., 

(2012). C’est un test de référence non invasif et non douleureux qui permet l'évaluation rapide 

des effets psychotropes des substances médicamenteuses, notamment les effets antidépresseurs 

et sédatifs sur des rongeurs (Steru et al., 1985). En effet, la souris est suspendue par la queue, 

tête vers le bas, pour une durée de 6 minutes. L’inconfort de la position provoquera chez 

l’animal de nombreuses tentatives d’échappement à cette situation (tentatives de 

redressements), générant un certain nombre de mouvements. N’ayant pas trouvé de possibilité 

de s’échapper, la souris adoptera alors une position immobile et donc un comportement de 

résignation. 

Pour ce faire, Les animaux testés ont été individuellement suspendus par la queue, de 

telle sorte que la base de la queue soit perpendiculaire à la barre, à l’aide d’un ruban adhésif 

situé à un 1 cm de la pointe de la queueu de la souris (Figure 24). Les souris ainsi suspendues 

essaient, de manière innée, d'échapper à cette position inconfortable, en se rederessant pour 

saisir la barre. A force d'échouer dans leurs tentatives de redressement, elles génèrent un état de 

désespoir qui se traduit par de l'immobilité et une résignation. Un tel comportement d’une souris 

peut être décrit comme « dépressif-like », sans que l’on puisse jamais dire que la souris est 

déprimée (Boissy et al., 2009). Cependant, la magnitude de cette immobilité est considérée 

comme corrélée à un comportement «dépressif-like». La durée du test est de 6 min. 
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Figure 24: Test de la suspension caudale 

 
Le temps cumulé d’immobilité ou de résignation des animaux testés n’est mesuré que 

lors des 4 dernières minutes du test (Steru et al., 1985). 

III.3.1.Test de la nage forcée 
 

Au jours postanataux 95 à 100, nous avons réalisés le test de la nage forcée selon la 

méthode décrite par Porsolt et al., (1977). Comme le test de la suspension caudale, le test de la 

nage forcée est très recommandé dans la recherche préclinique de molécules ou des substances 

médicamenteuses à effet antidépresseur. 

Pour ce faire, la souris a été placée dans une cuve cylindrique étroite remplie au 2/3 

d’eau (environ 15 cm ; à 25±1 °C), sans possibilité d’échapper à cette situation anxiogène et 

non confortable. Dans un premier temps, l’animal va chercher une issue et initiera de nombreux 

mouvements de nage ou de tentatives d’escalade des parois (figure 25). N’ayant pas trouvé de 

possibilité de s’échapper, il adoptera alors une position immobile et donc un comportement de 

résignation. Il est admit que l’immobilité reflète chez l’animal un échec de la persistance de la 

volonté d’échapper à la situation (désespoir comportemental). La souris n’a été considérée 

immobile que lorsqu’elle flottait et ne réalisait que des mouvements de faible amplitude lui 

permettant de maintenir sa tête hors de l’eau. Le temps d’immobilité cumulé des souris testées 

a été enregistré durant les 5 dernières minutes du test qui est corrélé avec le comportement « 

Immobilité Mobilité 
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dépressive-like » (Porsoltet al.,1977). Plus le temps d’immobilité est important plus l’animal 

est résigné et plus il est «dépressif-like». 

 
Figure 25: Le dispositif du test de la nage forcée 

 
III.4. Evaluation des fonctions cognitives (l’apprentissage et la mémoire) chez les souris 

d’âge moyen de la génération F1 

III.4.1. Test du labyrinthe en « Y » 
 

Le test du labyrinthe en « Y » permet d’évaluer la mémoire de travail immédiate, qui 

correspond à la capacité de retenir une information, à court terme et l’utiliser. Il est basé sur 

la tendance naturelle des rongeurs à explorer d’une façon spontanée et alternée les différents 

bras du labyrinthe (Hughes, 2004). Le test du labyrinthe en « Y » a été réalisé au JPN 325 

sur des souris d’âge moyen. 

Le labyrinthe est formé de trois bras noirs, identiques (25 ×14 ×5 cm), notés A, B et 

C, séparés l’un de l’autre par un angle de 120° et convergeant vers un point central (figure 

14). Le labyrinthe a été très faiblement éclairé (10 lux) (Figure 26). 

Pour ce faire, les souris testées ont été, individuellement placées à l’extrémité du bras 
 

« A», la tête dirigée vers la paroi et elles ont été autorisées d’explorer, librement, le labyrinthe 

pendant 5 min. L’ordre de succession des bras parcourus par les souris a été relevé (Youssef 

et al., 2008). Cet ordre correspond à une alternance qui est définie comme étant la visite 

Immobilité Mobilité 
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Départ 

 

B  

 
successive des trois bras effectuée de trois bras différents constituant un triplé par exemple, 

ABC, ACB, BCA…. Le nombre d’alternance correspond au nombre total de bras visités 

moins 2. Le % d'alternance spontanée des souris SWISS non traitées est de l’ordre de 75% 

(Belzung et al., 1999). 

Le pourcentage d'alternance spontanée était calculé selon la formule ci-dessous: 
 

% d'alternance spontanée = (Nombre d’alternance /Nombre de triplets totaux) ×100 (Dridi 

et al., 2014; Grova et al., 2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 26: Dispositif du labyrinthe en Y 
 

III.4.2. Test de la piscine de Morris (JPN 300-310) 
 

Le labyrinthe de Morris a été réalisé sur les souris d’âge moyen au JPN 300 et au JPN 

310 pour évaluer l’apprentissage et la mémoire spatiale de rétention (Morris, 1984, Vorhees et 

Williams, 2006). Ce test a initialement été développé par Morris (1984, 1981) comme un open- 

field aquatique. Il est basé sur la motivation de l’animal à échapper l’eau et sur sa stratégie de 

navigation pour retrouver une plate-forme de refuge cachée. Pour l’aider à se repérer dans la 

piscine, des indices proximaux sont placés sur la paroi intérieure. La configuration de la pièce 

de test et les objets qui s’y trouvent constituent des indices distaux qui lui permettent également 
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de s’orienter. En effet, l’animal va développer l’aptitude de mémoriser les signaux distaux et 

apprendre à identifier l’emplacement de la palteforme à chaque fois mis dans le dispositif. Ce 

qui implique un apprentissage progressif et une aptitude de mémoriser et retenir l’information 

acquise à court terme et à long terme. 

Le dispositif de Morris est une piscine circulaire ouverte ayant 100cm de diamètre et 

45cm de profondeur. Cette piscine doit être remplie à moitié avec de l’eau à 25± 1 °C. 

Le labyrinthe d'eau de Morris a été réalisé aux PND 300 et 310 pour évaluer 

l'apprentissage spatial et la rétention de la mémoire, respectivement (Morris, 1984, Vorhees et 

Williams, 2006). A cet effet, une piscine circulaire ouverte (100 cm de diamètre, 45 cm de 

profondeur) a été choisie, remplie d'environ la moitié de la hauteur avec de l'eau (25 ± 1 ° C). 

Quatre formes géométriques différentes qui forment les indices proximaux sont placées dans la 

paroi supérieure et interne de la piscine marquant ainsi les 4 quadrants virtuels du dispositif. 

L'objectif de l'animal était de localiser une plate-forme (12 x 12 cm) cachée à 1 cm sous la 

surface de l'eau et placée dans une position fixe au milieu d'un quadrant de la piscine (située à 

12 cm du mur). Cette plate-forme a été camouflée en plaçant du lait écrémé en poudre dans 

l'eau (figure 27). Vingt-quatre heures avant de commencer la première phase du test, les souris 

ont été habituées à la piscine en leur permettant d'effectuer une nage de 60 secondes sans la 

plate-forme. Le jour du test, les souris ont reçu huit essais consécutifs / jour (une seule phase 

d’apprentissage unique telle que décrite par Morris (1984) et De Quervain et al. (1998). Chaque 

essai a duré 60 secondes. Cependant, pour le premier et le deuxième essai, si la souris a dépassé 

60 secondes sans trouver son échappatoire, elle a été doucement guidée vers la plate-forme par 

l'expérimentateur. Après chaque essai, la souris a été laissée sur la plate-forme pendant 30 

secondes et a ensuite été placée dans une cage pendant 60 secondes jusqu'au début de l'essai 

suivant. Durant cette première phase, l'animal est censé d’apprendre progressivement à 

parcourir son chemin vers la plate-forme cachée et la localiser facilement en mettant moins du 



----------------------------------------------------------------------------------------------------------Matériels et Méthodes 

[64] 

 

 

 
temps d’un essai à un autre. En effet, au JPN 300, la première phase d'apprentissage a été 

effectuée en plaçant délicatement la souris dans l'eau, la tête face au mur de la piscine, dans le 

but de retrouver la plate-forme placée dans le quadrant opposé. Ainsi, le paramètre prélevé, 

pour chaque essai d’apprentissage est le temps mis par la souris pour atteindre pour la première 

fois la plate-forme submergée. Après cette phase d’acquisition, la deuxième phase de rétention 

a été réalisée 10 jours après (c'est-à-dire au JPN 310). Au cours de cette phase, la souris a passé 

un seul essai dont la durée est de 60 secondes. Les paramètres mesurés pour évaluer la mémoire 

de rétention à long-terme sont : le temps de la latence pour échapper à la plate-forme, le temps 

passé sur la plate-forme et le nombre de passage de la souris par la plateforme. 

 

Figure 27: La représentation schématique du dispositif du test de la piscine de Morris 
 

IV. Etudes cellulaires, moléculaires et fonctionnelles 
 

Afin de caractériser la réponse inflammatoire, une série de prélèvement a été effectuée en 

fonction de l’âge et le tissu et/ou le liquide biologique. Pour ce faire, 5 souris par sexe par 

groupe ont été selectionnées d’une façon randomisée à partir des 10 litières par groupe en raison 

d’une souris par litière. Cette selection a été effectuée à plusieurs âges à savoir au JPN 1 (soit 

au jour de leur naissance) pour évaluer les effets de l’exposition gestationnelle aux extraits 



----------------------------------------------------------------------------------------------------------Matériels et Méthodes 

[65] 

 

 

 
d’anguilles, au JPN 21(souris juveniles, jour de sevrage) pour évaluer l’effets de l’exposition 

additionnelle gestationnelle et lactionnelle, au JPN 100 ( souris adultes) pour évaluer les effets 

tardifs d’une exposition périnatale aux extraits d’anguilles et au JPN 330 (souris d’âge moyen) 

pour caracteriser les effets de cette exposition à un âge avancé des souris de la génération F1. 

Les différents prélèvements réalisés sont : les tissus cérébraux, les cellules microgliales, 

l’hippocampe, le sang et le plasma. 

IV.1. Prélèvements tissulaires et sanguins 
 

Les souris ont étés anesthésiées avec de l’isoflurane et mises à mort par décapitation. 

Ensuite, les cerveaux (JPN 1, 21, 100 et 330) ainsi que les hippocampes (JPN 330) ont été 

prélevés dans des conditions aseptiques. Les tissus cérébraux ont été broyés par la suite et 

homogénéisés à l’aide d’un téflon en verre dans du tampon Tris-HCl (10mM, pH 7,4, à 4°C). 

Après centrifugation à 12000 tours/minutes pendant 30min et à 4°C, le surnagent a été récupéré, 

et stocké à -80°C jusqu’à analyses biochimiques ultérieures. 

Le sang a été prélevé, au plus tard dans les 20 premières secondes qui succèdent la 

décapitation. Ensuite, il a été centrifugé à 4000 tours/minutes pendant 10 min et le plasma a été 

collecté et stocké à -80°C afin d’être analysé ultérieurement. 

IV.2. Isolement des cellules microgliales 
 

Aux JPN 1, 21, 100 et 330, les cerveaux des souris mâles et femelles de la génération 

F1 ont été prélévés afin d’isoler les cellules microgliales en se basant sur le protocol d’isolement 

fourni par Milteny Biotec, France en incluant des modifcations. Il est important de signaler que 

ce protocole a été adapté en fonction de la maturité et l’âge du prélèvement du cerveau vu les 

modifications structurales comme le degré de myélinisation, la taille et la masse du cerveau. Ce 

même protocole se résume essentiellement en une selection positive des cellules microgliales 

exprimant le récepteur membranaire CD11b. 
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Pour ce faire, le cerveau une fois isolé a été placé dans le milieu de culture DMEM/F12 

non complémenté. Ensuite, une digestion enzymatique a été réalisée toute la nuit (environ 14 à 

16 heures d’incubation), sous agitation et à 4°C. Cette digestion est assurée grâce à un cocktail 

enzymatique contenant 10% de trypsine, 10% d’élastase, 2% de collagénase II, 4% de 

collagénase III et 10% de DNase. Ensuite, le lysat du cerveau a été lavé deux fois par un tampon 

MACS fourni par Milteny Biotec, centrifugé (1000 × g, 4 °C, 20 min) et le surnagent a été 

éliminé. Délicatement, le culot cellulaire a été mis en suspension et rémué dans du tampon 

MACS. Les cellules en suspension ont été filtrées à l’aide de filtres de pré-séparation 70 µm 

(Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, Germany) pour éliminer les débris cellulaires et un 

pourcentage important de myéline. Après centrifugation (1000 × g, 4 °C, 20 min), le culot 

cellulaire du filtrat obtenu a été remis en suspension dans du tampon MACS. C’est ainsi que les 

cellules vont être incubées à 4°C, à l’obscurité et pendant 15-20 min avec les microbilles 

magnétiques anti-CD11b ((kit, Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, Germany) qui se fixent 

selectivement sur les cellules microgliales. Après une étape de centrifugation (1000 × g, 4 °C, 

10 min) et une autre de filtration en utilisant un filtre de pré-sépration de 30 µm (pre-separation 

filters, Partec, France), les cellules marquées vont passer dans des colonnes de séparation, des 

colonnes MiniMACS MS (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, Germany). Enfin, le complexe 

cellule microgliale-bille magnétique anti-CD11b a été retenu dans la colonne et son élution 

s’effectue en appliquant fermement le piston fourni avec la colonne. Une fois collecté, un 

aliquot de cellules microgliales sélectionnées et retenues dans les colonnes et un autre de celles 

qui ont été éluées en premier ont servi afin de déterminer le rendement d’isolement et de 

purification. En effet, ces deux aliquots ont été doublement marqués aux anticorps CD11b et 

CD45, passés en cytométrie en flux FC500 (CXP, Beckman Coulter, France). Le rendement 

moyen de purification et d’isolement a été estimé à 88% de cellules isolées. Le nombre de 

cellules microgliales obtenues a été déterminé par un comptage microscopique au bleu du 
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trypan et il a été normalisé à 1.6 million de cellules microgliales par cerveau et par âge. Ainsi, 

la viabilité des cellules microgliales isolées par cette méthode est en moyenne supérieure à 94%. 

Finalement, suite à une étape d’homogéinisation, l’homogénat des cellules microgliales 

a été équitablement aliquoté afin de doser les différents marqueurs inflammatoires. 

IV.4. Quantification des interleukines pro et anti-inflammatoires 
 

Les taux de cytokines pro/anti-inflammatoires ont été évalués dans les homogénats 

tissulaires et cellulaires cérébraux en utilisant 7 kits ELISAs: IL1β, IL4, IL10, IL6, TNFα, 

TGFβ et IFNγ et se basant sur les instructions indiquées dans le protocole du fabricant 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). L'absorbance a été mesurée à 450 nm à l'aide 

d'un lecteur de microplaque MR96 A (Mindray, Chine) et les concentrations (en pg/ml) des 

cytokines mésurée ont été déterminées à l'aide d'une courbe standard fournie avec chaque 

kit. 

IV.5. Dosage du monoxyde d’azote (NO) 
 

La quantification de la production de NO a été déterminée en utilisant la méthode de 

dosage Griess décrite par Green et al, (1982) et Drisch et al, (1998). D’une façon succinte, le 

NO a été mesuré en ajoutant 100 μl de réactif Griess fraichement préparé (1% de sulfanilamide 

et 0,1% de naphtylènediamine dans 5% d'acide phosphorique) à 100 μl d'homogénat des cellules 

microgliales ou du tissu cérébral. L’absorbance de la couleur résultante a été mesurée à 540 nm 

en utilisant un spectrophotomètre DU 720 (Beckman Coulter, États-Unis). Les concentrations 

du NO (μM) ont été déterminées à l’aide d’une courbe standard de nitrite de sodium. 

IV.6. Evaluation de l’expression des protéines activées de la voie NF-κB 
 

Les niveaux d’expression de la sous-unité P65 NF-κB ont été détérminés dans la faction 

nucléaire des hippocampes isolés au JPN330 à l’aide du Kit Elisa «NF-κB p65 transcription 

factor assay kit (ab133112)» en suivant les instructeurs du fabricant (Abcam; Cambridge, UK). 

IV.7. Evaluation de l’expression des protéines activées de la voie des MAP kinases 
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L’implication de la voie des MAP kinases au niveau de l’hippocampe des souris 

moyennement agées (JPN 330) a été évaluée en déterminant le niveau d’expression des 

protéines p38 et ERK1/2 en utilisant deux kits ELISA « p38 MAPK alpha (ab176664) et ERK 

1/2 (ab176660) » en suivant les instructions du fabricant (Abcam; Cambridge, UK). 

IV.8. Dosage de l’acetylcholine (ACh) au niveau de l’hippocampe des souris d’âge moyen 

Au JPN 330, le taux de l’ACh a été mesuré en utilisant un kit ELISA « Choline/ 

Acetylcholine Assay Kit (ab65345) » en suivant les instructions du fabricant (Abcam; 

Cambridge, UK). 
 

IV.9. Dosage de la myéloperoxidase (MPO) 
 

Les niveaux plasmatiques de cette protéine inflammatoire (MPO) ont été déterminés 

chez les souris mâles et femelles adultes et d’âge moyen de génération F1. Les concentrations 

de cette enzyme inflammatoire ont étés déterminées à l’aide d’un kit ELISA (Catalog 

#ab155458; Abcam) en suivant les instructions du fabricant. 

IV.10. Dosage des corticostérones 
 

Les concentrations des corticostérones plasmatiques ont été déterminées dans le sang 

des souris adultes et d’âge moyen de la F1 (JPN100 et 330) à l’aide d’un kit ELISA et en suivant 

les instructions du fabricant (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA). 

V. Analyses statistiques 
 

Les marqueurs inflammatoires évalués au niveau du cerveau entier et des cellules 

microgliales ont été analysés en utilisant une ANOVA à trois facteurs, en considérant 

l'exposition périnatale aux anguilles, le sexe et l'âge les 3 facteurs principaux. Les niveaux 

plasmatiques de MPO, de corticostérones et les marqueurs évalués au niveau de l’hippocampe 

ont été analysés en utilisant une ANOVA à deux facteurs avec l'exposition périnatale aux 

anguilles polluées et le sexe comme les facteurs principaux. Aussi, une ANOVA à deux facteurs 

a été utilisée pour analyser les paramètres comportementaux des tests de l’Openfield, de la 
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suspension caudale, de la nage forcée, du labyrinthe en Y et de la mémoire de rétention de la 

piscine de Morris. Concernant le comportement maternel et la phase d’acquisition de la piscine 

de Morris, une ANOVA avec des mesures répétées a été utilisée en considérant l'exposition aux 

anguilles, le sexe (uniquement pour la piscine de Morris) comme facteurs principaux, et les 

essais (pour la phase d’apprentissage à la piscine de Morris) ou le jour du test (pour le 

comportement maternel) comme mesures répétées. Pour analyser les marqueurs inflammatoires 

évalués au niveau du sang maternel, une ANOVA à un facteur a été utilisée après verification 

de la ditribution normale des données obtenues. Une fois les ANOVA démontrent un effet 

significatif, les comparaisons entre les différents groupes d’exposition aux anguilles ont été 

évalués en utilisant le test du Tukey’s HSD. Pour toutes ces analyses statistiques, le niveau de 

significativité a été fixé à p <0,05. Ces évaluations statistiques ont été obtenues à l’aide du 

logiciel SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). 
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Dans ce travail de thèse, nous nous sommes interessés à évaluer les effets « combinés » 

inflammatoires, comportementaux et cognitifs de l’exposition périnatale à trois matrices 

alimentaires (3 types d’anguilles) qui reflètent 3 niveaux de pollution (faible, moyenne et 

haute), dans un modèle murin tout en considérant le sexe des souris ainsi que leurs âges. 

D’où les objectifs principaux de cette thèse qui sont : 
 

-Prouver que l’exposition périnatale aux anguilles contaminées induirait l’inflammation à 

différents niveaux (cérébral, microglial et périphérique) et à des stades de vie distincts. 

-Evaluer les changements comportementaux qui pourraient se manifester, notamment l’impact 

de l’exposition périnatale aux anguillescontaminées dans l’induction de la dépression à 

l’âge adulte et sa corrélation avec les effets inflammatoires induits d’une façon précoce 

et également chronique. 

-Evaluer les changements cognitifs, notamment l’impact de l’exposition périnatale aux 

anguilles contaminées dans l’induction d’un déficit de la mémoire chez les souris d’âge 

moyen et sa corrélation avec les effets inflammatoires induits précoce et chronique. 

 
 

L’ensemble des résultats obtenus a été regroupé dans un schéma récapitulatif (voir ci-après). 

Tous ces résultats vont être analysés et discutés en détails dans les 3 articles présentés par la 

suite dans cette section. 
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 Groupe 1 : Alimentation Standard  

Groupe 2 : Anguilles Faiblement Polluées (AFP) 

Groupe 3 : Anguilles Moyennement Polluées (AMP) 

Groupe 4 : Anguilles Hautement Polluées (AHP) 
 

Exposition Périnatale 
Exposition 

Gestationnelle 
 

Exposition Lactationnelle 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) Profils inflammatoires chez les souris mâles en fonction de l’âge 

 En période néonatale (JPN1) 
-Cerveau et Microglie : 

 TNFα : AFP > AMP > AHP 
 IL1β : AFP > AMP > AHP 
 IL6: AHP 
 NO: AMP -AHP 
 IFNγ: AHP 
 IL10: AFP 
 IL4: AFP 
 TGFβ: AFP - AMP - AHP 

 
 
 
 
 

 En période postnatale JPN21 
-Cerveau et Microglie : 

 TNFα : AFP - AMP > AHP 
 IL1β : AFP - AMP > AHP 
 IL6: AFP - AMP - AHP 
 NO: AMP - AHP 
 IFNγ: AMP - AHP 
 IL10: AFP 
 IL4: AFP 
 TGFβ: AMP - AHP 

 À l’âge adulte JPN (90100) 
-Cerveau et Microglie : 

 TNFα : AMP - AHP 
 IL1β : AFP -AMP - AHP 
IL6: AFP - AMP - AHP 
 NO: AMP - AHP 
 IFNγ: AMP - AHP 

-Sang:  MPO: AFP - AMP > AHP 

Changements physiologiques 

 Altération de l’axe HPA 
 Corticostérone plasmatique : 

AHP 

Changements comportementaux 

 Comportement « Dépressif-like » 

AFP > AMP > AHP 

Schéma récapitulatif des effets inflammatoires, comportementaux et cognitifs induits chez la progéniture mâle (A) et femelle (B) à des stades de vie distincts 

Inflammation d’origine maternelle 
-Sang maternel: 

TNFα : AFP - AMP -AHP 
 IL1β : AFP - AMP -AHP 
IL 6 : AHP 
MPO : AFP - AMP -AHP 

(Soualeh et al., 2017a; b) 



 

 

 À l’âge moyen 
(JPN300330) 

Cellules de la Microglie : 
 TNFα : AHP 
 IL1β : AFP -AMP - AHP 
 IL6: AMP - AHP 
 NO: AMP - AHP 
 IFNγ: AMP - AHP 

-Hippocampe: 
 TNFα: AFP -AMP - AHP 
 IL1β: AFP -AMP - AHP 
 IL6 : AFP -AMP - AHP 
 P38MAPK : AMP - AHP 

 
 
 

Suite



 

 

 
 
 
 
 
 
 

(B) Profils inflammatoires chez les souris femelles en fonction de l’âge 
 

 En période Néonatale (JPN1) 
Cerveau et Microglie : 

 TNFα : AFP > AMP > AHP 
 IL1β : AFP - AMP - AHP 
 IL6: AHP 
 NO: AFP > AMP > AHP 
 IFNγ: AHP 
 IL10: AFP 
 IL4: AFP 

 En période Postnatale JPN21 
- Cerveau et Microglie : 

 TNFα : AMP > AHP 
 IL1β : AMP > AHP 
 IL6: AMP - AHP 
 NO: AMP - AHP 
 IFNγ: AMP - AHP 
 IL10: AFP 
 IL4: AFP 
 TGFβ: AFP - AMP - AHP 

 À l’âge Adulte JPN 100 
- Cerveau et Microglie : 

 TNFα : AMP - AHP 
 IL1β : AMP - AHP 
IL6: AFP - AMP - AHP 
 NO: AFP > AMP > AHP 
 IFNγ: AMP - AHP 

-Sang:  MPO: AFP - AMP > AHP 

 À l’âge Moyen JPN 330 
- Cerveau et Microglie : 

 TNFα : AHP 
 IL1β : AFP -AMP - AHP 
 IL6: AMP - AHP 
 NO: AMP - AHP 
 IFNγ: AMP - AHP 

-Hippocampe: 
 TNFα: AFP -AMP - AHP 
 IL1β: AFP -AMP - AHP 
 IL6: AFP -AMP - AHP 
 P38 MAPK: AMP – AHP 
 ERK1/2: AMP – AHP 
NFKB P65: AMP – AHP 

 
Changements physiologiques 

Hippocampe : 
  Acétylcholine : AFP -AMP – AHP 
Hippocampe et cortex préfrontal : 

  Activité de AChe : AFP -AMP- AHP 
 

Changements Comportementaux et cognitifs 
 

Hyperactivité JPN 195 
AFP -AMP - AHP 

(Dridi et al., 2017; Soualeh et al., 2017a; b) 

-Déficit de la mémoire à long 
terme JPN 310 : 
AMP- AHP 

-Hyperactivité JPN 305 et 329 : 
AFP -AMP - AHP 



---------------------------------------------------------------------------------------------------------Résultats et Discussion 

[73] 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Article 1: 
 

 “Perinatal programming of depressive-like behavior by inflammation in adult 
 

offspring mice whose mothers were fed polluted eels: Gender selective effects 
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Dans ce travail, nous avons étudié l’effet tardif de l’exposition précoce aux anguilles 

polluées sur le comportement de la résignation, à l’âge adulte, en utilisant le test de la nage 

forcée et le test de la suspension caudale. Nous avons trouvé que le comportement de résignation 

a augmenté d’une façon significative chez les mâles adultes; alors que leurs homologues 

femelles n’ont pas été affectées. L’immobilité des souris mâles dans les tests de la dépression 

n’a pas été interprétée par un effet des polluants sur l’activité motrice puisque l’open field a 

révélé que l’activité horizontale et verticale des souris n’a pas été altérée. En plus de cet effet 

dichotomique sur le comportement dépressif-like, la corticostérone, hormone de stress, était 

produite d’une façon significative uniquement chez les mâles adultes périnatallement exposées 

par rapport aux témoins. Ces résultats sont en faveur d’une altération sélective de l’axe 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien, chez les souris mâles adultes exposées aux anguilles 

polluées. Nos résultats suggèrent une programmation périnatale du comportement dépressif-

like chez les souris mâles par l’inflammation. En effet, les cerveaux de la progéniture ont 

présenté une inflammation dès la naissance jusqu’à l’âge adulte, d’une façon plus accentuée chez 

les souris mâles. Nos résultats ont montré que les statuts inflammatoires des cerveaux en période 

néonatale (JPN 1) et des cerveaux en période postnatale (JPN 21) étaient similaire avec une 

légère augmentation de l’inflammation chez ces derniers. Les cerveaux en periode prénatale 

reflètent une exposition exclusivement gestationnelle aux polluants ; alors que les cerveaux en 

période postnatale reflètent une exposition gestationnelle et lactationnelle. Nous avons pu 

Article 1: Soualeh et al., “Perinatal programming of depressive-like 
behavior by inflammation in adult offspring mice whose mothers were 

fed polluted eels: Gender selective effects” Brain Behav Immun 63 
(2017) 137–147 

IF: 5,96/ Q1 
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conclure que le cerveau serait beaucoup plus vulnérable aux défis inflammatoires lors de la vie 

prénatale vs. la vie postnatale. 
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Abstract 
 

Several lines of evidence indicate that early-life inflammation may predispose to mental 

illness, including depression, in later-life. We investigated the impact of perinatal exposure to 

polluted eels on neonatal, postnatal, and adult brain inflammation, and on the resignation 

behavior of male and female adult offspring mice. The effects of maternal standard diet 

(laboratory food) were compared to the same diet enriched with low, intermediate, or highly 

polluted eels. Brain inflammatory markers including cytokines were assessed in offspring mice 

on the day of birth (i.e., on the postnatal day– PND 1), upon weaning (PND 21) and at adulthood 

(PND 100). Plasma myeloperoxidase and corticosterone levels were evaluated at PND 100. 

Immobility behavior of offspring was assessed in adulthood (i.e., at PNDs 95 to 100), using the 

tail suspension and forced swimming tests. Chronic brain inflammation was found in male and 

female offspring mice compared to controls, as assessed at PNDs 1, 21, and 100. The level of 

myeloperoxidase was found to be significantly higher in both adult males and females vs. 

control offspring. However, high corticosterone levels were only found in male offspring mice 

that were perinatally exposed to eels, suggesting a gender-selective dysregulation of the adult 

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. Gender-specific differences were also detected in 

adulthood in regard to offspring resignation behavior. Thus, compared to controls, males, but 

not females, whose mothers were fed eels during pregnancy and lactation exhibited a 

depressive-like behavior in adult age in both behavioral models of depression. Depressive 

symptoms were more pronounced in male mice perinatally exposed to either intermediate or 

highly polluted eels than those exposed to only lowly polluted eels. Our results indicate that 

early-life inflammatory insult is a plausible causative factor that induces the depressive 

phenotype exhibited by male adult offspring mice, most likely through a gender-specific HPA 

axis enhanced activation. 
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Keywords: Depressive-like behavior; Early-life exposure; Inflammation; Later-life; Polluted 

eels; Maternal diet; HPA axis. 

1. Introduction 
 

During the perinatal period, the developing brain presents specific time windows in 

regard to both vulnerability and opportunity (Andersen, 2003; Arain et al., 2013; Hale et al., 

2014; Ingber and Pohl, 2016; Marques et al., 2013; Viggiano, 2008). Several factors could 

interplay with these temporal windows, and the consequences may not necessarily be 

immediate, instead becoming manifest later in the life (Andersen, 2003; Hale et al., 2014; 

Spencer et al., 2007; Wainwright, 2002). Among the perinatal factors, the maternal life style, 

including dietary aspects, remains among the most important factors interfering with windows 

of vulnerability or opportunity in the immature brain (Fall, 2009; Hale et al., 2014; Lauritzen et 

al., 2001; Marques et al., 2013). Dependency of brain growth on the maternal supply of essential 

nutrients such as omega-3 fatty acids has already been emphasized (Dangour and Uauy, 2008; 

Lauritzen et al., 2001). Benefits of dietary ingredients following consumption of a healthy diet 

or supplementation on brain function have been reported, while negative effects due to dietary 

deficiencies have also been observed (Dangour and Uauy, 2008; Hale et al., 2014; Lauritzen et 

al., 2001; Wainwright, 2002). However, there is increasing evidence that our diet contains 

“good”, i.e. physiologically supportive compounds promoting the development of young 

organism (e.g. vitamins, polyphenols, carotenoids, fatty acids) and “bad” ingredients, 

i.e. those inhibiting normal development (e.g. methylmercury, dioxins, pesticides, 

polychlorinated  biphenyls – PCBs),  many  of  which  can  act  as  neurotoxins  and  endocrine 

disruptors, as well as pro-inflammatory agents (Bohn et al., 2011; Dietert, 2012; Dridi et al., 

2014; EFSA, 2005; Roegge and Schantz, 2006). Thus, the perinatal diet may act by altering or 

programming the development of the brain, e.g. by epigenetic regulation of inflammatory 

pathways such as hypomethylation of inflammatory genes (Bolton and Bilbo, 2014; Spencer, 
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2013). It has further been suggested that early-life exposure to pollutants including PCBs; 

dioxins; pesticides; polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs); and heavy metals, such as lead, 

arsenic, cadmium and mercury, can program misregulated inflammation in offspring 

throughout their life (Dietert, 2012). Surprisingly, developmental programming of brain and 

behavior by perinatal diet occurs more in males than in females, probably following the high 

vulnerability of the former to immune challenges that occur in early-life (Bolton and Bilbo, 

2014). Perinatal programming by inflammation could result in decreased serotonin levels 

following exposure to elevated levels of pro-inflammatory cytokines (Bolton and Bilbo, 2014; 

Manuelpillai et al., 2005; Miller and Raison, 2016). An altered brain development trajectory 

may lead to modified behavior in later-life of the offspring, with a high risk of onset of diseases 

including neuropsychiatric disorders such as depression in adulthood (Andersen, 2003; Bilbo 

and Schwarz, 2009; Bolton and Bilbo, 2014). Studies of twins have revealed that the 

contribution of environmental factors in the pathogenesis of unipolar depression is very 

substantial, as genes only account for about 25–30% of the variance (Henn et al., 2004). Stress 

is considered to be the most important etiological factor of depression (Charney and Manji, 

2004; Paykel, 2003). Undoubtedly, in addition to ongoing stress, early-life stress might also 

contribute to the onset of this mental illness throughout the individual’s lifespan (Charney and 

Manji, 2004). 

Fatty fish is a recommended weekly dietary component for pregnant women 

(Lichtenstein et al., 2006; SACN, 2004). This food item contains beneficial ingredients (e.g. 

omega-3 PUFAs and selenium) as well as detrimental ingredients (e.g. persistent organic 

pollutants – POPs – and metals) (Dridi et al., 2014; SACN, 2004). For instance, European eel 

(Anguilla anguilla L.) contains high concentrations of POPs, which are mainly of anthropic 

origin (Dridi et al., 2014; Macgregor et al., 2010; Szlinder-Richert et al., 2010). Eel is 

considered to be the most PCB-contaminated fish (EFSA, 2005; SACN, 2004). However, this 
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fish is also a popular food item for many populations, e.g. in many European, Asian, and North 

America countries (Tsukamoto and Kuroki, 2014). Due to the longstanding human tradition of 

eel usage as food, several types of eel dishes are commonly consumed such as kabayaki, smoked 

eel, eel pie, jellied eels, angulas, eel stew, eel curry, and matelote d'anguille (Tsukamoto and 

Kuroki, 2014). Thus, in this study, we aimed to examine whether gestational and lactational 

exposure to eels naturally contaminated with pollutants including PCBs could induce changes 

in the resignation behavior of offspring male and female mice at adult age (i.e. at postnatal 

days – PNDs – from 95 to 100). For this purpose, the tail suspension and forced swimming tests, 

which are common behavioral tests to address depression, were used (Bouayed et al., 2012; 

Cryan et al., 2005; Zhao et al., 2008). We also performed an open-field test at PNDs 90–92, to 

evaluate locomotor activity in order to ensure that differences in activity levels did not bias the 

results in the other tasks (Bouayed et al., 2012). 

Additionally, brain inflammation was assessed at PNDs 1, 21, and 100 by measuring 

levels of interleukin (IL)-1β, IL4, IL10, IL6, tumor necrosis factor alpha (TNFα), transforming 

growth factor beta (TGFβ), interferon gamma (IFNγ), and nitric oxide (NO). Moreover, the 

levels of the inflammatory enzyme myeloperoxidase (MPO) and the stress marker 

corticosterone were assessed in the plasma of adult offspring mice at PND 100. 

2. Materials and Methods 
 

2.1. Animals 
 

Forty pregnant CD1 mice (Charles River, France), obtained after a mating session 

performed in our laboratory as detailed in our previous studies (Bouayed et al., 2009; Dridi et 

al., 2014; 2016; Elnar et al., 2012), were used in this study. They were housed individually in 

standard cages with ad libitum access to water and food pellets (SDS Dietex, St Gratien, France) 

and they were maintained on a standard 12-hr light/dark cycle (lights “on” starting at 8:00 p.m.), 
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temperature controlled conditions (22 ± 2°C), and a relative humidity of 55 ± 10%. The 

parturition day was considered to be postnatal day (PND) 1. All litters were randomly equalized 

to have n=10 pups/litter, 5 pups/gender in order to prevent litter size bias. In regard to the 

remaining pups, only one pup/litter was randomly selected and sacrificed as described below in 

the section for Biochemical analyses. On PND 21 (i.e. at weaning), male and female offspring 

mice were separated from their mothers and housed in two different rooms to exclude effects 

of sexual pheromones on behavior at adult age. During the dark phase (1h after lights “off”) of 

the light/dark cycle, tests on animals were performed in a silent and isolated room, under dim 

red lighting for a maximum of 4 hours per day of experimentation (i.e. experiments finished at 

5h after lights “off” to avoid circadian cycle bias). All animal procedures were carried out in 

accordance with the relevant European Union regulations (Directive 2010/63/EU), and they 

were approved by the institutional ethics committee of the University of Lorraine (authorization 

number CELMEA-2013-0010). 

2.2 Perinatal diet manipulation 
 

2.2.1. Eel matrix and pollutant quantification 
 

A permit to fish for eels was obtained from the Ministry of the Walloon region, Belgium 

(authorization number DNF/DCP/CD705.1 / Sortie 2007: 31416). Five river yellow eels (la 

Meuse, Belgium) were stunned and caught with a dip net in the spring of 2011. Additionally, 

10 reared yellow eels were purchased from Zon-Aquafarming (Helmond, The Netherlands). 

Biologists from the University of Liège (ULg) identified both the river and the reared eels as 

Anguilla anguilla L. during the autopsy process. Eel muscle was then sampled, separated into 

two pools according to their origin, freeze-dried, mixed, and stored at -20°C until paste 

preparation. Additionally, a portion of each pool was used to determine pollutant levels. PCBs 

and metals including mercury and lead were identified and quantified as previously described 
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by Dridi et al., (2014). In this study, we also quantified the levels of other pollutants including 

polychlorinated dibenzo-p-dioxins/dibenzofurans (PCDD/Fs), polycyclic aromatic 

hydrocarbons (PAHs), polybrominated diphenyl ethers (BDEs), and pesticides (see Table 1) in 

both the reared and the river muscle eels. Briefly, all of these organic pollutants were analyzed 

by gas chromatography (GC) coupled to high-resolution mass spectrometry (HRMS) using 

isotope dilution techniques for quantification (i.e., using 13C labeled homologue compounds for 

PCDD/Fs, PCBs, and PAHs). Organochlorine pesticides were analyzed by GC connected with 

an electron capture detector (ECD). A full description of all analytical methods can be found 

elsewhere (Focant et al., 2001; Veyrand et al., 2007). 

2.2.2. Eel paste preparation 
 

The contaminated food (paste consisting of eels and chow) was prepared for a group of 

mothers (n=10) by mixing 10 g of powdered food pellets (SDS Dietex, St Gratien, France) with 

10 ml of water, 0.5 ml of sweet syrup, and 1 ml of corn oil and 320 mg of lyophilized eels with 

a kitchen household blender (Robot monofonction Seb Valentin 8553, France) to obtain a 

homogenous paste (i.e., a mother weighing 40 g ingested 32 mg-dw of eels that corresponded 

to 0.8 g-dw of eel per kg of body weight (bw) of the mouse). On the following day, the paste 

was cut into smaller pieces based on the weight of the pregnant and nursing females (40-70g) 

in order to be delivered as 0.8 g-dw of eel muscle/kg-bw/day to the mice. For control pregnant 

and lactating mice (n=10), the paste was prepared with the same ingredients cited above but 

without adding eels, as no unpolluted eels (e.g. no PCB-free eels) could be sourced. 

2.2.3. Perinatal exposure to polluted eels 
 

Pregnant females were allocated to the four experimental groups by stratified 

randomization; 40 dams ingested the standard diet (food pellets, SDS Dietex, St Gratien, 

France) plus paste with or without eels on a daily basis from gestational day (GD) 6 until PND 
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21 (i.e. weaning). The appropriate pastes were placed into each female’s cage on a daily basis 

during the exposure period. The paste was completely eaten by each female and no residual 

paste was found in the cages. Thus, in addition to control mice receiving the standard diet plus 

paste without eels, three groups of female mice (n=10 per group) ingested eel muscle (0.8 g- 

dw/kg/day) containing a range of pollutants including metals and PCBs. Eels were delivered to 

each group of mice based on their pollution levels. Thus, river and reared eels were considered 

to be highly and lowly polluted eels, respectively (Table. 1). In this study, an artificial eel matrix 

obtained by mixing reared and river eels, at a ratio of 2:1, was used in order to assess the effects 

of an intermediate level of pollution. Therefore, three groups of pregnant and lactating mice 

received 0.8 g-dw/kg of eel muscle daily from either the lowly, the intermediately, or the highly 

polluted eels that contained, for example, the following doses of Σ6 NDL-PCBs: 85, 216 and 

400 ng/kg-bw/day, respectively (Dridi et al., 2014; 2016). 

2.3. Maternal behavior 
 

2.3.1. Nest building activity 
 

Every two days from parturition, a paper towel (23 x 23cm) was placed on the lid of 

each cage. This material was used by the mothers to build a nest. The quality of the nest was 

assessed from PND 2 to PND 12, using the following three-point scale (Nest Quality Scores, 

modified from Kalueff et al. (2006)): 0 = no nest or a primitive flat nest (the female used no 

cotton for nest construction or scattered the material in the home cage, but no clear shape of the 

nest was evident); 1 = a complex cup-shaped nest (the female used the cotton to form the wall 

of the cup); 2 = a complex hooded nest (the female built a round and well-shaped nest with 

walls forming a ceiling). 

2.3.2. Retrieving test 
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A pup was gently removed from its nest and placed at the opposite end of the home cage 

at a 20-cm distance from the nest. The time spent by the mothers to bring the isolated pup back 

to the nest was measured (Bouayed et al., 2009). The retrieving test was conducted every other 

day from the nest building activity test, i.e., from PND 3 until PND 9. 

2.4. Pup and adult offspring biochemical analyses 
 

For the biochemical analyses, a total of 5 mice (offspring) per gender and group 

were randomly selected from 10 litters/group (one mouse/litter), euthanized with isoflurane 

and decapitated on PND 1 and PND 21, as well as PND 100 for which adult mice were 

randomly picked after behavioral testing, as detailed below. Neonatal, postnatal, and adult 

brain tissues were homogenized with a Potter homogenizer (glass-Teflon) in an aliquot of 

10 mM Tris–HCl (pH 7.4) buffer at 4°C, and centrifuged at 12,000 rpm for 30 min at 4°C. 

The supernatant was collected, aliquoted and stored at −80°C until analysis. Blood samples 

were taken within three minutes of the adult animals being first handled. 

 
 

2.4.1. Measurement of cytokine levels 
 

Cytokine levels were evaluated in brain tissue homogenates using 7 mouse ELISA 

kits: IL-1β, IL4, IL10, IL6, TNFα, TGF-β, and IFNγ according to the manufacturer’s 

protocol (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The absorbance was measured at 450 

nm using a MR96 A (Mindray, China) microplate reader, and concentrations (pg/ml) were 

determined using a standard curve provided with each kit. 

2.4.2. Nitric oxide (NO) production 
 

NO production was determined using the Griess reaction assay previously described by 

Green et al, (1982) and Drisch et al., (1998). Briefly, NO was measured by adding 100 μl of 

Griess reagent (1 % sulfanilamide and 0.1 % naphthylenediamine in 5 % phosphoric acid) to 

100 μl of brain tissue homogenate. The resulting color was measured at 540 nm by using a DU 
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720 spectrophotometer (Beckman Coulter, USA). The absorbance values were compared to a 

standard sodium nitrite curve, and the absorbance values were converted to the corresponding 

nitrite concentrations (µM). 

2.4.3. Myeloperoxidase (MPO) level 
 

MPO levels were evaluated in plasma collected from whole heparinized blood of adult 

offspring mice at PND 100 using a mouse ELISA kit (Catalog #ab155458; Abcam) according 

to the user’s manual. 

2.4.4. Corticosterone level 
 

Total plasma corticosterone levels were assayed in the blood of adult offspring mice at 

PND 100 using the ELISA kit purchased from Enzo Life Sciences (sensitivity: 27 pg/ml, 

Farmingdale, NY, USA) according to the manufacturer’s instructions. 

2.5. Behavioral testing of adult offspring mice 
 

Behavioral testing was carried out between 9 a.m. and 1 p.m. Tests were conducted in 

one male and one female randomly selected from each litter (10 litters/group) in a silent, isolated 

room under dim red lighting. Thus, 10 adults/gender/group, i.e., a total of n=20/group were 

analyzed. All behavioral experiments were recorded. The general activity was assessed using 

an open-field test. However, the immobility behavior was evaluated using the tail suspension 

and forced swimming tests. Activity and the immobility time were measured by an experienced 

researcher in a blind manner. Both behavioral tests of depression were counterbalanced by 

subjecting 50% of the mice first of all to the tail suspension test and then after two days of 

recovery to the forced swimming test, and vice versa for the other 50% of the animals. 

2.5.1. Open-field test 
 

On PNDs 90–92, a circular open-field was employed to assess the general activity of 

the mice. The floor of the apparatus was divided into 36 squares. Mice were individually 
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placed in the front part of the apparatus wall, and after 1 min of becoming habituated, the 

number of squares crossed by all four paws (horizontal activity) and rearings (vertical 

activity) were recorded for 5 min (Bouayed et al., 2012; Dridi et al., 2016). 

2.5.2. Tail suspension test 
 

On PNDs 95–100, the tail suspension test was carried out according to the method 

described by Steru et al. (1985) and Bouayed et al., (2012). Mice were placed on the edge 

of a shelf 35 cm above a tabletop and fixed by adhesive tape, placed approximately 1 cm 

from the tip of the tail. They were allowed to hang for 6 min, and the duration of immobility 

was recorded during the last 4 min of the test. Mice were considered immobile only when 

they hung passively and completely motionless. For each mouse, the immobility time was 

measured starting immediately after the animal was considered to have become immobile. 

2.5.3. Forced swimming test 
 

On PNDs 95–100, we used the forced swimming test according to the method 

described by Porsolt et al. (1977). Mice were individually placed in to 2 L glass beakers 

(water temperature of 25±1 °C, water depth of 15 cm) and they were allowed to swim for 

6 min. The duration of immobility was recorded during the last 5 min of the test. Each 

mouse was classified as immobile when it ceased to struggle and remained floating 

motionless in the water, making only those movements necessary to keep its head above 

the water level. Immobility time was measured starting immediately after the mouse was 

considered to have become immobile. 

2.6. Statistical analyses 
 

The markers of brain inflammation were analyzed using three-way ANOVA, considering 

perinatal exposure to eels, gender, and age as independent between-subject factors. Behavioral 

measurements, as well as MPO and corticosterone levels were analyzed using two-way 
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ANOVA with perinatal exposure to polluted eels and gender as the main factors. For maternal 

behavior, repeated measures ANOVA was used with exposure to eels as between-subject factor, 

and trials as the repeated measure. The significant effects of the exposure were further assessed 

using Tukey’s HSD test when the one-way ANOVA results suggested significant differences. 

The results were reported as the mean (±SEM). For all statistical evaluations, the level of 

significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were performed using SPSS 20.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL). 

3. Results 
 

3.1. Maternal behavior 
 

Repeated measures ANOVA revealed no significant effect of exposure on the nest quality 

[F(3,35) = 0.30, p = 0.8] during the mothers’ nest building activity. However, during the nursing 

period, the trials revealed a significant effect [F(5,175) = 28.54, p < 0.001] although no 

interaction was found with exposure [F(15,175) = 0.69, p = 0.8] (see Table 1 in the 

Supplementary Data). 

Repeated measures ANOVA revealed no significant effect of exposure on the retrieving 

time [F(3,35) = 0.81, p = 0.50]. However, an interaction with the trials was found [F(9,105) = 

2.04, p < 0.05]. Analyses showed that the retrieving activity did not vary depending on the trials 

from PND 3 to PND 9 [F(3,105)= 0.9, p = 0.45]. One-way ANOVAs showed no significant 

effects between the various mother groups in regard to retrieving activity (all p > 0.05) (see Fig. 

1 in the Supplementary Data). 

3.2. Effects of perinatal exposure to eels on neonatal, postnatal, and adult brain 

inflammatory markers 

Three-way ANOVA revealed significant main effects of the perinatal exposure to eels on 

TNFα [F(3,93) = 32.11, p < 0.001], IL1β [F(3,93) = 30.90, p < 0.001], IFNγ [F(3,93) = 111.16 

, p < 0.001], NO [F(3,93) = 31.44 , p < 0.001], IL10 [F(3,93) = 25.50, p < 0.001], IL4 [F(3,93) 
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= 28.85, p < 0.001], and TGFβ [F(3,93) = 8.52, p < 0.001]. However, no main effects of gender 

on IFNγ [F(1,93) = 0.09, p = 0.76], NO [F(1, 93) = 1.13, p = 0.28], IL10 [F(1, 93) = 0.04, p = 

0.83], IL4 [F(1, 93) = 0.16, p = 0.68], and TGFβ [F(1, 93) = 0.05, p =0.82] were found, except 
 

for TNFα, IL6, and IL1β [all F(1, 93) > 5.20, all p < 0.05]. For the age factor, a significant effect 

was detected for all cytokines (all F(2, 93) > 10.59,  all  p < 0.001), except for NO [F(2, 

93) = 0.93, p =0.39]. Moreover, no interaction was found between all studied factors (exposure 

x age x gender: p > 0.05). Furthermore, the effect of exposure on the production of inflammatory 

markers depended on the age (all exposure x age: p < 0.05), except for NO, TNFα, and IL1β (p > 

0.05). 

Although the effect of exposure on the production of brain inflammatory markers was 

independent of the offspring’s gender (all exposure x gender: p > 0.05), in this study the factor 

gender was taken into account in the subsequent analyses. For males as well as females, one- 

way ANOVA revealed significant differences between the various groups of exposed offspring 

(all p < 0.05), except for adult male brains in regard to TGFβ (p > 0.05) and adult female brains 

in regard to TGFβ, IL4, and IL10 (all p > 0.05). 

Post hoc comparisons showed that exposure to all eel matrices significantly increased 

IL1β (p < 0.01) and TNFα (p < 0.05) compared to standard diet alone in the neonatal male as 

well as the female brains (PND 1). Additionally, in both postnatal male and female brains IL1β 

was only significantly increased by exposure to the highly polluted eels (PND 21, p < 0.05). 

Moreover, TNFα significantly increased in the postnatal male brain for all polluted eel matrices 

(p < 0.01); although the production of this cytokine in the postnatal female brain was significant 

only for exposure to the highly polluted eels (p < 0.05). TNFα and IL1β levels were also 

significantly enhanced by exposure to intermediate and highly polluted eels in the adult male 

and female brain (PND 100, both p < 0.05) (Table 2). 
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Moreover, exposure to the lowly polluted eels significantly increased IL4 and IL10 in the 

neonatal as well as the postnatal brains of both males (p < 0.01) and females (p < 0.05). 

Furthermore, in the adult male brains, changes in IL4 were only found to be significant 

following exposure to the intermediately polluted eels (p < 0.05). For TGFβ, the effect of the 

three different types of eels was significant (all p < 0.05) in the neonatal male, but not female, 

brains. Again, in the postnatal male brains, TGFβ was found to only be significantly elevated 

following exposure to intermediate and highly polluted eels (both p < 0.01) (Table 2) 

IFNγ was only significantly enhanced in the neonatal, the postnatal, and the adult male 

and female brains of mice perinatally exposed to the highly polluted eels (all p < 0.05). 

Additionally, IL6 was only significantly higher in the neonatal brains of both males (p < 0.01) 

and females (p < 0.05) exposed to the highly polluted eels. The production of IL6 was further 

found to be significantly higher in the postnatal as well as adult male and female brains for all 

eel matrices (all p < 0.05). The concentration of NO was only significantly higher in the 

neonatal, the postnatal, and the adult male brains (all p < 0.05) of the mice that were exposed 

to the highly polluted eels. Furthermore, the NO concentration was found to be significantly 

higher for all types of eel matrices in all of the studied female brains (all p < 0.05) (Table. 2). 

 
 

3.3. Effects of perinatal exposure to eels on plasma MPO and corticosterone levels 
 

Two-way ANOVA revealed significant main effects of the studied factors and also of 

their interaction [perinatal exposure: F(3,32) = 146.49, p < 0.001; gender: F(1,32) = 42.22, p < 

0.001; exposure x gender: F(3,32) = 21.29, p < 0.001] on MPO levels. Then, considering this 

interaction, one-way ANOVA showed a significant effect of perinatal exposure to eels for both 

males [F(3,16) = 238.66, p < 0.001] and females [F(3,16) = 23.11, p < 0.001]. Subsequent 

analyses demonstrated significant effects of exposure to the studied eel matrices for males (all 

p < 0.001) as well as for females (all p < 0.01) on MPO levels (Fig. 1A). 
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Two-way ANOVA revealed a significant main effect of perinatal exposure to eels 

[F(3,32) = 5.13, p < 0.01], and gender [F(1,32) = 38.44, p < 0.001], with a significant interaction 

between these two factors [F(3,32) = 3.62, p < 0.05] on corticosterone levels. While one-way 

ANOVA revealed a significant effect of perinatal exposure for males [F(3,16) = 5.97, p < 0.01], 

no effect was observed for females [F(3,16) = 0.90, p = 0.46]. Thus for males, post hoc 

comparisons showed a trend toward increased levels for offspring exposed to lowly or 

intermediately polluted eels (p = 0.072 and p = 0.062, respectively), and a significant effect for 

highly polluted eels (p < 0.01) on corticosterone levels (Fig. 1B). 

3.4. Effects of perinatal exposure to eels on adult behavior 
 

In regard to the horizontal activity (locomotion) assessed in the open-field test, two-way 

ANOVA showed that there was no effect of exposure [F(3,72) = 1.63, p = 0.19]. Additionally, 

neither a significant effect of gender [F(1,72) = 1.39, p = 0.24] nor of its interaction with 

exposure [F(3,72) = 1.54, p = 0.21] on the locomotor activity was observed among any of the 

groups (Fig. 2A). As for the vertical activity (rearings), a significant effect of gender was 

detected [F(1,72) = 6.97, p < 0.05]. However, neither a main effect of exposure [F(3,72) = 1.83, 

p = 0.15] nor of its interaction with gender [F(3,72) = 1.54, p = 0.21] were observed (Fig. 2B). 

In regard to the tail suspension test, two-way ANOVA revealed a main effect of perinatal 

exposure to eels [F(3,72) = 26.26, p < 0.001] and gender [F(1,72) = 70.72, p < 0.001], with a 

significant interaction between these two factors [F(3,72) = 20.51, p < 0.001] on immobility 

time. When each gender was examined separately, no effect of treatment was found in the 

females [F(3,36) = 0.28, p = 0.84]. By contrast, a significant effect between the male groups 

was detected in one-way ANOVA [F(3,36) = 41.04, p < 0.001]. Subsequent analyses 

demonstrated a trend (non-significant) toward increased immobility times for male offspring 

mice whose mothers were exposed to lowly polluted eels (p = 0.059). Furthermore, significant 
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effects were found for male mice perinatally exposed either to intermediately or highly polluted 

eels (both p < 0.001) (Fig. 3A). 

In regard to the forced swimming test, two-way ANOVA showed a significant main effect 

of both factors [exposure: F(3,72) = 33.73, p < 0.001 and gender: F(1,72) = 89.33, p < 0.001], 

with a significant interaction between them [F(3,72) = 31.15, p < 0.001] on immobility time. 

Considering this interaction, a significant main effect of perinatal exposure was only detected 

in the males [F(3,36) = 83.85, p < 0.001] and not in the female offspring mice [F(3,36) = 0.69, 

p = 0.57]. Tukey’s HSD post hoc test demonstrated a significant increase in immobility time 

for all male mice perinatally exposed to eels in comparison to controls (lowly polluted eels: p 

< 0.05; both of the more polluted eels: p < 0.001) (Fig. 3B). 
 

4. Discussion 
 

In the present study, offspring mice were perinatally exposed to three eel muscle 

matrices representing three pollution levels: lowly, intermediately, and highly polluted eels. 

Eels contain a range of pollutants including dioxin and non-dioxin-like PCBs; heavy metals 

such as Hg, Pb, and Al; dioxins; pesticides; PAHs (see Table 1), and many more, as they may 

contain other unspecified chemicals (e.g., antibiotics, estrogen, etc.). Most of these xenobiotics 

are known for their ability to promote inflammation in offspring (Dietert, 2012; Marques et al., 

2013) through various cellular pathways including nuclear factor-κB (NF-κB), mitogen- 

activated protein kinases (MAPKs), and the induction of both ecyclooxygenase-2 and inducible 

nitric oxide synthase gene expression (Cardenas-Gonzalez et al., 2013; Dietert, 2015; Kim et 

al., 2002; Liu et al., 2015; Osgood et al., 2013; Sipka et al., 2008). We here studied a “cocktail” 

or “combined” effect of pollutants within eel matrices that may interact with effects from 

beneficial eel ingredients (e.g. omega-3 PUFAs and selenium). Thus, in addition to the 

possibility that the adverse effects of these pollutants might be camouflaged by beneficial eel 

constituents; contrary to individual conditions, eel pollutants as they occur in the mixture may 
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function additively, synergistically, or even antagonistically, thus resulting in specific responses 

that vary depending on the complexity of the mixtures (Dridi et al., 2014; Elnar et al., 2012; 

Roegge et al., 2004; Sitarek and Gralewicz, 2009; Sugawara et al., 2008). 

We noted very early inflammation, i.e. within the first day of life (PND 1) in the brains 

of neonates whose mothers were exposed to polluted eels. Interestingly, in their adult lives, only 

male offspring mice exhibited a depressive-like phenotype in both the tail suspension test and 

the forced swimming test (Fig. 3). This suggests a perinatal programming of adult depressive-

like behavior by inflammation, a condition also found in postnatal brain (PND 21) and that was 

more pronounced in adult brain (PND 100) (Table 2). In these behavioral models of depression, 

which are based on escape-related behaviors, rodents try to escape a stressful situation that 

competes with passive defense mechanisms, expressed as tonic immobility, i.e. the so-called 

resignation behavior (Belzung, 2014; Cryan and Leonard, 2010; Cryan et al., 2005). Locomotor 

activity and rearing were found to be unaffected in adult male offspring, as assessed in the open-

field tests at PND 90-92 (Fig. 2). Thus, this finding clearly demonstrates that the significant 

increase of immobility-like behavior observed in the two behavioral models of depression 

employed in this study reflects resignation behavior. We have previously shown that perinatal 

exposure to eels induces a gender-selective hyperactive phenotype only in female offspring and 

not in male mice (Dridi et al., 2016). Hyperactivity was permanent, although it manifested later 

in life, at PNDs 195, 305, and 329 but not at PND 47 (Dridi et al., 2016). In this study, the 

activity of offspring mice was unaffected in both males and females (Fig. 2), suggesting that the 

hyperactive phenotype in females may only become apparent after PND 90- 

92. Our previous studies (Dridi et al., 2014; 2016) and current data (results not shown) have 

further demonstrated that early-life exposure to polluted eels did not affect the body weight of 

offspring mice. The immobility behavior can therefore not be attributed to a potential decline 

in body weight. Moreover, in adulthood, the level of the primary stress hormone corticosterone 
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was also found to be altered in male adult offspring but not in female mice. This finding supports 

the hypothesis that a selective involvement of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis 

in the depressive-like symptoms only occurs in adult male offspring. Maternal performances in 

the nest building activity and retrieving tests ruled out any abnormality in maternal behavior of 

eel-exposed dams that could affect pup development and depressive-like behavior in adulthood 

(see Table 1 and Fig. 1 in the Supplementary Data). 

Findings from human and animal models suggest that inflammation constitutes a 

plausible causative factor for the development of depression (Bilbo and Schwarz, 2009; Bolton 

and Bilbo, 2014; Miller and Raison, 2016). Interestingly, human studies have shown that, when 

exposed to laboratory stressors, individuals predisposed to depression (e.g. who experienced 

early-life trauma) developed elevated inflammatory responses as compared to controls (Pace et 

al., 2006). Post-mortem studies have highlighted increased expression of pro-inflammatory 

cytokines such as IL1β, IL6, and TNFα in brain samples of suicide victims who suffered from 

depression (Maes, 1995; Miller et al., 2009). Blood levels of IL1β and IL18 correlate positively 

with the severity of depression; although reduced concentrations of anti-inflammatory 

cytokines such as IL10 and TGF-β in depressive patients have also been reported (Li et al., 

2010). In our study, significant increased levels of the pro-inflammatory cytokines IL1β and 

TNFα were found in male and female neonatal brains from mice that were prenatally exposed 

to polluted eels (Table 2). A further significant production of pro-inflammatory cytokines 

including IFNγ and IL6 was induced in the neonatal male and female brains by in utero 

exposure to the highly polluted eels. Although prenatal exposure to polluted eels induced 

inflammation in both genders, it appears that there is differential production of pro- 

inflammatory cytokines in males relative to females, as TNFα, IL6, and IFNγ levels in male 

neonatal brains were slightly higher than those found in female neonatal brains, particularly in 

case of exposure to the highly polluted eels. Conversely, NO production was found to be 



---------------------------------------------------------------------------------------------------------Résultats et Discussion 
 

 

significantly higher in the female neonatal brains. An imbalance of anti-inflammatory responses 

of prenatally exposed neonatal males as well as females vs. unexposed controls was found 

following exposure of the pregnant mice to the lowly polluted eels, as significantly higher 

expression of IL10 and IL4 were detected (Table 2). Again, gender differences were noted, as 

only prenatally exposed neonatal males produced significant levels of the anti-inflammatory 

cytokine TGFβ. Notably, the inflammatory status in neonatal brains of exposed neonates 

reflected exclusive responses to in utero exposure to eels. Although in our study the offspring 

inflammation was developmental in origin following exposure of the mothers to polluted eels, 

the etiology of the inflammation in the neonates cannot be inferred from our results, as the 

cytokines may have been of maternal, placental, and/or fetal origin (Bolton and Bilbo, 2014; 

Hale et al., 2014; Marques et al., 2013). However, in this study, pups were still exposed to 

polluted eels during lactation (i.e. until weaning, at PND 21) and thus, the inflammatory status 

in postnatal brains of exposed pups reflects responses to in utero plus lactational exposure to 

polluted eels. Our results indicate postnatal brain inflammation of males as well as females 

following significant production of IL6. The effect of perinatal exposure on postnatal brain 

inflammation depended on the level of pollutants in the eels, as greater effects on TNFα, IL1β, 

IFNγ, and NO levels in the brains of both genders were seen with the highly polluted eels. A 

gender differential in pro-inflammatory marker levels was also observed in the brains of pups, 

as TNFα was produced at higher levels in postnatal male brains; although NO production was 

considerably higher in the postnatal female brains. Pro- and anti-inflammatory profiles of male 

and female brains pre- vs. peri-natally exposed to polluted eels were approximately similar. 

Thus, an increase in the production of pro-inflammatory cytokines was observed in postnatal 

brains (TNFα and IFNγ for male brains and IL6 for both male and female brains). A decrease 

in the level of TGFβ was found, however, in the male postnatal brains. This may indicate a 

relatively limited contribution of lactational exposure in the induction of inflammatory 
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processes, as cytokines could also have a postnatal origin (Bolton and Bilbo, 2014). In this 

respect, it has been reported that lactational exposure to pollutants (e.g. lead and urban air 

pollution) results in a greater toxicity (e.g. nephrotoxicity and cardiotoxicity) than that found 

following prenatal exposure (Damaceno-Rodrigues et al., 2009; Vyskocil et al., 1995). This 

assumption has also been extended to the developmental effects of individual pollutants on the 

emotional behavior of rodent offspring, as found in the studies carried out on bisphenol A 

(Gioiosa et al., 2013; Palanza et al., 2016). In this study, exposed neonatal male as well as 

female brains (in other words, when only prenatal exposure occurred) showed similar, although 

more pronounced, inflammatory profiles to those observed in the postnatal male and female 

brains (i.e. when subjected to in utero as well as lactational exposure), thus underscoring the 

high vulnerability of the developing brain in mice to inflammatory challenges during the 

gestational period. In addition to the potential specific action of the combined effects of 

pollutants on inflammatory mechanisms during gestation, our findings also point out the 

importance of investigating developmental effects of dietary pollutants in a real food matrix 

instead of artificial contamination or individual pollutants. Inflammation was also found on 

PND 100, following the high expression of inflammatory markers including TNFα, IL1β, IFNγ, 

IL6, and NO, which indicates that conditions of chronic brain inflammation in male and female 

offspring mice exist throughout their life (Table 2). Interestingly, depressive symptoms have 

been found to be strongly associated with chronic inflammation (Bilbo and Schwarz, 2009). A 

low level of anti-inflammatory cytokine responses was observed in brains of adult mice (Table 

2), as compared to developing brains, indicating that brain inflammation was more pronounced 

in adult males and females than at early-life stages (PNDs 1-21). The inflammatory profile of 

adult male brains was very similar to that of adult female brains, although higher levels of 

TNFα, IL1β, and IL4 were detected in the males. This differential induction of cytokines may 

contribute to the gender differences observed in the resignation behavior tests. It was recently, 
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noted that perinatal sensitivity to immune challenges appears to be higher in males compared 

to females owing to the gender-specific strategies adopted in the immune responsiveness of 

both the developing brain and placenta (Bolton and Bilbo, 2014). This might explain the higher 

risk of depression among male infants who are small for their gestational age (SGA) than SGA 

females in adulthood (Bolton and Bilbo, 2014; Thompson et al., 2001). Our results emphasized 

the importance of considering gender in developmental studies as it could be a confounding 

factor since exposed adult offspring males, but not females, developed a depressive phenotype, 

and our previous work showed that aged females, but not males, exhibited a hyperactive 

phenotype (Dridi et al., 2016). Pro-inflammatory cytokines may act by decreasing the 

availability of serotonin, dopamine, and noradrenaline, which are the key neurotransmitters 

involved in the pathophysiology of depression (Miller and Raison, 2016; Wilson et al., 2002). 

Furthermore, our study revealed higher plasma MPO levels for both adult male and female 

offspring mice compared to controls. In a study of twins, an association was made between 

major depression disorders and inflammatory biomarkers in general, and more particularly with 

MPO, an inflammatory enzyme produced by activated leukocytes (Vaccarino et al., 2008). In 

another study, it was shown that both MPO mRNA and protein levels were elevated in patients 

with recurrent depressive disorder compared to controls (Talarowska et al., 2015). Thus, MPO 

may play a role in the depressive-like behavior of offspring males as a greater increase was 

found in males than in females, in particular those perinatally exposed to intermediately and 

highly polluted eels (Fig. 1A). Interestingly, depressive symptoms were greater in male mice 

perinatally exposed to either intermediately or highly polluted eels than in those exposed to only 

lowly polluted eels (Fig. 3), which further emphasizes that MPO may be a contributing factor 

in the observed resignation behavior of adult offspring males. Behavioral gender differences 

between males and females to early-life exposure to pollutants are likely adaptive 
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behavioral strategies that could also result from the interference of chemicals acting as 

endocrine disruptors of sexual differentiation processes (Gore et al., 2014; Palanza et al., 2016). 

Furthermore, inflammation can also affect the HPA axis, for which dysregulation 

predisposes, amongst others things, to depression, (Juruena, 2014; Spencer et al., 2014). 

Hyperactivity of the HPA axis in major depression has already been shown to occur, and this is 

likely due to the impaired feedback inhibition of this axis by circulating glucocorticoids 

(Juruena, 2014; Tofoli et al., 2011). It has been suggested that early-life stress as well as 

perinatal diet can result in programming changes of the HPA axis, most likely through 

epigenetic mechanisms (Cai et al., 2016; Spencer, 2013), and such changes may cause the 

development of depression in adulthood (Juruena, 2014). In this study, plasma corticosterone, 

a hormone that is a systemic marker of stress, was used as an indicator of activation of the adult 

HPA axis (Spencer et al., 2007). We have only found elevated corticosterone levels in adult 

male offspring (Fig. 1B), suggesting a dysregulation of their HPA axis as a possible major 

contributor to the development of depressive-like behaviors in males, while this is not the case 

for adult offspring females. It has been suggested that HPA axis regulation depends on several 

factors including gender (Veldhuis et al., 2013), and this may explain the discrepancy in stress- 

adaptive corticosterone production between males and females. 

In conclusion, our results emphasize the role of maternal diet as a preconditioning factor 

for normal or abnormal behavior in offspring at a later stage of life. Perinatal exposure to lowly, 

intermediately, or highly polluted eels only induced late depressive-like behavior in adult male 

offspring, and not in females. The eel matrix pollutant level constituted a determinant factor as 

depressive symptoms were higher in male mice perinatally exposed to either intermediately or 

highly polluted eels than those exposed to lowly polluted eels. We believe that early 

inflammation is the origin of these depressive-like symptoms exhibited by offspring males in 

adulthood as a result of gender selective HPA axis dysregulation. As pointed out in recent 
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studies, polluted fish nowadays represents a significant issue in regard to human health (Berger 

et al., 2001; Genuis, 2008; Oken et al., 2005; Paliwoda et al., 2016). To limit the possible toxic 

effects on offspring, women have often been advised to continue eating fish during pregnancy 

but to select species with lower levels of contamination such as small fatty fish (e.g. sardines), 

and canned tuna (Genuis, 2008; Oken et al., 2005; Paliwoda et al., 2016). Although French 

authorities have prohibited consumption of eels from several rivers and lakes, reared eels (the 

least polluted eels used in this study) are still available for consumption. Therefore, we believe 

that sensitive populations that are at risk of adverse neurodevelopmental effects, including 

women of childbearing age, pregnant, or nursing women should avoid consuming eels all 

together. 
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Figure legends: 
 
 

 
 

Fig. 1. Effects of perinatal exposure to polluted eels on plasma levels of myeloperoxidase 

(MPO) (A) and corticosterone (B) of adult offspring male and female mice (n = 5/sex/group), 

compared to standard diet alone (i.e., diet without eel). Intermediately polluted eel corresponds 

to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels at a ratio 

of 2:1. The data are reported as the mean±SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

significantly different from the control. The ‘t’ indicates that corticosterone levels of male mice 

whose mothers were exposed to lowly polluted and intermediately polluted eels approached 

significance, compared to controls (p = 0.07 and p = 0.06, respectively). 



---------------------------------------------------------------------------------------------------------Résultats et Discussion 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2. Open-field horizontal (A) and vertical (B) activities of adult offspring male and female 

mice whose mothers were fed polluted eels during pregnancy and lactation, compared to 

controls (i.e. maternal standard diet alone). Intermediately polluted eel corresponds to an 

artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels at a ratio of 2:1. 

Data are reported as the mean ± S.E.M. (n = 20, males: n=10, females: n=10, per group). 
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Fig. 3. Effects of perinatal exposure to lowly, intermediately, or highly polluted eels on 

immobility time of adult offspring male and female mice (n = 10/sex/group) in both the tail 

suspension test (TST) (A) and the forced swimming test (FST) (B), compared to standard diet 

alone (i.e. diet without eel). Intermediately polluted eel corresponds to an artificial eel matrix 

obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels at a ratio of 2:1. The data are 

reported as the mean±SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001 significantly different from the control. 

The‘t’ indicates that immobility time in the TST of male mice whose mothers were exposed to 

lowly polluted eels approached significance compared to controls (p = 0.06). 
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Table 1. Pollutant levels detected in both reared (lowly polluted) and river (highly polluted) 
eels. 

 
Chemical groups 

(ng/g fw) 
Pollutants Reared eels 

(la Meuse, Belgium) 
River eels 

(The Netherlands) 
PCBs: Σ6 NDL-PCB indicators 52.9 250.5 

 Total NDL-PCBsa 105.9 501.0 
 Total DL-PCBsb 10.6 50.1 
 Total PCBsc 116.5 551.1 

Dioxins/Furans: PCDD/Fs 620 820 
PAHs: Naphtalene < 15 < 16 

 Acenaphtylene < 15 < 16 
 Acenaphtene < 15 39 
 Fluorene 46 23 
 Phenanthrene 39 46 
 Anthracene 40 42 
 Fluoranthene < 38 < 41 
 Pyrene < 38 < 41 
 Chrysene < 38 < 41 
 Benzo(k)fluoranthene < 76 < 82 

BDEs: BDE47 < 38 < 41 
 BDE99 < 38 < 41 
 BDE100 < 38 < 41 
 BDE154 < 38 < 41 
 BDE153 < 38 < 41 
 BDE183 < 38 < 41 

Pesticides: α-HCH 2.87 1.64 
 HCB 3.24 3.04 
 β-HCH 1.56 3.11 
 γ-HCH 0.79 0.43 
 op'DDE 0.81 0.42 
 pp'DDE 10.59 19.98 
 op'DDD 0.89 1.41 
 op'DDT 1.75 0.67 
 pp'DDD 1.58 5.46 
 pp'DDT 5.35 5.17 

Metalsd: Mercury (Hg) 0.277 0.550 
 Aluminium (Al) 7.076 6.899 
 Vanadium (V) <0.588 <0.588 
 Chromium (Cr) 0.594 <0.151 
 Manganese (Mn) 0.853 0.562 
 Iron (Fe) 10.94 8.351 
 Cobalt (Co) 0.015 0.028 
 Nickel (Ni) 0.140 0.066 
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Copper (Cu) 0.718 0.725 
Zinc (Zn) 38.28 49.24 

Arsenic (As) 3.019 <0.475 
Selenium (Se) 0.399 1.802 

Molybdenum (Mo) 0.052 0.042 
Cadmium (Cd) 0.024 <0.010 

Lead (Pb) 0.043 0.033 
Platinum (Pt) <0.012 <0.012 

 

BDEs: polybrominated diphenyl ethers; DDD: dichlorodiphenyldichloroethane; DDE: 
dichlorodiphenyldichloroethylene; DDT: dichlorodiphenyltrichloroethane; DL-PCBs: dioxin- 
like polychlorinated biphenyls; fw: fresh weight; HCB: hexachlorobenzene; HCH: 
hexachlorocyclohexane; NDL-PCBs: non-dioxin like polychlorinated biphenyls; PAHs: 
polycyclic aromatic hydrocarbons; PCDD/Fs: polychlorinated dibenzo(p)dioxins and furans; 
Σ6 NDL-PCB: the sum of the 6 NDL-PCBs: 28, 52, 101, 138, 153, and 180. 
a total NDL-PCBs corresponds to an estimated value obtained by considering the 6 NDL-PCB 
indicators approximately 50% of total NDL-PCBs (EFSA, 2005). 
b total DL-PCBs corresponds to an estimated value obtained by considering the 6 NDL-PCBs 
indicators close to five times higher than the sum of total DL-PCBs (EFSA, 2010). 
c Total PCBs corresponds to the sum of DL- and NDL-PCBs. 
d Weight given as μg/g dry weight; average water content 51.08%. 



 

 

 
 
 
 
 
 

Table2. Effects of perinatal exposure to polluted eels on the brain inflammatory markers of male and female pups, assessed at PNDs 1 and 21, and 
male and female adult mice, assessed at PND 100, compared to standard diet alone (i.e. diet without eel). 

Maternal diet with 
or without eels TNFα IL1β IL6 IFNγ NO$ IL10 IL4 TGFβ 

 

Males 
 
 
 
Females 

 
 
 
Males 

 
 
 
Females 

 
 
 
Males 

 
 
 

Females 

Standard diet 100.5±4.8 37.4±7.2 71.4±5.9 50.2±2.4 0.3±0.0 76.5±21.4 102.9±28.8 102.4±26.4 
Lowly polluted eels 301.7±15.0* 152.3±14.2*** 54.8±9.3 50.8±7.5 1.4±0.3 279.4±49.6** 375.7±66.7** 1118.6±135.6** 
Intermediately polluted eels# 407.0±14.6*** 158.6±4.8*** 81.8±9.7 99.1±5.6 3.3±1.2t 171.8±26.1 242.7±29.6 898.3±54.4* 
Highly polluted eels 548.±77.9*** 187.3±11.8*** 274.4±59.9** 294.3±34.1*** 4.3±0.8** 146.2±20.0 170.6±22.3 1112.7±267.0** 
Standard diet 100.3±3.4 31.9±2.1 77.3±11.6 50.1±1.7 0.5±0.0 126.8±26.7 170.5±36.0 148.6±23.8 
Lowly polluted eels 328.4±10.3*** 164.7±15.5*** 88.1±12.9 64.2±5.2 1.7±0.0* 288.7±51.1* 388.4±68.7* 880.6±41.6 
Intermediately polluted eels#       362.5±9.9***       118.4±9.2**         68.1±6.8          101.2±18.4t          2.1±0.1**       157.6±27.7           207.4±35.0       1472.7±786.6 
Highly polluted eels           462.0±40.9***     225.0±26.9***     169.9±37.0*          231.0±20.4***     5.3±0.6***     107.5±6.7           146.8±8.8         1119.7±404.8 
Standard diet 96.1±20.4 65.5±5.4 108.5±44.7 48.0±10.2 0.4±0.0 98.0±26.5 131.9±35.6 98.1±26.5 
Lowly polluted eels 558.6±84.0** 186.5±87.0 405.3±50.0* 179.3±41.9 t 1.2±0.4 291.4±33.1** 375.8±66.9** 280.5±52.6 t 

Intermediately polluted eels# 537.0±73.0** 313.6±97.8 t 396.8±105.2* 168.5±36.8 3.5±1.3 180.5±22.0 286.7±22.5 541.3±66.1*** 
Highly polluted eels 750.0±79.5*** 343.5±50.3* 433.0±51.6* 375.0±39.8*** 8.6±3.3* 126.9±16.6 164.6±28.8 380.6±49.8** 
Standard diet 235.3±64.4 70.9±10.6 57.7±3.0 117.6±32.8 0.6±0.0 130.8±26.7 170.5±35.9 126.8±26.7 
Lowly polluted eels 299.6±80.2 117.6±14.5 169.2±20.17* 176.2±29.4 1.9±0.1* 271.8±48.1* 388.4±68.7* 268.8±61.1 
Intermediately polluted eels# 461.8±111.3 255.1±81.5 t 292.0±85.9 * 150.9±73.9 2.9±0.2** 154.2±26.0 207.3±35.0 262.5±78.1 
Highly polluted eels 879.2±218.9* 321.0±52.8* 460.6±44.0*** 439.6±109.5* 5.7±0.6*** 119.1±21.3 151.8±11.1 327.3±25.3 t 
Standard diet 77.5±17.9 70.0±6.6 44.4±9.1 49.2±6.0 0.4±0.0 56.0±21.9 75.3±29.4 83.7±33.3 
Lowly polluted eels 905.5±112.3t 253.0±78.7 181.0±16.9*** 55.9±11.7 1.4±0.3 126.9±12.8t 170.7±3.7t 295.3±58.8 
Intermediately polluted eels# 1046.0±350.1* 444.0±95.4** 188.5±5.7*** 66.3±4.7 3.4±1.7 139.3±26.1 199.0±29.6* 300.5±61.8 
Highly polluted eels 1183.4±259.9* 493.2±70.3** 222.5±14.0*** 542.9±75.3*** 8.1±3.1* 113.7±20.0 127.0±22.3 341.0±153.5 
Standard diet 77.5±13.0 62.7±6.7 37.8±2.5 56.1±5.6 0.5±0.0 94.3±26.7 126.8±36.0 140.7±70.8 
Lowly polluted eels 457.9±61.9 155.2±18.5 195.7±18.4*** 64.2±8.9 1.8±0.0* 110.5±18.7 148.6±25.2 456.9±151.5 
Intermediately polluted eels# 626.9±189.5* 187.9±36.9* 140.7±11.0** 158.1±16.6 2.2±0.1** 125.2±17.7 163.7±35.0 254.0±85.8 
Highly polluted eels 631.9±95.9* 294.6±33.5*** 267.4±32.0*** 524.3±79.0*** 5.5±0.6*** 75.1±6.7 103.1±8.8 149.2±29.8 

Values represent the mean ± SEM for 10 individuals (5 females and 5 males)/group, and are expressed as pg/ml. $NO expressed as µM. # Intermediately polluted eel corresponds 
to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels at a ratio of 2:1. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 significantly different from the control. 
The‘t’ indicates that inflammatoy markers in brain of mice whose mothers were exposed to polluted eels approached significance compared to controls. 
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Supplementary data 

Figure legend: 

Fig. 1. Retrieving time of pups performed by mouse mothers exposed, during pregnancy and 
lactation, to standard diet enriched with Lowly, intermediately, or highly polluted eels 
compared to mothers fed standard diet alone (i.e. the controls). Intermediately polluted eel 
corresponds to an artificial eel matrix obtained by mixing Lowly polluted and highly polluted 
eels at a ratio of 2:1. The data are reported as the mean±SEM. 

 
 

Table. 1. Nest quality scores, from PND 2 to PND12, carried out by mouse mothers exposed, 

during pregnancy and lactation, to standard diet enriched with Lowly , intermediately, or highly 

polluted eels compared to mothers fed standard diet alone (controls). 

 
 

Maternal diet with or 
without eels PND 2 PND 4 PND 6 PND 8 PND 10 PND 12 

Standard diet 1.7±0.1 1.4±0.2 1.1±0.2 1.1±0.0 1.0±0.1 0.9±0.2 
Lowly polluted eels 1.7± 0.2 1.4± 0.2 1.2± 0.1 0.9± 0.1 0.8± 0.1 0.7± 0.2 
Intermediately polluted eels# 1.5±0.2 1.4±0.1 1.1±0.1 1.0±0.0 1.1±0.1 0.7± 0.2 
Highly polluted eels 1.9±0.1 1.4±0.1 1.2±0.1 1.1±0.1 1.0±0.0 0.8± 0.1 

 
 
 

Values represent the mean ± SEM for 10 mothers/group. # Intermediately polluted eel 
corresponds to an artificial eel matrix obtained by mixing Lowly polluted and highly polluted 
eels at a ratio of 2:1. PND: Postnatal day. 
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Article 2: 

 “Chemically contaminated eel fed to pregnant and lactating mouse dams causes 
 hyperactivity in their offspring” 
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Dans cette étude, l’activité locomotrice des souris exposées périnatalement aux anguilles 

polluées a été examinée au fil du temps (du JPN 47 au JPN 329). Nous avons trouvé que 

l’activité des mâles a resté intacte durant la durée de l’étude. Cependant, une hyperactivité 

tardive a été observée chez les femelles. En effet, au JPN 47, l’activité des femelles jeunes 

adultes était intacte ; cependant l’hyperactivité a commencé à apparaitre dès le JPN 195, c’est- 

à-dire à l’âge adulte avancé (âge analogue chez l’Homme de 30 ans). De plus, cette 

hyperactivité a été aussi observée à l’âge moyen (JPN 305 et 329), âge analogue chez l’Homme 

de 39-48 ans). Dans cette étude, le test de l’open field a été utilisé pour évaluer l’activité, après 

une minute d’habituation des animaux. Le fait de répéter le même test au JPN 47, 195 et 329 

pourrait entrainer une habituation au test, ce qui est un avantage pour évaluer l’activité motrice. 

En effet, la première minute d’habituation voire la répétition du même test est en faveur de la 

diminution de l’anxiété des animaux, ce qui neutraliserait ce stress lors de l’évaluation de 

l’activité. En outre, nous avons utilisé au JPN 305, le test de l’actimètre qui permet d’évaluer 

l’activité motrice des animaux dans un milieu familier en évitant les réponses de type 

néophobiques. L’hyperactivité a été donc confirmée à l’âge moyen via 2 tests différents. 

Article 2: Dridi. I, Soualeh. N, et al., “Chemically contaminated eel 
fed to pregnant and lactating mouse dams causes hyperactivity in their 

offspring” Int J Vitam Nutr Res (2017), 1–12. 

IF: 1,5/Q2 
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Abstract 

 

This study examined whether perinatal exposure to polluted eels (Anguilla anguilla L.) induces 

changes in locomotor activity of offspring mice across lifespan (post-natal day (PND) 47 to 

329), using the open field and the home cage activity tests. Dams were exposed during gestation 

and lactation, through diets enriched in eels naturally contaminated with pollutants including 

PCBs. Analysis of the eel muscle focused on the six non-dioxin-like (NDL) indicator PCBs (Σ6 

NDL-PCBs: 28, 52, 101, 138, 153 and 180). Four groups of dams (n=10 per group) received 

either a standard diet without eels or eels (0.8 mg/kg/day) containing 85, 216, or 400 ng/kg/day 

of Σ6 NDL-PCBs. The open field test showed that early-life exposure to polluted eels increased 

locomotion in female offspring of exposed dams but not in males, compared to controls. This 

hyperlocomotion appeared later in life, at PNDs 195 and 329 (up to 32% increase, p<0.05). In 

addition, overactivity was observed in the home cage test at PND 305: exposed offspring 

females showed a faster overall locomotion speed (3.6-4.2 cm/s) than controls (2.9 cm/s, 

p<0.05); again, males remained unaffected. Covered distances in the home cage test were only 

elevated significantly in offspring females exposed to highest PCB concentrations (3411±590 

cm vs. 1377±114 cm, p<0.001). These results suggest that early-life exposure to polluted eels 

containing dietary contaminants including PCBs caused late, persistent and gender dependent 

neurobehavioral hyperactive effects in offspring mice. Furthermore, female hyperactivity was 

associated with a significant inhibition of acetylcholinesterase activity in the hippocampus and 

the prefrontal cortex. 

 
 
 

Keywords: Eels; hyperactivity; acetylcholinesterase activity; PCBs; offspring mice; perinatal 

exposure; late effects. 
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1. Introduction 

 
Several epidemiological studies have emphasized the preventive effect of regular fish 

consumption, especially fatty fish and fish oils, against cardiovascular diseases (CVD) and 

related mortality. This is thought to be mainly due to their long chain omega-3 polyunsaturated 

fatty acids (PUFAs) such as docosahexaenoic acid (22:6n-3; DHA) and eicosapentaenoic acid 

(20:5n-3; EPA), able to reduce plasma triacylglycerol levels, blood pressure, platelet 

aggregation and inflammation [1, 4]. Fish consumption may further exert beneficial effects on 

fetal development [4-7]. Two portions of fish per week (i.e. 2 times 140 g) have been 

recommended, of which one should be rich in fatty acids [4, 8], such as sardines, salmon, 

mackerel, and trout. 

Fish consumption has been recognized to reestablish a more balanced omega 6 to omega 

3 fatty acid ratio in humans, even for fetuses and neonates [9]. DHA is essential for the human 

brain development; DHA is preferentially incorporated into the cell membranes of neuronal 

cells and the retina, constituting the most abundant omega-3 fatty acid in the brain and retina 

[10, 13]. The fetus and newborn infants are dependent on a maternal supply of DHA, 

particularly during the last trimester of pregnancy (via placental transfer), characterized by the 

brain’s growth spurt, and the first postnatal months (via breast-milk or infant formula) [11, 14]. 

During the entire gestation period, a total of ca. 600 g of essential fatty acids including DHA 

are transferred from the mother to the fetus [11]. 

In contrast to the health-promoting effects of the naturally occurring ingredients in fatty 

fish, contaminants constitute a serious human health concern. This is especially true for 

lipophilic and persistent compounds that accumulate in predatory fish species [4, 15, 16] 

through the food chain, particularly in their fat tissues. Concentrations of persistent organic 

pollutants (POPs) such as polychlorinated biphenyls (PCBs), dioxins and polycyclic aromatic 

hydrocarbons (PAHs) in fish depend further on other factors, such as their migration patterns, 
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fat content, age, the number of times they spawn, size, and feeding habits [4, 17]. Both dioxin- 

like (DL) and non-dioxin-like (NDL) were observed in fish and fish products. Strong 

correlations between NDL-PCBs levels and total dioxins + DL-PCBs were found in fish [18]. 

Eel (Anguilla anguilla L.) represents a good indicator species for assessing ecosystem 

health, general environmental levels of pollutants, and PCBs in particular [19, 21]. Eel is a 

useful bioindicator due to (i) its carnivorous diet (implying a high bioaccumulation for a wide 

range of contaminants), (ii) its expanded migratory life style (eels begin their life-cycle in the 

ocean and spend most of their lives in fresh water, returning to the ocean to spawn and die), 

(iii) its comparably large body size (60-80 cm to 1.5 m in some cases) and (iv) its weight 

(reaching 3-4 kg, offering sufficient tissues for analyses), and (v) its lifespan (10-15 y on 

average) [22, 23]. Many European studies have indicated that eels are the most PCB 

contaminated fish [4, 24]. PCB pollution may be an important factor in the decline of European 

eels, which are considered endangered [25]. The mean levels of the six non-dioxin-like indicator 

(NDL) PCBs (28, 52, 101, 138, 153 and 180) in eel muscle has shown to reach up to 2700 ng/g 

[26]. However, the maximum permitted level (MPL) of the sum of the six indicator PCB 

congeners (Σ6 NDL-PCBs) in muscle meat of wild caught eel and products is 300 ng/g wet 

weight [27]. The sum of these six NDL-PCBs are used as indicators to estimate total PCBs (DL 

and NDL-PCBs) in food matrices as it is well accepted that the 6 NDL-PCBs represent about 

50% of total NDL-PCBs in food. In addition, Σ6 NDL-PCBs occurs in concentrations close to 

five times higher than the sum of total DL-PCBs [18, 24]. 

Several developmental animal studies have investigated the neurobehavioral effects of 

PCBs administered either as individual congeners or as commercial mixtures [28, 31]. 

However, studying the effect of PCBs naturally contained in the food matrix (e.g. fatty fish) 

may be of great interest in order to assess the risk-benefit ratio following the consumption of 

such human polluted items, as their beneficial ingredients (e.g. omega-3 PUFAs and selenium) 
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might play a role in reducing or counterbalancing the adverse effects of these man-made 

chemicals. 

As many studies have shown that motor activity can be affected by early-life exposure 

to chemicals, resulting in transient or even permanent abnormal later activity levels [28, 30, 32- 

35], the aim of this study was to examine whether gestational and lactational exposure to eels 

naturally contaminated with PCBs would induce changes in the locomotor activity of offspring 

mice, following potential effects across their lifespan. For this purpose behavioral models of 

general activity, including the open field and the home cage activity test were used. In addition, 

acetylcholinesterase activity was assessed in several brain regions; this enzyme was proposed 

as a sensitive biological marker for contaminants including PCBs, even at low levels [36]. To 

the best of our knowledge, this is the first animal study that aimed to investigate the effect of 

early-life exposure to fish contaminated with PCBs, on rodent offspring activity. The 

contamination level of eels was assessed, particularly on PCB contamination; metal 

concentrations including mercury levels in the used eel matrices have been previously 

determined [37]. 

2. Materials and Methods 
 

2.1. Animals and Breeding 
 

CD1 mice, an outbred strain, were obtained from the breeder (Charles River, 

France). Mice including females (n = 50) and males (n = 40), aged 9 weeks and weighing 

30-40 g, were maintained on a standard 12-hr light/dark cycle (lights on starting at 8:00 

p.m.), temperature controlled conditions (22 ± 2°C), and a relative humidity of 55 ± 10%. 

They were housed in groups of five per sex in standard cages with ad libitum access to 

water and food pellets (SDS Dietex, St Gratien, France). All animal procedures were 

carried out in accordance with the European Union (Directive 2010/63/EU), and were 
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approved by the institutional ethics committee of the University of Lorraine (authorization 

number CELMEA-2013-0010). 

Mice mating, involving one male with two females per cage, began after a 2-week 

period of acclimatization. The day on which a vaginal plug was present, fecundated females 

were housed individually. Once the number of forty pregnant females was obtained (10 

dams/group), the mating session was terminated. After a 2-week period of gestation, small 

pieces of cotton were placed on the lid of each cage to be used for the construction of the 

maternal nest. The day of parturition was considered to be postnatal day (PND) 1. To 

prevent litter size bias [29, 35] the recommendations of the OECD [38] were applied in 

order to equalize pup number among litters (n=10 pups/litter, 5 pups/sex). 

2.2. Perinatal exposure to eels containing PCBs: 
 

2.2.1. Eel matrix 
 

The eel fishing permit was obtained from the Ministry of the Walloon region, 

Belgium, authorization number DNF/DCP/CD705.1 / Sortie 2007: 31416). Five river 

yellow eels (la Meuse, Belgium) were stunned and caught with a dip net in spring 2011. In 

addition, 10 reared yellow eels were purchased from Zon-Aquafarming (Helmond, The 

Netherlands). Biologists of the University of Liège (ULg) identified both river and sea 

reared eels as Anguilla anguilla L. within the autopsy process. Then, eel muscle was 

sampled, separated in 2 pools according to their origin, freeze dried, mixed and kept at - 

20°C until paste preparation. Additionally, a portion of each pool was used to determine 

PCB concentration. Metal concentrations including mercury levels in the eel muscle has 

been previously described by Dridi et al. [37] It is worth noting that eel matrices may 

contain other unspecified chemicals, including lipophilic contaminants. 

2.2.2. Eel paste preparation 
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The contaminated food (paste consisting of eels and chow) was prepared by mixing 

with a kitchen household blender (Robot monofonction Seb Valentin 8553, France) 10 g 

of powder food pellets (SDS Dietex, St Gratien, France) with 10 ml water, 0.5 ml sweep 

syrup, 1 ml corn oil and 320 mg of lyophilized eel to obtain a homogenous paste. On the 

following day, the paste was cut to smaller pieces according to the weight of pregnant and 

nursing females in order to be delivered to mice at 0.8 mg/kg/day (i.e., a mother weighing 

40 g ingested 32 mg-dw of eels that corresponded to 0.8 g-dw of eel per kg of body weight 

(bw) of the mouse). For control mice (n=10), the paste was prepared with the same 

ingredients cited above but without adding eels, as no PCB-free eels were found. 

2.2.3. PCB exposure and doses 
 

Nurturing females were allocated to the 4 experimental groups by stratified 

randomization; 40 dams ingested daily the standard diet (food pellets, SDS Dietex, St 

Gratien, France) plus paste with or without eels from gestational day (GD) 6 until PND 21 

(weaning). The appropriate pastes were filed daily into the cage of each female during the 

exposure period. Paste was completely eaten by each female and no residual was found in 

the cage. Thus, in addition to control mice receiving the standard diet plus paste without 

eels, three groups of female mice (n=10 per group) ingested eel muscle (0.8 mg/kg/day) 

containing the following doses of Σ6 NDL-PCBs: 85 ng/kg/d (reared eels only), 216 

ng/kg/d (a mix of reared and river eels) and 400 ng/kg/day (river eels only). 

The doses of this study were chosen firstly based on the average daily dietary intake of total 

NDL-PCBs in humans, which were estimated by EFSA to be in the range of 10-45 ng/kg body 

weight (b.w.) per day [24]. Secondly, the interspecies uncertainty factor of 10 was also taken 

into account to extrapolate results from animals to humans, as the interspecies variation has 

been widely considered in risk assessment procedures, assuming that humans may be 10-fold 
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more sensitive than animals [39, 40]. Thus, mice exposure to 85 ng/kg/day was assumed to 

reflect low human exposure inferior to the tolerable daily intake (TDI) of Σ6 NDL-PCBs, 

corresponding to 10 ng/kg/day. On the other hand, 400 ng/kg/day would reflect high dietary 

PCB exposure. For example, some specific subpopulations such as Baltic fishermen have been 

reported to ingest up to 40 ng/kg of the Σ6 NDL-PCBs [24]. 

On PND 21 (weaning), male and female offspring mice were separated into two different 

rooms to exclude the effect of sexual pheromones at adult age on behavior. Thus, 5 same-sex 

littermates were housed in each cage [38]. Behavioral testing was carried out between 10 a.m. 

and 1 p.m. Tests were conducted in one male and one female randomly selected from each litter 

(10 litters/group). Thus, 10 pups/gender/group i.e., a total of n=20/group were analyzed. All 

behavioral experiments were recorded. The home cage activity was quantified using an 

Activmeter (Bioseb, Vitrolles, France); locomotion in the open-field test was evaluated by an 

experienced researcher. The offspring body weight was periodically measured from parturition 

(PND 1) until PND 330 (i.e. at PNDs: 1, 12, 20, 26, 40, 130, 200 and 330). 

2.3. Biochemical analyses 
 

For biochemical analysis, a total of 5 mice (offspring) per sex and group were 

randomly selected from 10 litters/group, euthanized with isoflurane and decapitated on 

PND 338. The skull was opened and the brain was placed on cold ice. After removal of the 

meninges, the cerebellum, prefrontal cortex and hippocampus were collected and weighed. 

Each tissue was homogenized with a potter in 9 volumes (1:10, w/v) of 20 mM sodium 

phosphate buffer, pH 7.4 containing KCl (140 mM). Homogenates were centrifuged at 400 

x g for 30 min at 4 °C to discard nuclei and cell debris. The pellet was discarded and the 

supernatant, a suspension of mixed and preserved organelles was collected, aliquoted and 

stored at −80°C until analysis. 
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2.4. NDL-PCB analyses 

 

NDL-PCB contamination level of the 2 eel pools was determined by a fully 

validated method based on the EN16215:2011 European standard in an ISO 17025 

accredited laboratory (Center of Analytical Research and Technology, CART, Belgium) 

Briefly, fat was extracted with a pressurrized solvent extraction system (Thermo-Fisher, 

Palo-Alto, USA), followed by a subsequent purification by liquid chromatography carried 

out with a PowerPrep automat (FMS, Watertown, MA), and finally analyzed by GC-HRMS 

on an Autospec Premier (Waters, Millford, MA). Quantitation was achieved by isotope 

dilution technique using a 13C12 labelled analog for each NDL-PCB [37]. 

2.5. Behavioral tests – open field test and home cage activity test 
 

According to the OECD guidelines for the testing of chemicals [38], weighing and 

behavioral tests were conducted in one pup of each sex that was randomly selected from 

each litter i.e., 10/gender/group, thus a total of n=20/group. 

A circular open field was employed to assess the general locomotor activity of mice 

on PNDs 47, 195 and 329. The apparatus floor was divided into 36 squares. Mice were 

individually placed in the frontal part of the apparatus wall, and after 1 min of habituation, 

the number of squares crossed by all four paws (horizontal activity) was recorded for 5 min 

[29, 41]. 

Testing activity in the home cage (familiar environment) avoids the interaction with 

novelty and any induction of the neophobic behavior [42]. This test was performed at PND 

305 to evaluate the spontaneous activity of the tested mice using an activmeter (Activmeter; 

Bioseb, Vitrolles, France). Approximately 24h before testing, each animal was placed in a 

transparent plastic cage (12 × 35 × 14 cm) in order to become accustomed to the cage. The 

floor of the home cage was covered with sawdust and the animal was given unlimited 

access to food and water. The locomotion was evaluated based on the vibrations of the 
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cage, and infrared photocell detectors recorded rearing movements. The covered distance 

(cm), the average speed (cm/s), total activity time (s), global movement, including low- 

speed and high-speed activities, and rears were measured43 over a 15-min period. 

2.6. Acetylcholinesterase activity assay 
 

Acetylcholinesterase activity was spectrophotometrically determined (DU 720 

UV/Visible spectrophotometer, Beckman Coulter, Palo Alto, CA) in offspring mouse tissues 

(prefrontal cortex, cerebellum and hippocampus) according to Ellman et al [44]. In brief, 0.85 

ml of phosphate buffer (0.1 M; pH 7.5) was mixed with 0.05 ml of 8 mM 5,5′-dithiobis-(2- 

nitrobenzoic acid) and 0.05 ml of tissue extract. After 5 min at ambient temperature, the reaction 

was started by the adding 0.05 ml of acetylthiocholine (8.25 mM) to the mixture. 

Acetylcholinesterase activity was assessed at 412 nm (at 20°C) by kinetic measurement using 

molar extinction coeficient (ε) 13,6 mM–1 cm–1. The results were expressed as nanomoles 

acetylthiocholine hydrolyzed per minute per milligram protein. 

2.7. Statistical analyses 
 

When quantitative results followed a Gaussian distribution, analysis of variance 

(ANOVA) with perinatal exposure to chemically contaminated eels and gender as between- 

subject fixed-factors, time as a repeated measures variable (within-subject factor) was used to 

analyze the following dependent variables: body weight and behavioral measures. The 

dependent variable acetylcholinesterase activity was also analyzed using three-way ANOVA 

with exposure, gender and brain region as the main factors. The significant effects of the 

exposure were further assessed using Fisher’s protected LSD test when the one-way ANOVA 

results suggested significant differences. The results were reported as the mean (±SEM). When 

data were not normally distributed, the effects of exposure were assessed using a Kruskal– 

Wallis non-parametric test followed by Mann–Whitney U individual test to compare the 

exposed groups to the control. The data were reported as the median (IQR). For all statistical 
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evaluations, the level of significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were performed 

using Statview® 4.5 (Abacus Concepts, Inc., Piscataway, NJ, USA). 

3. Results 
 

3.1. Body weight 
 

Throughout the 330-postnatal day study period (PNDs: 1, 12, 20, 26, 40, 130, 200 and 

330), three-way ANOVA showed that there was no significant effect of chemically 

contaminated eel fed to pregnant and lactating mice on the weight of their offspring: [exposure: 

F(3.615) = 0.18, p = 0.9; exposure × gender: F(3.611) = 0.038, p = 0.99; exposure × age: 

F(21.58) = 1.17, p = 0.26; exposure × age × gender: F(21.555) = 0.402, p = 0.99]. As expected, 

offspring mice gained weight over time, as shown by a significant effect of age [F(7.611) = 

1108.63, p < 0.0001]. Postnatal evolution of the body weight was also gender-dependent 

[F(7.611) = 7.29, p = 0.007], which reached, to some extent, a plateau starting on PND 130 for 

both males and females (Figure 1). 

3.2. Open field test 
 

In contrast to age [F(2.216) = 7.65, p = 0.0013], exposure [F(3.215) = 0.83, p = 0.83] 

and gender [F(1.217) = 0.59, p = 0.44] had no significant effect on locomotion used as an 

indicator for general activity. However, three-way ANOVA revealed that the effect of perinatal 

exposure to eel contaminants on the general activity of F1 mice depended on age and gender, 

as significant interactions between these main factors were found: [exposure × age: F(6.207) = 

2.132, p = 0.05; exposure × gender F(3.211) = 5.401, p = 0.0013]. To explore these interactions, 

separate one-way ANOVA analyses were performed, and males and females were analyzed 

separately at each time of testing (PNDs 47, 195 and 329). On PND 47, no significant effect of 

perinatal exposure to contaminants on total ambulation was found in males [F(3.36) = 1.568, p 

= 0.21] or in females [F(3.36) = 0.45, p = 0.71]. On PNDs 195  and 329, no effect of exposure 
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during the gestational and breast feeding period to contaminants was found in males [F(3.31) = 

0.18, p = 0.90 and F(3.31) = 1.32, p = 0.28, respectively]. However, there was an exposure 

effect in females [F(3.32) = 6.85, p = 0.001 and F(3.30) = 3.40, p = 0.03, respectively]. 

Post-hoc comparisons revealed that the three studied groups of female mice whose 

mothers ingested eels containing PCBs at different doses, exhibited significantly more 

locomotion than controls (p<0.05). Indeed, at PND 195, perinatal exposure by females to 85, 

218 and 400 ng/kg/day (Σ6 NDL-PCBs) induced hyperactivity compared to controls (p<0.05, 

p<0.01, p<0.001, respectively). This effect was persistent at PND 329, as hyperactivity was also 

detected in females exposed to 85, 216 and 400 ng/kg/day in comparison to controls (p<0.01, 

p<0.05, p<0.05, respectively) (Figure 2). 

3.3. Home cage activity test 
 

Two-way ANOVA showed significant main effects of early-life exposure to dietary 

contaminants in eels [F(3.66) = 4.5, p = 0.01], and of gender [F(1.68) = 4.63, p = 0.03] on the 

covered distance during the 15 min activity test in the home cage. A significant interaction 

between these two factors was also found [exposure × gender: F(3.62) = 3.31, p = 0.02]. When 

each gender was examined separately, effect of exposure was found in females [F(3.30) = 5.96, 

p = 0.002] but not in males [F(3.31) = 0.24, p = 0.86]. Post-hoc tests showed that only the 

distance covered by female mice whose mothers ingested eels containing 400 ng/kg/d (∑6 

NDL-PCBs) were significantly higher than controls (p = 0.002) (Table 1). 

However, perinatal exposure to contaminants had neither significant effect on the 

activity time [F(3.66) = 2.45, p = 0.07] nor on the number of rearings [F(3.66) = 0.63, p = 0.59] 

or global movement [F(3.66) = 1.76, p = 0.16]. No interaction between these performances and 

gender were found. Concerning the speed score of the offspring mice in the home cage, the 

Kruskal-Wallis test revealed a significant effect of exposure on this performance (H = 8.25, p 
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= 0.04). Post hoc Mann–Whitney U tests showed that, in the three groups exposed to PCBs, the 

average speed significantly increased compared to controls: ∑6 NDL-PCBs at 85 (z = -2.08, 

p=0.03), 216 (z = -2.09, p = 0.034) and 400 ng/kg/day (z = -2.58, p = 0.009) (Table 1). 

3.4. Acethylcholinesterase activity 
 

In contrast to the hippocampus [F(3.36) = 5.77, p = 0.0027], three-way ANOVA showed 

no main effects of early-life exposure to chemically contaminated eel on the 

acetylcholinesterase activity in the prefrontal cortex [F(3.36) = 0.920, p= 0.44] and the 

cerebellum [F(3.36) = 0.821, p = 0.49]. Nevertheless, it was revealed that the effect of perinatal 

exposure to eel contaminants on the acetylcholinesterase activity depended on brain area and 

gender, as interactions between these main factors were found: [exposure × brain area: F(6.96) 

= 7.202, p <0.0001; exposure × gender F(3.96) = 5.887, p = 0.001]. To explore these 

interactions, separate one-way ANOVA analyses were performed, and thus males and females 

were analyzed separately, focusing on each brain region. In the prefrontal cortex, no effect of 

exposure during the gestational and breast feeding period to contaminants was found in males 

[F(3.16) = 0.373, p = 0.77]. However, there was an exposure effect on acetylcholinesterase 

activity in females [F(3.16) = 6.559, p = 0.0042]. In the hippocampus, a main effect of exposure 

was observed in offspring mice in both males and females [F(3.16) = 8.481, p = 0.013 and 

F(3.16) = 6.271, p = 0.0015, respectively]. In the cerebellum, no effect of exposure was found 

in males [F(3.16) = 0.940, p = 0.44] and females [F(3.16) = 1.123, p = 0.36]. Post-hoc 

comparisons revealed that acetylcholinesterase activity was significantly inhibited in the 

prefrontal cortex of exposed offspring females at the lowest and the highest doses during 

perinatal periods, in comparison to controls (85 ng/kg/day (p = 0.01) and 400 ng/kg/day (p = 

0.0006)) (Table 2). In addition, Post-hoc comparisons revealed that acetylcholinesterase 

activity was significantly inhibited only in the hippocampus of exposed offspring females (85 
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ng/kg/day (p = 0.0043), 218 ng/kg/day (p = 0.0042) and 400 ng/kg/day (p = 0.0014) in 

comparison to controls (Table 2). 

 
 
 

4. Discussion 
 

The present results demonstrated that early-life exposure to dietary contaminants 

including PCBs via eels ingested by dams during the gestation and lactation period produces 

late (i.e. at PNDs 195, 305 and 329) and persistent hyperlocomotion in offspring females but 

not males, according to two behavioral models of general activity i.e., the open field test and 

the home cage activity test. Furthermore, locomotor hyperactivity in offspring female mice was 

associated with an inhibition of acetylcholinesterase activity in the hippocampus and the 

prefrontal cortex. 

Throughout pregnancy, the fetus’ brain is highly vulnerable to toxic-chemical insults 

including alcohol, drugs, dietary contaminants and pollutants. Besides this prenatal 

vulnerability, the human brain presents also a postnatal sensitivity, in particular at the lactational 

period, constituting a crucial phase for neurodevelopment including neuromaturation [45, 46]. 

The developing brain is characterized by a not fully established blood-brain barrier, as barrier 

development is a gradual process that starts in utero and is achieved around 6 months after birth 

[46]. Therefore, some toxic agents that are normally blocked by the blood-brain barrier can 

enter the developing brain freely, interfering with specific developmental processes [46]. If a 

developmental process in the brain is altered, there is little potential for subsequent repair, and 

the consequences can therefore be permanent or occur later in life [29, 45, 46, 47]. 

In rodent models, the period of ca. PND10-20 constitutes a specific time window during 

which exposure to toxic agents (e.g., ethanol, manganese, methylmercury (MeHg)) as well as 
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physical agents (e.g., traumatic injury and chronic hypoxia) might provoke locomotor 

hyperactivity [42]. Our findings highlighted the occurrence of hyperactivity in female offspring 

mice later in life, which resulted from exposure in utero and early postnatal life (until weaning) 

of immature brain to contaminants including PCBs. It is hypothesized that when optimal brain 

development occurs, psychomotor hyperactivity in the body is moderated by a control system 

that connects the olfactory bulb frontally and the enthorhinal cortex caudally (enthorhinal– 

hippocampal–septal–prefrontal cortex–olfactory bulb axis); however the interference with the 

development of this brain axis during a specific postnatal time window results in overactivity 

[42]. 

Our results revealed that females whose mothers ingested eel at perinatal periods 

showed inhibited acetylcholinesterase activity in the hippocampus and the prefrontal cortex in 

comparison to control females at PND 338. Disturbed functioning of the hippocampus and the 

prefrontal cortex, belonging to the neural circuit controlling activity, in exposed offspring 

females might explain their persistent abnormal active behavior. It has also been noted that 

alterations in the acetylcholinergic system are linked to hyper/hypoactivity [42]. Inhibition of 

acetylcholinesterase by PCBs has been shown in previous studies [36, 48, 49] including the 

hippocampus [48, 49], which might be a consequence of induction of cytochrome P450, a 

source of free radicals [36, 49, 50]. Acetylcholinesterase is an integral part of the acetylcholine 

system that is involved in many functions in the CNS, including the control of locomotor 

activity, emotional behavior and cognitive function [51, 33]. However, it is thought that 

alterations of any neurotransmitter system including dopaminergic, GABAergic, glutamatergic 

systems may result in increased locomotor activity [42]. In addition to consider lesions or 

alterations affecting brain regions and neurotransmitter systems as serious factors in the 

etiology of hyperactivity, hyperlocomotion can also result from other conditions including gene 

lesions, hormonal alterations (sexual hormones and thyroid hormones), mutation of many 
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growth factors and their receptors [42]. In this study, only exposed offspring females exhibited 

hyperactive behavior while exposed offspring males displayed a normal ratio of exploratory 

activity in the two employed behavioral mouse models. Yet, researchers have ignored how early 

chemical insult interacts with sex and gonadal hormones to produce sex-dependent effects. It is 

postulated that early insult alters gonadal hormone expression or function [45, 54, 55], or 

alternatively, hormones do alter the nature of the insult [45, 56]. 

The adverse effects of PCB exposure, including early life, on activity are well 

established. For example, it has been found that exposure to either Aroclor 1248 or PCB- 

contaminated St. Lawrence river fish around puberty produced hyperactivity and impulsiveness 

in adult male rats [57]. In the present study, hyperactivity was detected at late stages, but only 

in offspring female mice. Thus, an alteration of sexual hormones cannot be excluded. For 

instance, it has been reported that early-life exposure to PCBs and dioxins is associated with 

gonadal hormone levels in both genders, including reduced cord serum testosterone and 

estradiol levels in females and males, respectively [58]. Unlike the home cage test, representing 

a non-constraining situation as the environment is familiar; the open field test involves 

constraining situations due to the forced exploration in the paradigm. In this study, mouse 

exploration into the open field was done at distinct postnatal periods (PNDs 47, 195 and 329). 

Repeated testing in the open field may provoke habituation to the test, which in turn, may 

diminish the effect of the novelty on the activity. Hyperactivity in offspring female mice was 

observed at PNDs 195 and 329, suggesting that the eel contaminants significantly increased 

their walking speed in the open field. Speed activity in the home cage was significantly faster 

in offspring female mice than controls, suggesting that early-life exposure to eel contaminants 

induces overactivity in females. The covered distance in the home cage was significantly 

influenced only in the offspring mice exposed to the highest concentration of PCBs. 
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In addition to PCBs, eel muscle contains other contaminants including MeHg. 

Combined exposure to MeHg and PCBs at early life may result in motor dysfunctions, 

following interactive effects, in particular on the cerebellum [59]. However, in vitro studies 

showed that at higher concentrations or longer durations, the two chemicals antagonized each 

other [59]. Epidemiological studies of developmental PCB and MeHg exposure have mainly 

focused on cognitive outcomes with some indications on motor impairments [59]. However, 

several epidemiological studies have demonstrated the negative effect of developmental 

exposure to PCBs on activity. The offspring of Japanese and Taiwanese pregnant women 

ingesting rice oil contaminated with PCBs suffered from hypoactivity [60] and hyperactivity 

[61], respectively. A prospective epidemiological investigation involving children whose 

mothers resided near a PCB-contaminated harbor in New Bedford (MA) has demonstrated a 

link between perinatal exposure to organochlorines, and particularly PCBs (including 118, 138, 

153 and 180), with inattentive and impulsive behaviors.62 In this cohort study, only boys were 

affected. In line with this result, several studies have pointed out that early-life exposure to 

PCBs constitutes a risk factor for attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) [62, 63] and 

poorer response inhibition in children64. 

In keeping with human data, developmental studies on animal models have also 

emphasized that early-life exposure to PCBs can result in hyperactive and hypoactive 

behavioral phenotypes; these behavioral abnormalities, which were sometimes gender specific, 

remain among the most observed effects of PCBs [32-34, 65, 66]. Supplementary table 1 

summarizes some data obtained from early-life exposure to PCBs on activity in animal models 

[28, 30,32-35, 65-67]; the discrepancy between results is attributed to differences in the time of 

exposures, the type of mixtures or individual compounds employed, dosage used, etc. For 

instance, xenobiotics in mixtures, contrary to individual conditions, function additively, 

synergistically or even antagonistically, resulting in specific responses that vary based on the 
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complexity of the mixtures. The toxicity of NDL-PCBs also depends on differences in their 

metabolism, absorption and excretion, as less chlorinated congeners such as PCB 52 and 101 

are more easily metabolized and excreted than the more persistent ones (PCB 138, 153 and 180) 

[68]. Dioxins and DL-PCBs share the same mechanism of toxicity, mediated through the aryl 

hydrocarbon (Ah) receptor. In contrast, NDL-PCBs elicit their effects via multiple toxicity 

pathways, inducing oxidative stress, suppressing cellular communication and inhibiting 

apoptosis, without involving Ah receptors [18, 24]. Therefore, PCBs elicit an array of 

toxicological effects, e.g. carcinogenicity as well as effects on liver, thyroid, immune function 

and reproduction. PCBs, comprising 209 congeners, are also neurotoxins and endocrine 

disrupters eliciting neurological, neuroendocrine, and endocrine effects [18, 24]. Thus, 

behavioral toxicity resulting from PCB effects on the nervous and the hormonal system might 

have gender-specific consequences, as emphasized in supplementary table 1). 

This study has stressed that chemically contaminated eel fed to pregnant and lactating 

mouse dams causes hyperactivity in their female offspring. We cannot affirm that the 

hyperactive phenotype exhibited by females at progressive stages is completely attributed to 

PCBs, as other toxic contaminants can also exist in eels, including heavy metals, other POPs 

such as dioxins, PAHs, polybrominated diphenyl ethers (PBDEs) and organochlorine 

pesticides. Our results emphasize the importance to take into account the gender in the 

developmental studies assessing the risk of chemicals as it could be a confounding factor. 

Organic and inorganic chemicals including PCBs, dioxins, PBDEs, MeHg and lead are known 

as endocrine disrupters, and effects may therefore be gender dependent. However, PCBs are 

plausible hazardous compounds to induce locomotor activity, given the effects seen in earlier 

studies (see Supplementary table 1). Even though this study assesses the risk-benefit ratio of 

polluted eel (as fatty fish composition includes “healthy and nutritious” components, such as 

omega-3 fatty acids and selenium, and “bad” components such as POPs or methylmercury, 
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principally of anthropic origin), we suggest that the gender-specific hyperactivity encountered 

later in life in mice does have the “behavioral signature” of PCBs. 

When taking into account the safety factor of 10, which considers uncertainty in 

extrapolating animal research to human, the doses used in this study reflect realistic human 

exposure to PCBs. The interspecies uncertainly factor that is widely adopted in the goal of 

protecting human health, extrapolating results from animals, assumes that humans may be 10- 

fold more sensitive than animal models [39]. However, it has been debated that mammalian 

phylogenetic distance between human and most animal models used including rodents 

represents orders with class differences, and thus a 65 to 87 fold-uncertainly factor rather than 

the 10-fold factor may be applicable, which is more appropriate when the comparisons 

represents species-within-genus [39]. 

In conclusion, our results suggest a late hyperactive gender-effect of earlier exposure to 

contaminated eels. The nutrients ingested via the eels, such as omega-3 fatty acids, did not fully 

protect against the detrimental effects of contaminants including PCBs. Despite advices given 

by the public health agencies to reduce eel consumption by estimating a portion as only 70 g 

for a 60 kg adult (unlike other fatty fishes, for which a portion has been estimated to be 140 g)4, 

we think that women of childbearing age, pregnant or nursing women should avoid eel 

consumption, as they are considered sensitive populations for neurodevelopmental risks. 
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Figure legends 

 

 
Figure 1. Postnatal evolution of the body weight of male (A) and female (B) mice, which were 

exposed during the perinatal period to chemically contaminated eel containing PCBs, in which 

the concentration is estimated by PCB indicators (∑6 NDL-PCBs), present in the eel matrix at 

85, 216 and 400 ng/kg, compared to control offspring mice whose mothers received the standard 

diet without fish (PCB-free diet, n=7-10/sex/group). Body weight of offspring mice was 

assessed at PNDs: 1, 12, 20, 26, 40, 130, 200 and 330. The data are reported as mean. 
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Figure 2. The effect of perinatal exposure to chemically contaminated eel containing PCBs, in 

which the concentration is estimated by PCB indicators (∑6 NDL-PCBs), present in the eel 

matrix at 85, 216 and 400 ng/kg, on the motor activity of offspring male (A) and female (B) 

mice assessed in the open field test on PND 47, PND 195 and PND 329 compared to control 

mice whose mothers received the standard diet without fish (PCB-free diet). (n=7- 

10/sex/group). The data are reported as mean ± SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 

significantly different from the control. PND= postnatal day. 
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Table 1. The effect of gestational and lactational exposure to PCB-contaminated eel on the motor activity (as assessed in the home cage activity 
test at PND 305) of offspring mice. PCB concentration in eel was estimated by non-dioxin-like PCB indicators (∑6 NDL-PCBs) present in the eel 
matrix at 85, 216 and 400 ng/kg. Effects in offspring mice are compared to control offspring mice whose mothers received the standard diet without 
eel (PCB-free diet). 

 

∑6 NDL-PCBs (ng/kg/day) 
 

0 (control) 85 216 400 
Performance tests    

Male Female Male Female Male Female Male Female 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 
 
 
 

The data are reported as the mean ± S.E.M or median [IQ25 - IQ75]. (n=7-10 mice/gender/group). * p< 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001significantly different from the respective control. 

Covered distance (cm) 1652 ± 227 1378 ± 115 1652 ± 189 2224 ± 264 1878 ± 304 2100 ± 207 1856 ± 271 3411 ± 591 *** 

Activity time (s) 736 ± 67 839 ± 21 838 ± 20 782 ± 49 825 ± 20 844 ± 20 861 ± 24 889 ± 3 

Number of rearing 275 ± 73 265 ± 55 264 ± 34 220 ± 81 192 ± 39 231 ± 29 238 ± 41 302 ± 47 

Global movement 460 ± 68 531 ± 45 634 ± 56 495 ± 79 613 ± 44 580 ± 54 560 ± 71 680 ± 40 

 
Average speed (cm/s) 

 
3 

 
2.9 

 
3.15 *  

3.2 
 

4.2* 
 

3.1 3.6** 

 [2.47-3.82] [2.07-3.25] [3-3.75] [3.2-4.92] [2.07-3.95] [3.2-5] [3-4.42] [3.35-5.55] 
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Table 2. The effect of gestational and lactational exposure to PCB-contaminated eel on the acetylcholinesterase activity (assessed in the prefrontal 
cortex, the hippocampus and the cerebellum) of offspring mice. PCB concentration in eel was estimated by non-dioxin-like PCB indicators (∑6 
NDL-PCBs) present in the eel matrix at 85, 216 and 400 ng/kg. Effects in offspring mice are compared to control offspring mice whose mothers 
received the standard diet without eel (PCB-free diet). 

 
 
 

∑6 NDL-PCBs doses ng/kg/day 
Acetylcholinesterase 

activity# 

 
0 (control) 

 
85 

  
216 

  
400 

 Male Female Male Female Male Female Male Female 

Prefrontal cortex 20.53 ± 4.6 21.07 ± 4.44 15.87 ± 4.85 10.86 ± 0.52** 23.77± 6.14 14.73 ± 1.57 24.14 ± 8.7 6.07 ± 1.42*** 

Hippocampus 194 ± 31 381 ± 82 178 ± 35 176 ± 39** 221 ± 58 160 ± 23** 205 ± 23 125 ± 9**
 

Cerebellum 85.17 ± 21.61 62.45 ± 11.64 62.45 ± 11.64 84.76 ± 12.83 86.15 ± 12.23 76.77 ± 11.69 61.29 ± 6.37 62.37 ± 6.4 

 
The data are reported as mean ± S.E.M. (n=5 mice/gender/group). #nmol acetylcholine hydrolyzed per minute per milligram protein. **p<0.01 and ***p<0.001 significantly different from the 
control. 
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Supplementary table 1: Compilation of developmental data on PCB effects on motor activity in offspring rodents 
 
 

Development 
al exposure 

PCB congeners or mixtures 
used Doses Effects on motor activity and age of assessment Biochemical analyses Referen 

ces 
 
 
 

Prenatal 
exposure 

 
OH-PCB 106$ 

0.5*, 5*or 50 mg/kg 
(every 2nd day from GD3 to 

GD13) 

Gender selective hyperactivity only in male offspring but not in 
female rats (assessed at PND 28) 

 
Dopamine level* and its receptors D1, D2*-D5 [32] 

 
PCB 118 

 
375µg/kg 

(single dose at GD6) 

 
Late hyperactivity both in offspring male and female rats 

(assessed at PND 30-34 and PND 70-74*) 

 
Testosterone and LH levels measured at PND 

170 

 
[33] 

 
 
 
 
 
 

Postnatal 
exposure 

 
PCBs : 28*, 52*,#, 118 or 156 0.18 - 3.6 mg/kg 

(single dose at PND 10) 

*Persistent aberrations in spontaneous behavior (hypoactivity and 
then hyperactivity in mice, this study was performed only in males) 

(assessed at 4 months) 

The cholinergic nicotinic receptors in the 
cerebral cortex# 

[34] 

 
Arochlor 1254 

6-18 mg/kg/day 
( Dam’s exposure PNDs 7-2 

plus offspring’s exposure 
PNDs 22-42) 

 
No effects on motor activity neither in males nor in female mice 

(assessed at PND 35) 

Dopamine receptors D1 and D2, Dopamine 
transporter (DTA) and NMDA receptors* in 

females 

 
[67] 

 
 

PCBs : 52ϕ, 138*,ϕ or 180#,ϕ 

 
1mg/kg/day 

(PND 7 – PND 21) 

*Hypoactivity in both male and female offspring rats. 
# Gender selective hypoactivity occurred only in male but not in 

female offspring rats 
(assessed at 4 months of age) 

-Extracellular dopamine# and glutamateϕ in 
the NAcc. 

-PCB content in striatum and perirenal fat. 

 
[28] 

 
Σ 6 NDL-PCBs: 28, 52, 101, 

138, 153 and 180 

 
1*, 10*,# or 100 ng/kg/day 

(PND 1- PND 21) 

Transient gender selective hypoactivity produced only in male but 
not in offspring female mice 

(assessed at PND 28*, PND 40 and PND 160) 

mRNA expression of 5-HT1A, GABAAα1, 
# # MOR1 and RyR3 in the cerebellum , the 

prefrontal cortex and the hippocampus 

 
[35] 

 
 
 
 

Perinatal 
exposure 

 
PCB 126 

100 ng/kg/day 
(GD 7- PND 21) 

Transient gender selective hypoactivity induced only in female but 
not in offspring rats 

(assessed at 2*, 3, 5 and 7 months of age) 

 
 

ND 

 
 

[30]  
PCB 153 

 
1mg/kg/day 

(GD 7- PND 21) 

*Transient gender selective hypoactivity induced only in females 
but not in males, then followed by a #late hyperactivity in offspring 

male and female rats 
(assessed at 2, 3*, 5, 7# months of age) 

 
Arochlor 1254 

6, 18*, 54 mg/kg 
(every 3 days from GD 6 – 

PND 20) 

Transient hypoactivity in mice (this study was performed only in 
males) 

(assessed at *8 and 9 weeks of age) 

 
ND [65] 
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Σ PCBs: 126, 138, 153 and 
180. 

10 mg/kg/day 
(GD 15-GD19) then twice a 

week till PND21 

 
No effect on activity in both male and female offspring rats 

 
Hypothalamic expression of both aromatase* 

and the 5alpha-reductase* 

 
[66] 

 
 
 
 

In the same study (i.e., the same line in the table), when several congeners were used or even several doses were employed for the same congener or mixture, the symbols: *,# and ϕ indicate the 
active dose and the corresponding significant effects either on the activity or the measured biochemical parameters. When several assessments of the activity were carried out, these symbols 
indicate also the age of rodents on which the effect on motor activity occurred. GABAAα1: Gamma-aminobutyric acid receptor A subunit alpha-1; GD: gestational day; 5-HT1A:5-hydroxytryptamine 
serotonin receptor 1A; $Hydroxylated metabolite of PCB 106; LH: Luteinizing hormone; MOR1: μ 1-opioïd receptor; NAcc: nucleus accumbens; NMDA: N-methyl-D-aspartic acid; PND: postnatal 
day; RyR3: ryanodine receptor 3; ND: not determined. 
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Article 3: 

 “Hippocampal-dependent memory deficit induced by perinatal exposure to 
polutted eels in middle-aged offspring mice: Sex differential effects” 
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Dans ce travail, nous avons également évalué l’effet d’une exposition précoce aux 

anguilles polluées sur les fonctions cognitives des souris d’âge moyen (de 10 à 15 mois), âge 

analogue chez l’Homme de 39-48 ans. Nous avons trouvé qu’il n’y avait pas d’effet sur la 

mémoire de travail, évaluée par le labyrinthe Y, et l’apprentissage, évalué par le test de Morris, 

à cette tranche d’âge. Cependant, la mémoire à long-terme a été altérée chez les souris d’âge 

moyen d’une façon sexe et dose dépendantes. En effet, seulement la mémoire des femelles 

périnatallement exposées aux anguilles hautement et moyennement polluées a été affectée ; 

alors que la rétention de leurs homologues mâles ne l’était pas. La mémoire a été évaluée par 3 

marqueurs à savoir le temps de latence pour trouver la plateforme submergée 10 jours après la 

phase d’apprentissage, le temps passé dans la plateforme et le nombre de passage sur la 

plateforme durant 60 secondes du test. Par ailleurs, nous avons trouvé une inflammation 

chronique aussi bien chez les souris mâles que femelles, avec une production beaucoup plus 

prononcée de cytokines pro-inflammatoires, au niveau central, et la myéloperoxydase, au 

niveau périphérique, chez les mâles. Il est important de souligner que cette inflammation a été 

découverte dans le cerveau, et les cellules microgliales dès le premier jour de la naissance (JPN 

1), et elle a été aussi détectée dans toutes les tranches d’âges (évaluation aux JPN 21, 100 et 

330). Il est très connu que les cytokines ont un effet bidirectionnel sur les fonctions cognitives. 

A fortes doses, ils produisent des déficits cognitifs ; cependant à faibles doses ils sont 

nécessaires pour les processus d’acquisition et de consolidation. Dans cette étude, nous avons 

travaillé aussi sur l’hippocampe compte tenu de son rôle dans la mémoire. Une inflammation 

Article 3: Soualeh et al., “Hippocampal-dependent memory deficit 
induced by perinatal exposure to polutted eels in middle-aged offspring 
mice: Sex differential effects” Toxicol Lett 280 (2017), 247-258 

IF: 3,85/ Q1 Ranking 
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hippocampique a été également détectée. De même, au niveau de l’hippocampe des animaux 

d’âge moyen, il a été trouvé qu’il y a eu une activation significative de la voie MAP kinase p38 

mais d’une façon plus prononcée chez les femelles. Cependant, une diminution significative 

aussi bien de l’activation des voies ERK1/2 que du taux de l’acétylcholine hippocampique ont 

été trouvée exclusivement chez les femelles. Nos résultats suggèrent une programmation 

périnatale du déficit de la mémoire chez les souris femelles d’âge moyen par l’inflammation. Les 

cytokines inflammatoires ont agi sur les voies de MAP kinases (p38 et ERK 1/2) en baissant le 

taux de l’acétylcholine, ce qui a affecté la mémoire. Nos résultats montrent que le cerveau d’âge 

moyen est plus vulnérable aux effets d’une exposition précoce aux polluants par rapport au 

cerveau adulte. Il est fort probable qu’avec l’âge, il y avait eu une sensibilisation de cellules 

microgliales activées, ce qui expliquerait cette vulnérabilité du cerveau femelle d’âge moyen. En 

outre, le niveau des cytokines inflammatoires dans le cerveau pourrait expliquer l’effet sexe 

dépendant sur la mémoire. L’effet perturbateur endocrinien des polluants pourrait aussi 

expliquer le dimorphisme sexuel observé. Dans cette étude, en dépit que l’anguille d’élevage 

(l’anguille faiblement polluée) n’a pas induit un déficit cognitif, il reste que cette anguille ne 

serait pas recommandée pour la consommation comme elle induit l’inflammation qui est un 

facteur étiologique important. Notre étude a montré que les 3 types d’anguilles et d’une façon 

dépendante du niveau de contamination ont provoqué de l’inflammation chez les mères, ce qui 

renforce l’idée de l’origine maternelle de l’inflammation chez la progéniture. Cependant, 

l’inflammation pourrait avoir une origine placentaire, comme elle pourrait être également 

induite par une directe interaction des polluants (ou leurs métabolites) avec le fœtus (durant la 

gestation) et/ou le nouveau-né (durant l’allaitement). 
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Abstract 
 

The effects of perinatal exposure to low, intermediate, or highly polluted eels on 

neonatal, postnatal, adult and middle-aged brain inflammation, and on cognitive performances 

of middle-aged offspring mice were compared to those of offspring controls. Inflammatory 

markers in microglia were assessed in offspring on the postnatal days–PNDs 1, 21, 100 and 

330. Activated p38MAPK, ERK-1/2 and p65, and acetylcholine levels were assessed in the 

middle-aged hippocampus. Plasma myeloperoxidase and corticosterone levels were evaluated 

at PND 330. Learning and its retention, and working memory in middle-aged offspring were 

assessed using the Morris water maze, and Y-maze. Our results showed enhanced microglia 

production of inflammatory markers across the lifespan of male as well as female exposed 

offspring. Inflammation and increased p38 MAPK activation were detected in the exposed 

middle-aged hippocampus of both exposed sexes. Significant levels of MPO, but not 

corticosterone, were found in middle-aged males and females perinatally exposed to eels. 

However, decreases in ERK1/2 and p65 activation, and acetylcholine levels were only detected 

in female hippocampus exposed to either intermediately or highly polluted eels. Sex selective 

effects were also detected with regard to memory, the only altered cognitive function. Thus, 

middle-aged females, but not males, perinatally exposed to either intermediately or highly 

polluted eels take longer to locate the escape platform, spend considerably less time in the 

platform and perform less visit to the platform in the retention test. Our results suggest perinatal 

programming of hippocampal-dependent memory deficit by inflammation in middle-aged 

offspring, in sex and dose dependent manner. 

Key words: Cognitive deficit; Early-life exposure; Microglia; Inflammation; Later-life; 

Polluted eels; Long-term memory. 
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1. Introduction 
 

Accumulating evidence indicates that physiology or pathophysiology associated to 

health or diseases throughout our lifespan may depend on the course of brain development, if 

remaining normal or rather becoming altered (De Luca et al., 2016; Soualeh et al., 2017; 

Spencer, 2013a, b; Spencer and Tilbrook, 2009). Brain development trajectory may be 

incredibly influenced by early-life events including immune challenges (Bilbo and Schwarz, 

2009; Marques et al., 2013; Spencer, 2013a). In addition to infections, maternal conditions 

including elevated body weight, obesity, unhealthy diet such as high-fat or polluted fish- 

containing diets, trauma or stress and diseases, such as diabetes may constitute factors favoring 

pro-inflammatory responses (Bolton and Bilbo, 2014; Hale et al., 2014; Marques et al., 2013; 

Soualeh et al., 2017; Spencer, 2013a, b). Such conditions result in an enhanced cytokine 

production, which may have maternal, placental, fetal and/or postnatal origin (Hagberg et al., 

2015; Hale et al., 2014; Hava et al., 2006), mediating a bi-directional communication between 

the nervous and immune regulatory systems (ThyagaRajan and Priyanka, 2012; Wilson et al., 

2002). The timing of the early challenge is critical since developing brain presents several 

sensitive time points during neurodevelopment (Ingber and Pohl, 2016; Spencer, 2013b; 

Spencer et al., 2007; Spencer et al., 2006; Viggiano, 2008). Recently, a particular interest is 

given to maternal diet, as besides healthy and nutritious components, maternal diet may also 

contain  detrimental  ingredients  such  as  persistent  organic  pollutants – POPs – and  mercury, 

which is the case of fatty fishes including eels, sardines, salmon, mackerel, tuna and trout 

(SACN, 2004; Soualeh et al., 2017). POPs and heavy metals (or their metabolites) can cross the 

protective barriers, such as placenta, intestinal as well as blood-brain barrier, and further be 

available in breast milk (Bouayed et al., 2009b; Elnar et al., 2012; Li et al., 2013; Marques et 

al., 2013), thereby eliciting brain programming via early-life inflammation (Soualeh et al., 

2017). However, besides inflammation, diet constituents may also influence developmental 
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programming via other mechanisms, e.g. owing to their ability to promote modulations in the 

offspring gut microbiome, which in turn belongs to the brain-gut-enteric microbiota axis (Borre 

et al., 2014; Marques et al., 2013; Spencer, 2013a). Therefore, maternal diet can be the 

conditioning factor of several late effects across our lifespan, including alterations in behavioral 

and cognitive functions (Hale et al., 2014; Marques et al., 2013; Spencer, 2013a, b). 

The purpose of this study is to evaluate late effects of perinatal exposure to polluted eels 

on cognitive function of offspring mice, considering sex. Our previous results have showed that 

early-life exposure to polluted eels resulted in differential sex alterations in neonatal, postnatal 

and adult brain inflammatory responses (Soualeh et al., 2017), and in behavior of offspring mice 

including activity (Dridi et al., 2017) and resignation (Soualeh et al., 2017). Given that the life 

stages of offspring mice e.g. mature adult (3-6 months), middle (10-15 months) and old (≥18 

months) ages, which are equivalent in human years to 22-30, 39-48 and ≥ 57, respectively 

(Flurkey et al., 2007), may be determinant for the onset of impairments induced by early-life 

pollutant exposure (Andersen, 2003; Cauli et al., 2012; Dridi et al., 2017), this study was carried 

out at middle age, although no effects were found on spatial cognitive performances in juvenile 

(postnatal day–PND 38, age analogues to periadolescence period in human) and adult (PNDs 

120-123) offspring mice (Dridi et al., 2014). Thus, cognitive performances of male and female 

middle-aged offspring mice perinatally exposed to polluted eels were assessed using the Morris 

water maze spatial navigation task to evaluate both spatial learning and memory retention, and 

the Y-maze to evaluate immediate working memory. In addition, inflammation was assessed in 

microglia isolated from neonatal (PND 1), postnatal (PND 21), adult (PND 100) and middle- 

aged (PND 330) brains by assessing the levels of interleukin (IL)-1β, IL4, IL10, IL6, tumor 

necrosis factor alpha (TNFα), transforming growth factor beta (TGFβ), interferon gamma 

(IFNγ) and nitric oxide (NO). Owing to the role of the hippocampus in learning and memory 

processes (Broadbent et al., 2004; Karabeg et al., 2013; Miller and Spencer, 2014; Squire, 1992, 
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1993), the levels of IL1β, IL4, IL6, TNFα, activated p38 mitogen-activated protein kinases 

(p38MAPK), activated extracellular signal-regulated kinases (ERK)-1/2, activated nuclear 

factor NF-kappa-B p65 subunit (p65), and acetylcholine were assessed in the middle-aged 

hippocampus. Moreover, corticosterone, a stress marker, and myeloperoxidase (MPO), an 

inflammatory enzyme, were assessed in plasma of middle-aged offspring mice at PND 330. 

Due to the potential role of maternal inflammation on offspring programming, the plasma levels 

of IL1β, IL6, TNFα, and MPO were therefore evaluated in mothers. 

2. Materials and Methods 
 

2.1. Animals 
 

Forty pregnant CD1 mice (Charles River, France), obtained after a mating session 

performed in our laboratory as detailed in our previous study (Bouayed et al., 2009a), were used 

in this study. The presence of a vaginal plug was designated as the first gestational day (G1). 

Pregnant females were housed individually in standard cages with ad libitum access to water 

and food pellets (SDS Dietex, St Gratien, France) and they were maintained on a standard 12- 

hr light/dark cycle (lights “on” starting  at  8:00  p.m.),  temperature  controlled  conditions (22 

± 2°C), and a relative humidity of 55 ± 10%. The parturition day was considered to be postnatal 

day (PND) 1. All litters (n= 13-18) were randomly equalized to have n=10 pups/litter, 5 pups/sex 

in order to prevent litter size bias. In regard to the remaining pups (i.e. at PND 1), only one 

pup/litter was randomly selected and sacrificed as described below in the section for 

Biochemical analyses. On PND 21 (i.e. at weaning), male and female offspring mice were 

separated from their mothers and housed in two different rooms (n= 5 / cage: 21 x 37 x 15 cm) 

to exclude effects of sexual pheromones on behavior at adult age. Efforts were made to have a 

relevant number of females in the same room (>150 females) in order to develop a lengthened 

estrous cycle, which is a phenomena obtained by effects of the all-female environment 
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(crowded females) which leads to the suppression of estrus due to a prolonged diestrum 

(Marsden and Bronson, 1965; Whitten, 1959). Although our strategy aimed to obtain 

synchronized females, it should be noted that from 8 months age, Swiss albino mice are marked 

by irregular estrous cycle showing prolonged cycles due to extended diestrus (Kaur, 1994). 

During the dark phase (1h after lights “off”) of the light/dark cycle, tests on animals 

were performed in a silent and isolated room, under dim red lighting for a maximum of 4 hours 

per day of experimentation (i.e. experiments finished at 5h after lights “off” to avoid circadian 

cycle bias). All animal procedures were carried out in accordance with the relevant European 

Union regulations (Directive 2010/63/EU), and they were approved by the institutional ethics 

committee of the University of Lorraine (authorization number CELMEA-2013-0010). 

2.2 Perinatal diet manipulation 
 

2.2.1. Eel matrix and pollutant quantification 
 

A permit to fish for eels was obtained from the Ministry of the Walloon region, Belgium 

(authorization number DNF/DCP/CD705.1 / Sortie 2007: 31416). Five river yellow eels (la 

Meuse, Belgium) were stunned and caught with a dip net in the spring of 2011. Additionally, 

10 reared yellow eels were purchased from Zon-Aquafarming (Helmond, The Netherlands). 

Biologists from the University of Liège (ULg) identified both the river and the reared eels as 

Anguilla anguilla L. during the autopsy process. Eel muscle was then sampled, separated into 

two pools according to their origin, freeze-dried, mixed, and stored at -20°C until paste 

preparation. Levels of pollutants including polychlorinated biphenyls (PCBs), polychlorinated 

dibenzo-p-dioxins/dibenzofurans (PCDD/Fs), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), 

polybrominated diphenyl ethers (BDEs), organochlorine pesticides and metals such as mercury 

and lead were reported in both reared and river muscle eels, as described in the table. 1 (Soualeh 

et al., 2017). It is worth noting that eel matrices may contain other unspecified chemicals 
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(antibiotics, estrogen, etc.). Thus, in this study, river and reared eels were considered to be 

highly and lowly polluted eels, respectively. In addition, an artificial eel matrix obtained by 

mixing reared and river eels, at a ratio of 2:1, was used in order to assess the effects of an 

intermediate level of pollution i.e., intermediately polluted eels (Soualeh et al., 2017). 

2.2.2. Eel paste preparation 
 

The contaminated food (paste consisting of eels and chow) was prepared daily for a 

group of mothers (n=10) by mixing 10 g of powdered food pellets (SDS Dietex, St Gratien, 

France) with 10 ml of water, 0.5 ml of sweet syrup, and 1 ml of corn oil and 320 mg of 

lyophilized eels (i.e., low, intermediate, or highly polluted eels) with a kitchen household 

blender (Robot monofonction Seb Valentin 8553, France) to obtain a homogenous paste (i.e., a 

mother weighing 40 g ingested 32 mg-dw of eels that corresponded to 0.8 g-dw of eel per kg of 

body weight (bw) of the mouse). Vigorous mixing was employed to assure complete mixing, 

following protocols that were established in earlier investigations (Soualeh et al., 2017; Dridi 

el al., 2014; 2017). On the following day, the obtained homogenous paste was cut into smaller 

pieces based on the weight of the pregnant and nursing females (40-70g) in order to be delivered 

as 0.8 g-dw of eel muscle/kg-bw/day to the mice. For control pregnant and lactating mice 

(n=10), the paste was prepared with the same ingredients cited above but without adding eels, 

as no unpolluted eels (e.g. no PCB-free eels) could be sourced. 

2.2.3. Perinatal exposure to polluted eels: 
 

Pregnant females were allocated to the four experimental groups by stratified 

randomization; 40 dams ingested the standard diet (food pellets, SDS Dietex, St Gratien, 

France) plus paste with or without eels on a daily basis from gestational day (GD) 6 until PND 

21 (i.e. weaning). The appropriate pastes were placed into each female’s cage on a daily basis 

during the exposure period. The paste was completely eaten by each female (during ca. 10-15 
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min), and no residual paste was found in the cages. Thus, in addition to control mice receiving 

the standard diet plus paste without eels, three groups of female mice (n=10 per group) ingested 

polluted eel muscle (0.8 g-dw/kg/day). Eels were delivered to each group of mice based on their 

pollution levels. Therefore, three groups of pregnant and lactating mice received 0.8 g-dw/kg 

of eel muscle daily from either the lowly, the intermediately, or the highly polluted eels that 

contained, for example, the following doses of the sum of the 6 non-dioxin-like (NDL-) PCB 

indicators: 85, 216 and 400 ng/kg-bw/day, respectively (Soualeh et al., 2017). When 

extrapolating mice exposure to human consumption of the 6 NDL-PCBs, assuming that humans 

may be 10-fold more sensitive than animal models (in other words, considering the interspecies 

uncertainty factor of 10), 85 and 216 ng/kg/day were assumed to reflect human average daily 

intake of total NDL-PCBs (i.e., 10-45 ng/kg-bw/day), corresponding to a human intake of the 

6 NDL-PCBs about 5-23 ng/kg/day, as the sum of these 6 indicators corresponds approximately 

to 50% of total NDL-PCBs (Dridi et al., 2014; EFSA, 2005). On the other hand, 400 ng/kg/day 

should reflect high dietary PCB exposure. For example some specific subpopulations (Baltic 

fishermen), have been reported to ingest from fish up to 40 ng/kg/day of the 6 NDL-PCBs (Dridi 

et al., 2014; EFSA, 2005). 

2.3. Biochemical analyses 
 

For the biochemical analyses, a total of 5 mice (offspring) per sex and group were 

randomly selected from 10 litters/group (one  mouse/litter), anaesthetized with isoflurane  and 

decapitated on PND 1, PND 21, PND 100 as well as PND 330 for which middle-aged mice 

were randomly picked one day after behavioral testing, as detailed below. Brains (i.e., neonatal, 

postnatal, adult and middle-aged brains) were removed and weighed, from which microglia 

cells were isolated to assess the level of their NO and cytokines (i.e., IL-1β, IL4, IL10, IL6, 

TNFα, TGF-β and IFNγ), as described below. In addition, the hippocampus was isolated from 

middle-aged offspring in both sexes (n=5), to assess the following markers: IL-1β, IL4, IL6 and 
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TNFα, acetylcholine, p38MAPK, ERK1/2, and p65, a subunit of NFκB. Hippocampus tissues 

were homogenized with a Potter homogenizer (glass-Teflon) in an aliquot of 10 mM Tris–HCl 

(pH 7.4) buffer at 4 °C, and centrifuged at 12,000 rpm for 30 min at 4 °C. The supernatant was 

collected, aliquoted and stored at -80 °C until analysis. Blood was also collected from male and 

female middle-aged offspring mice (n=5) in order to assess MPO and corticosterone levels. On 

the day of weaning (PND 21), a total of 6 mothers per group were randomly selected, 

euthanized, and bloods were centrifuged and plasma were then frozen to assess the following 

inflammatory markers: IL-1β, IL6, TNFα and MPO. Blood samples were taken within 20 

seconds of the mothers and middle-aged animals being first handled. 

2.3.1. Microglia isolation 
 

On PNDs 1, 21, 100 and 330, brains of male and female offspring mice were collected in order 

to isolate microglia, from individual brains, according to the manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec) 

with few modifications. Briefly, the brain was removed in DMEM/F12 medium, and then enzymatically 

digested overnight under stirring at 4°C, using an enzymatic cocktail containing trypsine (10 %), elastase 

(10 %), collagenase II (2 %), collagenase III (4 %) and DNase (10 %). Afterwards, brain lysates were 

twice washed with MACS buffer (Miltenyi Biotec), centrifuged (1000 × g, 4 °C, 20 min), and 

supernatants were discarded. Cell suspensions were manually triturated, and were passed through a 70 

µm nylon mesh (pre-separation filters, Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, Germany) to remove tissue 

debris. After centrifugation (1000 × g, 4 °C, 20 min) and resuspension in MACS buffer, cells were 

incubated, at 4°C for 15-20 min, with CD11b microbeads (kit, Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, 

Germany) in order to select microglia cells. After centrifugation (1000 × g, 4 °C, 10 min) and filtration 

through 30 µm nylon mesh (pre-separation filters, Partec, France), stained cells were separated on a 

MiniMACS MS column, according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi, Biotec). Finally, the 

magnetically labeled microglia are retained on the column and consecutively flushed out by firmly 

applying the plunger supplied with the column. The number of cells was counted by trypan blue staining, 

and normalized to 1.6 million/brain/age. The viability of cells isolated by this method is more than 92%. 

Cell homogenate was equally divided for all inflammatory markers. 
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2.3.2. Measurement of cytokine levels 
 

Cytokine levels were evaluated using 7 mouse ELISA kits: IL-1β, IL4, IL10, IL6, TNFα, TGF- 

β and IFNγ according to the manufacturer’s protocol (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The 

absorbance was measured at 450 nm using a microplate reader MR96 A (Mindray, China) and 

concentrations (pg/ml) were determinated using a standard curve provided in each kit. 

 
 

2.3.3. Nitric oxide (NO) production 
 

NO production was determinated using the Griess reaction assay previously described by green 

et al, (1982) and Drisch et al., (1998). Briefly, NO was measured by adding 100 μl Griess reagent (1 % 

sulfanilamide and 0.1 % naphthylenediamine in 5 % phosphoric acid) to 100 μl of microglia 

homogenates. The resulting color was measured at 540 nm by using a DU 720 spectrophotometer 

(Beckman Coulter, USA). The absorbance values were compared to a standard sodium nitrite curve and 

the absorbance values were converted to corresponding nitrite concentrations (µM). 

2.3.4. Activated levels of ERK 1/2 and p38 MAP-kinases 
 

Hippocampal MAPK signaling was assessed using ERK 1/2 (pT202/Y204 + Total) and p38 

MAPK alpha (pT180/Y182 + Total) ELISA kits (ab176660, ab176664, respectively) according to the 

manufacturer’s instructions (Abcam; Cambridge, UK). 

2.3.5. Activated level of p65 
 

p65 NFkB signaling was assessed in hippocampal nuclear extracts using NFkB p65 

transcription factor assay kit (ab133112) according to the manufacturer’s instructions (Abcam; 

Cambridge, UK). 

2.3.6. Acetylcholine (ACh) level 
 

Hippocampal ACh was measured by commercial Choline/ Acetylcholine Assay Kit (ab65345) 

according to the manufacturer’s instructions (Abcam; Cambridge, UK). 

2.3.7. Corticosterone Level 
 

Total plasma corticosterone levels were assayed in offspring mice’s blood at PND 330 using the 

ELISA kit purchased from Enzo Life Sciences (sensitivity: 27 pg/ml, Farmingdale, NY, USA) according 

to the manufacturer’s instructions. 
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2.3.8. Myeloperoxidase (MPO) level 
 

MPO levels were evaluated in plasma collected from whole heparinized blood of 

offspring mice at PND 330 using a mouse ELISA kit (Catalog #ab155458, sensitivity <0.6 

ng/ml; Abcam) according to the user’s manual. 

 
 

2.4. Behavioral testing of middle-aged offspring mice 
 

Behavioral testing was carried out between 10 a.m. and 1 p.m. Tests were conducted in 

one male and one female picked from each litter (10 litters/group). Thus, 10 pups/sex/group 

i.e., a total of n=20/group were analyzed. All behavioral experiments were recorded. Middle- 

aged mice were naive to cognitive tests, and the same animals were tested in both the Morris 

water maze and Y-maze. Mice were randomly tested and performances were measured by an 

experienced researcher in a blind manner. 

2.4.1. The Morris water maze for spatial learning and memory 
 

The Morris water maze was performed at PNDs 300 and 310 to evaluate spatial learning 

and memory retention, respectively (Morris, 1984; Vorhees and Williams, 2006). For this 

purpose, an open circular pool (100 cm in diameter, 45 cm of depth) was chosen, filled ca. half 

of the height with water (25 ± 1°C). Twenty-four hours prior to the start of training, mice were 

habituated to the pool by allowing them to perform a 60 sec swim without the platform. Four 

different geometric shapes (intramaze cues) were glued in the higher part of the wall of the pool, 

marking each quadrant. The animal objective was to locate a platform (12 x 12 cm) that was 

hidden 1 cm underneath the water surface, placed in a fixed position in the middle of one 

quadrant of the pool (located 12 cm from the wall). The platform was camouflaged by placing 

skimmed milk powder in the water. Mice were given eight consecutive trials/day (a single 

training session as described by Morris (1984) and De Quervain et al., (1998). Each trial was 
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last 60 sec. However, for the first and the second trials, if the mouse exceeded 60 sec, it was 

gently guided to the platform by the experimenter. After each trial, the mouse remained on the 

platform for 30 sec, and was then placed in a holding cage for 60 sec until the start of the next 

trial. In this step, the animal had to learn to navigate a direct path to the hidden platform, 

resulting in less time for reaching it. On PND 300, the spatial learning task started by gently 

placing the mouse into the water with its head facing the pool wall, and it had to find the 

platform in the opposite quadrant. To assess retention of memory, 10 days (i.e. PND 310) post 

spatial learning task, the mouse had to undergo another trial. The latency (time) to escape to the 

platform was recorded for each animal. In addition, the time spent in the platform and the 

number of crossing the platform were recorded during 60 sec for each mouse. 

2.4.2. Y-maze for assessing working memory 
 

Immediate working memory performance was assessed at PND 325, by recording 

spontaneous alternation behavior in a Y-maze (Hughes, 2004). The maze was of black painted 

wood, each arm 25 cm long, 14 cm high, 5 cm wide and positioned at equal angles. Mice were 

placed at the end of one arm and allowed to move freely through the maze during 5 min. The 

number of arm entries was recorded. An arm entry was considered to be completed when the 

four paws of the mouse were completely placed in the arm. Alternation was defined as triplets 

of explored arms and counted only if the mouse entered into the three arms of maze (without 

revisiting the first arm at the third visit). The percentage of spontaneous alternation was 

calculated as the ratio of successful overlapping alternations by the total possible triplets 

(defined as the total number of arm entries minus 2) multiplied by 100 (Dridi et al., 2014; Grova 

et al., 2007) . 

2.5. Statistical analyses 
 

As for the acquisition phase in the Morris water maze, the latency escape was analyzed 

using repeated measures ANOVA, considering perinatal exposure to polluted eels and sex as 
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between-subject fixed-factors, and trials as the repeated measure. For the memory retention and 

working memory tasks, as well as MPO and corticosterone levels were analyzed using two-way 

ANOVA with exposure and sex as the main factors. In addition, two-way ANOVA was used to 

analyze biochemical parameters assessed in the hippocampus. To analyze neuroinflammatory 

markers in isolated microglia from entire brain, three-way ANOVA was further used, with 

exposure, sex and age as independent between-subject factors. To analyze inflammatory 

markers in blood mothers, one-way ANOVA was used. The significant effects of the exposure 

were further assessed using Tukey’s HSD test when ANOVA results suggested significant 

differences. The results were reported as the mean (±SEM). For all statistical evaluations, the 

level of significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were performed using SPSS 20.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL). 

 
 

3. Results 
 

3.1. Effects of exposure to eels on plasma inflammatory markers in mothers 
 

The applied one-way ANOVA for inflammatory markers of mothers resulted in a 

significant main effect of exposure [all (F(3,23) > 3, p < 0.05]. Post hoc comparisons showed 

that exposure to all eel matrices significantly increased the plasma levels of MPO, TNFα and 

IL1β (all p < 0.01). In addition, exposure to the highly polluted eels significantly enhanced the 

plasma level of IL6 (p < 0.05) (Table. 2). 

3.2. Effects of perinatal exposure to eels on inflammatory markers in microglia of 

neonatal, postnatal, adult and middle-aged brain 

The applied three-way ANOVA for cytokine production in microglia resulted in a 

significant main effect of exposure [all F(3,128) > 13, all p < 0.001] and age [all F(3,128) > 2, 

all p < 0.05]. Again, the effect of exposure was significant for NO [(F(3,128) = 18.61, p < 
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0.001]. Furthermore, cytokine production, except for IL10 and TGFβ, was significantly 

influenced by the interaction between exposure and age [all F(9,128) > 1.433, all p < 0.05]. 

For males as well as females, one-way ANOVA revealed significant differences 

between the various groups of exposed offspring with regard the majority of inflammatory 

markers in the different studied brains (p < 0.05). 

Post hoc comparisons showed that exposure to all eel matrices significantly increased 

IL1β levels compared to standard diet alone in the male brains at all life stages (i.e., from PND 

1 to PND 330) (all p < 0.05) (Table. 3). Similar results were found with regard IL1β levels in 

the female brains (all p < 0.05), except with exposure to the lowly polluted eels in the postnatal 

brain (PND 21). Concerning TNFα, exposure to all eel matrices significantly increased its levels 

in both neonatal male and female brains (PND 1) as well as postnatal male brains (PND 21) (all 

p < 0.05), compared to standard diet alone. However, only intermediate and highly polluted eels 

significantly increased TNFα levels in postnatal female brains, and adult brains of both males 

and females (PND 100) (all p < 0.05). Additionally, only highly polluted eels significantly 

increased TNFα levels in the middle-aged male as well as female brains (both p < 0.01). 

Moreover, exposure to the intermediate and highly polluted eels significantly increased both 

IL6 and IFNγ levels in the postnatal, adult and middle-aged male as well as female brains (all 

p < 0.05). A significant increase was also found for IL6 in the neonatal female brains exposed 

to the highly polluted eels (p < 0.05). In all life stages, the level of NO was significantly increased 

following exposure to both the intermediate and highly polluted eels (p < 0.05). However, all 

eel matrices significantly increased TGFβ levels only in the postnatal brains of both males and 

females (p < 0.05). Furthermore, in the postnatal male and female brains, high IL4 levels were 

only found to be significant following exposure to the lowly polluted eels (p < 0.05). In addition, 

high IL10 levels were found to be significant following exposure to the lowly and intermediately 

polluted eels in the neonatal brains of both sexes as well as the postnatal 
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male brains (all p < 0.05). A further significant effect was found for IL10 following exposure 

to the lowly polluted eels in the brains of postnatal females and middle-aged males (both p < 

0.05) (Table. 3). 

 
 

3.3. Effects of perinatal exposure to eels on middle-aged hippocampal markers 
 

The applied two-way ANOVA for IL-1β, IL6, TNFα, p38MAPK, ERK1/2, p65 and 

acetylcholine in hippocampus resulted in a significant main effect of exposure [all (F(3,32) = > 

6.98, all p < 0.001]. In addition, main effect of sex was found for all markers except for IL6 and 

TNFα [all F(1,32) > 10.56, all p < 0.01]. Furthermore, the level of TNFα, acetylcholine, 

p38MAPK, ERK1/2, and p65 in the hippocampus were significantly influenced by the 

interaction between exposure and sex [all F(3,32) > 3.58, all p < 0.05]. For males as well as 

females, one way-ANOVA analyses demonstrated significant differences between the various 

groups of exposed offspring mice with respect to IL-1β, IL6, TNFα, p38MAPK and ERK1/2 

[all F(3,19) > 4.4, all p < 0.05]. In addition, significant differences were only found in females 

with respect to p65 and acetylcholine [both F(3,19) > 13.26, both p < 0.001]. For both males 

and females, Post hoc comparisons showed that exposure to all polluted eels significantly 

increased the levels of IL-1β, IL6 and TNFα in the hippocampus (all p < 0.05). In addition, 

exposure to intermediately and highly polluted eels significantly increased the levels of 

p38MAPK, in hippocampus of both sexes (all p < 0.01) (Table. 4). In female hippocampus, 

exposure to intermediately and highly polluted eels significantly decreased the levels of 

acetylcholine and ERK1/2 (all p < 0.001) (Table. 4). Additionally, highly polluted eels 

significantly decreased the levels of p65 in female hippocampus (p < 0.05) (Table. 4). 

 
 

3.4. Effects of perinatal exposure to eels on plasma corticosterone and MPO levels in 

middle-aged mice 
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The applied two-way ANOVA for plasma corticosterone resulted in a significant main 

effect only on sex [F(1,32) = 10.55, all p < 0.01] (Fig. 2 A). Concerning MPO levels, two-way 

ANOVA revealed significant main effect of perinatal exposure to eels [F(3,32) = 136.76, p < 

0.001], and sex [F(1,32) = 30.92, p < 0.001], with a significant interaction between these two 

factors [F(3,32) = 16.74, p < 0.001]. One-way ANOVA showed a significant effect of perinatal 

exposure to eels for both males [F(3,16) = 181.49, p < 0.001] and females [F(3,16) = 25.20,  p 

< 0.001]. Subsequent analyses demonstrated significant effects of exposure to the studied eel 

matrices for males (all p < 0.001) as well as for females (all p ≤ 0.001) on MPO level (Fig. 2B). 

3.5. Effects of perinatal exposure to eels on middle-aged cognitive performances 
 

As for the acquisition phase in the Morris water-maze, repeated measures ANOVA 

revealed significant main effects for perinatal exposure to polluted eels [F(3,71) = 3.55, p <0.05] 

and trials [F(7,497) = 65.507, p < 0.001] on learning. An interaction between exposure and 

trials [F(21,497) = 1.842, p <0.05], and also between the 3 main factors “exposure x sex x 

trials” [F(21,497) = 1.69, p <0.05] were found. 

For males as well as females, post hoc comparisons demontrated no significant effects 

of perinatal exposure to eels on the latency time, except for females exposed to the highly 

polluted eels that spent more significant time to reach the hidden platform, in the trial 2, 

suggesting the absence of effect of perinatal exposure to eels on the acquisition process in both 

male and female middle-aged offspring mice (Fig. 3). 

As for the consolidation phase in the Morris water-maze, two-way ANOVA revealed 

significant effects for perinatal exposure to polluted eels [all F(3,72) > 6.66, all p < 0.001] on 

long-term memory. For middle-aged males, post hoc comparisons revealed no significant 

differences between the various groups of mice compared to controls with respect to memory 

retention (all p=n.s). In contrast, for middle-aged females, post hoc comparisons demonstrated 

that long-term memory retention was negatively affected only in those perinatally exposed to 
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both intermediately or highly polluted eels, compared to controls, as they needed significantly 

more time to reach the escape platform and spent less time in the platform during testing in the 

retention test (all p < 0.05). In addition, these exposed mice exhibited a significant reduction in 

the number of times that they crossed the platform (both p < 0.05) (Fig. 4). When comparing 

eel matrices, significant differences were found between the highly and the lowly polluted eels 

with regard the three behavioral indicators used to assess retention in the retention test (all p < 

0.05) (Fig. 4). However, only a significant difference was found between the intermediately and 

the lowly polluted eels with regard the time spent in the platform (p < 0.01) (Fig. 4B). 

As for the working memory task in the Y-maze, two-way ANOVA showed no 

significant effects for perinatal exposure to polluted eel exposure [(F(3,72) = 1.85, p = n.s.] and 

sex [F(1,72) = 1.27, p = n.s.] or their interaction [exposure x sex: F(3,72) = 0.18, p = n.s.] on 

the percentage of spontaneous alternation. This result suggests that early-life exposure to 

polluted eels does not impair immediate spatial working memory in middle-aged male and 

female mice (Fig. 5). 

 
 

4. Discussion 
 

We here studied a ‘‘cocktail” or ‘‘combined” effect of pollutants within eel matrices 

that may interact with effects from beneficial eel ingredients (e.g. omega-3 PUFAs and 

selenium) on microglia inflammatory responses across lifespan (PND 1 to PND 330), and some 

aspects of cognitive function in middle-aged offspring mice perinatally exposed to polluted 

eels. Thus, in addition to the possibility that the adverse effects of these pollutants might be 

camouflaged by beneficial eel constituents; contrary to individual conditions, eel pollutants as 

they occur in the mixture may function additively, synergistically, or even antagonistically, thus 

resulting in specific responses that vary depending on the complexity of the mixtures (Dridi et 

al., 2014; Soualeh et al., 2017). Inflammatory responses were assessed in microglia in the 
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neonatal (PND 1, i.e., the day of birth), the postnatal (PND 21, the day of weaning), the adult 

(PND 100) and the middle-aged (PND 330) brains of male and female offspring mice whose 

mothers were fed, during gestation and lactation, polluted eels, reflecting three pollution levels: 

lowly, intermediately, or highly polluted (Soualeh et al., 2017). In addition to chronic central 

inflammation, demonstrated by enhanced microglia production of inflammatory markers across 

the lifespan of offspring (Table. 3), peripheral inflammation, highlighted by significant levels 

of plasma MPO, was also found in both male and female middle-aged offspring mice perinatally 

exposed to polluted eels (Fig. 2B). However, our results demonstrated sex and dose dependent 

deficits in long-term memory retention, as only female middle-aged mice were affected 

following perinatal exposure to either intermediately or highly polluted eels (Fig. 4). 

Interestingly, inflammation was also detected in the hippocampus of these mice, a brain region 

involved in the formation of spatial memory; although the hippocampus of male exposed 

offspring was too (Table. 4). Consistent with sex selective effects observed only on memory of 

female offspring, significant decreases in ERK1/2 activation, activated p65, and acetylcholine 

levels were detected only in female hippocampus exposed to either intermediately or highly 

polluted eels. Although increased p38MAPK activation was found in the hippocampus of both 

males and females exposed to intermediately and highly polluted eels; greater effects were 

rather detected in middle-aged females. Taken together, our results suggest perinatal 

programming of long-term memory retention deficit in female middle-aged offspring, in a dose- 

dependent manner. Our results further suggest the alteration of hippocampal dependent memory 

in middle-aged females by cytokines, exerting their action via ERK1/2 and p38 signaling 

pathways, resulting in a decrease in the level of hippocampal acetylcholine. 

Inflammation plays a pivotal role in cognitive dysfunction (Miller and Spencer, 2014; 

Moieni et al., 2015; Simen et al., 2011; Wilson et al., 2002). In addition to central inflammation, 

peripheral inflammation was also linked to lower cognitive performances in animal models 
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(Murray et al., 2010; Wilson et al., 2002; Zhang et al., 2009) as well as human, as observed e.g., 

in people experiencing acute infection (Elison et al., 2008; Reichenberg et al., 2001; Wilson et 

al., 2002). Inflammation is also linked to both age-related cognitive decline and pathological 

aging processes such as Alzheimer’s disease (Dilger and Johnson, 2008; Lee et al., 2008; Miller 

and Spencer, 2014; Wilson et al., 2002). Activated microglia are the major source of pro-

inflammatory cytokines within the brain (Simen et al., 2011). Microglia are not only responsible 

for immunomodulatory functions in the brain but they act as modulators of cognitive function 

including memory (Blank and Prinz, 2013). Findings from this study linked the very early brain 

inflammation, assessed at PND 1, to the very late retention deficit, found at PND 310, in female 

middle-aged offspring mice perinatally exposed to intermediately or highly polluted eels. 

Microglia from brain of eel-exposed females have exacerbated pro- inflammatory marker 

production across their lifespan compared to controls. However, TNFα, IL1β, NO, IL6 and 

IFNγ levels in females were more pronounced following exposure to intermediately and highly 

polluted eels, compared to lowly polluted eels (Table. 3). Approximately, the same pro-

inflammatory profile was seen in microglia from male brains from mice that were perinatally 

exposed to polluted eels (Table 3). Systemic inflammation was also found following the 

significantly elevated levels of plasma MPO in eel-exposed male as well as female middle-aged 

mice (Fig. 2B). In this study, the level of systemic inflammation in both sexes depended on the 

level of pollutants in the eels, as greater effects on TNFα, IL1β, NO, IL6, IFNγ as well as MPO 

levels were seen with the highest polluted eels (Table. 3). However, sex differential in the levels 

of systemic inflammation was also found between males and females, in particular greater 

increase in MPO levels was detected in middle-aged males than in female counterparts, 

particularly those perinatally exposed to intermediately and highly polluted eels. This 

differential production of pro-inflammatory markers including MPO was already highlighted in 

a previous study between male and female offspring exposed to eels, at 
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different stages of life (Soualeh et al. 2017). However, no obvious differences between male 

and female middle-aged exposed mice with regard the level of inflammation in the 

hippocampus were found, except for the higher production of TNFα with the highly polluted 

eels detected in males compared to females. When comparing inflammatory status of microglia 

from neonatal male as well as female brains (reflecting gestational-only exposure to polluted 

eels) vs. postnatal male as well as female brains (reflecting gestational plus lactational exposure 

to polluted eels), similar, although more pronounced, inflammatory profiles were observed in 

the postnatal brains, suggesting a relatively limited contribution of lactational exposure in the 

induction of inflammatory processes. This confirm our obtained previous data on the entire 

brain highlighting the high vulnerability of the developing brain in mice to inflammatory 

challenges during the gestational period (Soualeh et al., 2017). Although inflammation in the 

neonates might have been of placental and/or fetal origin following direct exposure of the fetus 

to pollutants (or their metabolites), detected inflammation in eel-exposed mothers following 

elevated plasma levels of pro-inflammatory markers including MPO, TNFα, IL1β and IL6 was 

in favor of the maternal origin of inflammation in the offspring brain. Interestingly, 

inflammation was more pronounced in mothers exposed to the highest polluted eels (Table. 2). 

It has been discussed that cytokines bidirectionally modulate memory; the 

overexpression of TNFα, IL1β and/or IL6 (the most studied cytokines), is considered to be a 

critical contributor to the short- and long term deficits in hippocampal memory processes 

(Donzis and Tronson, 2014; Ohgidani et al., 2016; Thomson and Sutherland, 2005). In this 

study, high cytokine levels including TNFα, IL1β and IL6 were found in the hippocampus, 

which highlights the role of these pro-inflammatory cytokines in the retention deficit detected 

in middle-aged females. Although non-exhaustive, underlying mechanisms of inflammation in 

brain by which cognitive dysfunction may operate, even in an age-dependent manner, could be 

(i) gene expression decrease (ii) neurogenesis reduction, (iii) alterations in neuronal functions 
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including the impairment of long-term potentiation (LTP), which is a cellular mechanism of 

learning and memory, (iv) neuronal apoptosis and (v) perturbation of hypothalamic connectivity 

with brain regions involved in cognitive function (Barrientos et al., 2015; De Luca et al., 2016; 

Dilger and Johnson, 2008; Gadani et al., 2012; Liu et al., 2012; Simen et al., 2011; Wilson et al., 

2002). Chronically elevated cytokine levels are required to affect cognition (Simen et al., 2011), 

a condition found in our study, examining brain at 4 distinct stages of life. It should be noted 

that no cognitive effects of exposure to polluted eels were observed in both sexes at adult age 

(Dridi et al., 2014). In contrast, we have found long-term memory retention deficit that appeared 

later at middle age in female offspring mice perinatally exposed to intermediately or highly 

polluted eels, most likely following the interaction of their primed microglia with the aging 

process that may act as a sensitizing stimulus for these brain’s resident macrophages (Barrientos 

et al., 2015; Dilger and Johnson, 2008). Thus, our results suggest that the middle-aged mouse 

brain is more sensitive to cognitive effects of perinatal exposure to polluted eels than the adult 

mouse brain. Exacerbated production of cytokines in the middle- aged brain may result in 

maladaptive behavioral and cognitive changes (Dilger and Johnson, 2008). However, a certain 

threshold of the activation of microglia as well as networked cytokines, constitutes also an 

important condition for appropriate cognition (De Luca et al., 2016; Donzis and Tronson, 2014). 

Sex-dependent differences were already reported with perinatal exposure to polluted eels on 

offspring behavior. On adulthood (PND 95-100), depressive-like symptoms were detected only 

in offspring males, but not in females, whose mothers were exposed to polluted eels (Soualeh 

et al., 2017). On middle age (PNDs 195-329), late hyperactivity was exhibited only by offspring 

females, but not by males, perinatally exposed to polluted eels (Dridi et al., 2017). This ruled 

out any effects of the activity on the retention scores of middle-aged females. In contrast, 

hypoactivity could be regarded as a confounding factor in our case. Sexually dimorphism in 

perinatally exposed offspring may also 
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be attributed to the disruptive effects of endocrine disrupting chemicals contained in eels, such 

as PCBs, on the organizational effects (at early-life) and/or on the activational effects (at later 

in life starting the puberty) of gonadal hormones on offspring brain. It is important to note that 

in adulthood (PND 100), we have demonstrated a sex selective effect on hypothalamic pituitary 

adrenal (HPA) axis, as higher levels of corticosterone were found only in offspring males, but 

not in females, perinatally exposed to eels (Soualeh et al., 2017). In contrast to this study, any 

dysregulation of HPA axis was found in both middle-aged males and females (Fig. 2A). In 

addition to sex, HPA axis regulation may also depend, among others, on the age (Moieni et al., 

2015), which may explain the discrepancies between the two distinct ages (i.e., PND 100 and 

PND 330). Thus, retention deficit in the middle age was elicited by early-inflammation via a 

mechanism other than HPA dysregulation, which is also known as a plausible contributor to 

memory impairment (Miller and Spencer, 2014). However, our results suggest that ERK1/2 are 

the major contributors in the impairment of memory in middle-aged females, as a significant 

decrease of ERK1/2 activation was only detected in the female hippocampus perinatally 

exposed to the disruptive doses of pollutants in eels (i.e., intermediately and highly polluted 

eels). p38 MAPK pathway may also play a role in the observed cognitive deficit in females, as 

higher increased p38MAPK activation was found in the hippocampus of females exposed to 

intermediately and highly polluted eels. Consistent with our results, it has been shown that 

either decreased ERK1/2 activation or increased p38 MAPK activation, in the hippocampus, 

are associated with impairments of LTP, and in final with deficit in hippocampal memory 

processes (Donzis and Tronson, 2014; Giese and Mizuno, 2013). Animal studies have 

demonstrated that ERK1/2 are required for long term memory (Giese and Mizuno, 2013). 

Cytokines may modulate memory via several signal transduction pathways (Donzis and 

Tronson, 2014; Giese and Mizuno, 2013; Peng et al., 2010), and thus our results do not rule out 

the involvement of other pathways such as Janus kinase (JAK) - signal transduction. It is 
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possible that cytokine-dependent signal transduction pathways elicited the inhibition of the 

transcription factor NF-kB, condition found only in the hippocampus of middle-aged females 

exposed to highly polluted eels. Interestingly, it has been suggested that activation of NF-kB in 

neurons might enhance memory (Kaltschmidt and Kaltschmidt, 2009). Moreover, our results 

showed decreased levels of hippocampal acetylcholine in both groups of middle-aged females 

exposed to intermediately or highly polluted eels. It is reported that acetylcholine could enhance 

encoding e.g. by enhancing LTP in many areas, including the hippocampus (Hasselmo, 2006). 

Pro-inflammatory cytokines may act by decreasing the availability of neurotransmitters 

including acetylcholine (Bolton and Bilbo, 2014; Miller and Raison, 2016; Wilson et al., 2002), 

which may explain the observed effects on hippocampal acetylcholine levels in exposed females 

to the highest polluted eels. It seems that the decrease of acetylcholine in the hippocampus was 

not related to acetylcholinesterase activity, as we have already found a reduction of this enzyme 

activity, in this brain area (Dridi et al., 2017). Overall, we hypothesized that the disruptive 

effects of inflammatory signaling on memory of female middle-aged mice exposed to the 

intermediately and the highly polluted eels were mediated by ERK1/2 and p38 signaling 

pathways, altering the level of hippocampal acetylcholine. 

Current findings on the link between maternal polluted fish intake and cognitive 

performances of offspring are controversial. Given the association between total fish pollution 

and its size (Genuis, 2008; Oken et al., 2005; Paliwoda et al., 2016), it should be noted that in 

the studies cited below, a focus was made by researchers either on methylmercury (MeHg) or 

PCBs, however a myriad of pollutants such as pesticides and lead among others that may also 

exist in fish, as it is the case of eels (Table. 1), were ignored. No adverse effects of perinatal 

exposure to MeHg from fish consumption on cognitive development were found in cohort 

studies of Seychellois children, assessed at 5.5 years (Palumbo et al., 2000) and at 9 years of 

age (Myers et al., 2003), although mothers reported consuming 12 fish meals per week (Myers 
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et al., 2003). Poor cognitive performances were, however, reported in recent prospective 

studies. Indeed, cognitive deficits were associated to high fish consumption with high mercury 

exposure in both Spanish preschoolers (4 years old) (Freire et al., 2010) and children (7 years 

old) from the Faroe Islands (Grandjean et al., 1997). Although high fish consumption (1.2 

portions/wk) by pregnant women was associated with better infant cognition (assessed at 6 

months of age) in a prospective U.S. pregnancy and child cohort study, higher mercury levels 

were associated with lower cognition (Oken et al., 2005). In a cohort study, maternal 

consumption of PCB-contaminated fish was associated with poorer visual recognition memory 

in babies at 7 months postpartum (Jacobson et al., 1985). In US cohort, it has been concluded 

that maternal fish consumption of two (or less) serving per week is without benefit on offspring 

cognition (3 years old). However, in this cohort, improved or decreased performance on tests 

of language and visual motor skills has been found with more than twice a week; cognitive 

outcomes were dependent on the level of mercury (Oken et al., 2008). In keeping with human 

studies linking offspring poorer cognitive performances with maternal fish intake, our results 

further emphasize this relationship, and highlight the determinant role of pollution level in fish. 

Indeed, the lowest polluted fish used in this study (reared eels), did not affect offspring 

cognition, however, the highest polluted fish (mixed and river eels) impaired memory retention 

in female offspring middle-aged mice. Moreover, significant differences between females 

perinatally exposed to the lowly and the highly polluted eels with regard memory performances 

were found (Fig. 4). Considering the memory deficit as an indicative of the vulnerability of the 

middle-aged female brain to the highest polluted eels, either the plasticity or the resilience of 

the middle-aged female brain of mice perinatally exposed to the lowly polluted eels might be 

explained by the efficient involvement of vitagene network. In stressful conditions, cells engage 

a series of adaptive responses, the so-called cellular stress response, by activating pro-survival 

pathways including cytoprotective genes also termed vitagenes, which encode e.g., for heat 
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shock proteins (Hsps), heme oxygenases, the thioredoxin and the sirtuin protein systems, such 

a response that may contribute to establish a cytoprotective state in a wide variety of diseases, 

including inflammation (Calabrese et al., 2010; 2012; 2016). 

In conclusion, we have found that female, but not male, offspring mice perinatally 

exposed to either intermediately or highly polluted eels take a longer time to locate the escape 

platform, spend considerably less time in the platform and perform less visit to the platform in 

the retention assay of the Morris water maze test, which indicates an impairment of their long- 

term memory. However, retention of the previously learned task was not impaired in middle- 

aged mice perinatally exposed to lowly polluted eels, stressing the determinant role of the level 

of pollution in fish on cognitive alterations. We hypothesized that memory deficit elicited at 

middle age, but not at adult age, was attributed to early neuroinflammation, and further to the 

involvement of sensitized microglia during brain aging process. Our results emphasized the 

importance to consider sex as well as the stages of life in investigations evaluating the effects 

of endocrine disrupting chemicals to predict potential population impacts. On the basis of our 

results and previous data (Dridi et al., 2014; 2017; Soualeh et al., 2017) it is possible to infer 

that pregnant or nursing women should avoid eel consumption, and generally larger fish at 

higher trophic levels. 
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Figure legends: 
 
 

 
 

Fig. 1. Effects of perinatal exposure to polluted eels on hippocampal levels of acetylcholine 

(pmol/ml) of middle-aged offspring male and female mice (n = 5/sex/group), compared to 

standard diet alone (i.e., diet without eel). Intermediately polluted eel corresponds to an artificial 

eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels at a ratio of 2:1. The data 

are reported as the mean ± SEM. ***p < 0.001 significantly different from the control. 
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Fig. 2. Effects of perinatal exposure to polluted eels on plasma levels of corticosterone (A) and 

myeloperoxidase (MPO) (B) of middle-aged offspring male and female mice (n = 5/sex/group), 

compared to standard diet alone (i.e., diet without eel). Intermediately polluted eel corresponds 

to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels at a ratio 

of 2:1. The data are reported as the mean ± SEM. **p < 0.01 and ***p < 0.001 significantly 

different from the control. 
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Fig. 3. Effects of perinatal exposure to polluted eels on spatial learning of middle-aged male 

and female offspring mice (n= 10/sex/group) in the acquisition phase of the Morris water maze, 

assessed at PND 300, compared to standard diet alone (i.e., diet without eel). Intermediately 

polluted eel corresponds to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly 

polluted eels with a ratio 2:1. The data are reported as the mean±SEM. 
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Fig. 4. Effects of perinatal exposure to polluted eels on long-term memory retention of middle- 

aged male and female offspring mice (n = 10/sex/group) in the retention test of the Morris water 

maze assessed during 60 sec at PND 310, 10 days post spatial learning task, compared to 

standard diet alone (i.e., diet without eel). (A) the latency (time) to escape to the platform. (B) 

the time spent in the platform. (C) the number of crossing the platform. Intermediately polluted 

eel corresponds to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted 

eels with a ratio 2:1. The data are reported as the mean±SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p 

< 0.001 significantly different from the control. #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 

significantly different from the lowly polluted eels. 
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Fig. 5. Effects of perinatal exposure to polluted eels on the working memory of middle-aged 

male and female offspring mice (n = 10/sex/group) in the Y-maze assessed at PND 325, 

compared to standard diet alone (i.e., diet without eel). Intermediately polluted eel corresponds 

to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels with a 

ratio 2:1. The data are reported as the mean±SEM. 

Table 1. Pollutant levels detected in both reared (lowly polluted) and river (highly polluted) 
eels (Source: Soualeh et al., 2017). 

 
Chemical groups 

(ng/g fw) 
Pollutants Reared eels 

(la Meuse, Belgium) 
River eels 

(The Netherlands) 
PCBs: Σ6 NDL-PCB indicators 52.9 250.5 

 Total NDL-PCBsa 105.9 501.0 
 Total DL-PCBsb 10.6 50.1 
 Total PCBsc 116.5 551.1 

Dioxins/Furans: PCDD/Fs 620 820 
PAHs: Naphtalene < 15 < 16 

 Acenaphtylene < 15 < 16 
 Acenaphtene < 15 39 
 Fluorene 46 23 
 Phenanthrene 39 46 
 Anthracene 40 42 
 Fluoranthene < 38 < 41 
 Pyrene < 38 < 41 
 Chrysene < 38 < 41 
 Benzo(k)fluoranthene < 76 < 82 



----------------------------------------------------------------------------------------------------------Résultats et Discussion 

[185] 

 

 

 

BDEs: BDE47 < 38 < 41 
 BDE99 < 38 < 41 
 BDE100 < 38 < 41 
 BDE154 < 38 < 41 
 BDE153 < 38 < 41 
 BDE183 < 38 < 41 

Pesticides: α-HCH 2.87 1.64 
 HCB 3.24 3.04 
 β-HCH 1.56 3.11 
 γ-HCH 0.79 0.43 
 op'DDE 0.81 0.42 
 pp'DDE 10.59 19.98 
 op'DDD 0.89 1.41 
 op'DDT 1.75 0.67 
 pp'DDD 1.58 5.46 
 pp'DDT 5.35 5.17 

Metalsd: Mercury (Hg) 0.277 0.550 
 Aluminium (Al) 7.076 6.899 
 Vanadium (V) <0.588 <0.588 
 Chromium (Cr) 0.594 <0.151 
 Manganese (Mn) 0.853 0.562 
 Iron (Fe) 10.94 8.351 
 Cobalt (Co) 0.015 0.028 
 Nickel (Ni) 0.140 0.066 
 Copper (Cu) 0.718 0.725 
 Zinc (Zn) 38.28 49.24 
 Arsenic (As) 3.019 <0.475 
 Selenium (Se) 0.399 1.802 
 Molybdenum (Mo) 0.052 0.042 
 Cadmium (Cd) 0.024 <0.010 
 Lead (Pb) 0.043 0.033 
 Platinum (Pt) <0.012 <0.012 
BDEs: polybrominated diphenyl ethers; DDD: dichlorodiphenyldichloroethane; DDE: 
dichlorodiphenyldichloroethylene; DDT: dichlorodiphenyltrichloroethane; DL-PCBs: dioxin- 
like polychlorinated biphenyls; fw: fresh weight; HCB: hexachlorobenzene; HCH: 
hexachlorocyclohexane; NDL-PCBs: non-dioxin like polychlorinated biphenyls; PAHs: 
polycyclic aromatic hydrocarbons; PCDD/Fs: polychlorinated dibenzo(p)dioxins and furans; 
Σ6 NDL-PCB: the sum of the 6 NDL-PCBs: 28, 52, 101, 138, 153, and 180. 
a total NDL-PCBs corresponds to an estimated value obtained by considering the 6 NDL-PCB 
indicators approximately 50% of total NDL-PCBs (EFSA, 2005). 
b total DL-PCBs corresponds to an estimated value obtained by considering the 6 NDL-PCBs 
indicators close to five times higher than the sum of total DL-PCBs (EFSA, 2010). 
c Total PCBs corresponds to the sum of DL- and NDL-PCBs. 
d Weight given as μg/g dry weight; average water content 51.08%. 
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Table 2. Effects of exposure to polluted eels on plasma inflammatory markers of mothers (n = 

6/group), assessed at the day of weaning, compared to standard diet alone (i.e., diet without 

eel). 

 
Maternal diet with or without eels MPO$ TNFα IL1β IL6 
Standard diet 47.6±3.8 84.6±8.5 155.1±7.0 101.5±15.8 
Lowly polluted eels 145.8±12.2*** 117.6±11.5** 302.5±26.3*** 143.7±10.3 
Intermediately polluted eels# 201.2±9.3*** 275.7±56.8** 364.7±21.8*** 136.2±13.0 
Highly polluted eels 238.7±12.6*** 281.6±41.3** 403.7±4.9*** 158.5±12.4* 

 
 
 
 
 
 
 

#Intermediately polluted eel corresponds to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly 
polluted and highly polluted eels with a ratio 2:1. The data are reported as the mean±SEM. 
TNFα, IL1β and IL6 are expressed as pg/ml. $MPO expressed as µg/ml. *p < 0.05, **p < 0.01 
and ***p < 0.001 significantly different from the control. 
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Table 3. Effects of perinatal exposure to polluted eels on the microglia inflammatory markers of male and female pups, assessed at PND s 1 and 
21, male and female adult mice, assessed at PND 100, as well as male and female middle-aged mice, assessed at PND 330, compared to standard 
diet alone (i.e. diet without eel). 

 

Maternal diet with 
or without eels TNFα IL1β IL6 IFNγ NO$ IL10 IL4 TGFβ 

 
Males 

 
 

Females 
 
 

Males 
 
 

Females 
 
 

Males 
 
 

Females 
 
 

Males 

Standard diet 156.0±10.6          114.6±25.0          65.4±0.6 53.3±11.3 0.2± 0.1         134.4±39.9          55.8±3.2 494.5±84.8 
Lowly polluted eels 349.9±37.3*        263.6±18.0*        64.5±1.1 59.8±11.1 0.8±0.3 250.1±26.9*       68.2±2.4 608.8±36.0 
Intermediately polluted eels# 520.2±97.1**      366.2±48.5***    63.9±0.8 88.4±11.0 1.2±0.4*        282.1±28.2*       63.5±3.6 701.5±76.1 
Highly polluted eels 496.0±50.5**      383.3±30.7***    68.4±2.1 110.0±32.6          1.4±0.4*       209.3±34.9          57.3±3.9 621.9±22.3 
Standard diet 182.7±17.6          114.4±22.9          62.6±0.5 57.5±13.5 0.4± 0.2         116.4±26.5          55.9±0.5 452.8±61.1 
Lowly polluted eels 296.7±40.7*        243.1±17.5*        64.4±0.7 60.9±15.6 1.1±0.2 389.8±51.0**     66.4±1.4 654.3±39.6 
Intermediately polluted eels# 363.1±57.2*        286.0±33.5**      62.8±1.7 86.2±8.3 1.2±0.3*        201.01±41.5*      63.4±2.1 619.1±69.3 
Highly polluted eels 501.2±49.8**      366.0±33.9***    81.4±4.2* 96.9±6.8 1.2±0.1*        184.6±38.9          65.8±1.8 653.9±52.0 
Standard diet 78.8±11.2 62.7±1.3 85.1±9.1 54.6±6.1 0.2±0.0 96.4±12.6 92.5±24.6 418.6±27.5 
Lowly polluted eels 410.8±46.8*** 171.1±45.7* 207.7±48.8 96.5±9.6 0.6±0.0 232.6±27.7*** 238.5±33.1** 616.7±36.5** 
Intermediately polluted eels# 459.6±37.7***    240.1±55.6*     272.5±16.8*      109.6±10.6*      0.9±0.1*      218.1±11.2**      178.8±22.1      687.5±47.1** Highly 
polluted eels 549.7±42.7***    270.8±23.5**      302.4±29.9*        175.1±15.1***   1.7±0.5**      169.1±7.6 125.7±23.9 606.6±13.1** 
Standard diet 154.9±29.5          60.0±5.5 69.8±12.2 79.1±8.7 0.3±0.0 142.0±10.0 124.3±27.1 409.0±26.9 
Lowly polluted eels 225.7±38.0 120.1±8.0 144.9±16.3 84.9±16.0 0.6±0.0 285.8±29.6** 241.1±39.8* 631.1±13.4* 
Intermediately polluted eels# 341.6±60.4*      203.8±50.1*      205.5±54.1*       116.8±17.9*       0.9±0.1*       194.8±14.6       152.4±26.4       631.9±32.6* Highly 
polluted eels 596.7±93.2**    253.0±28.0***    304.8±38.5**    187.7±24.9**     1.3±0.2***     154.0±31.7     107.7±6.7     596.1±78.9* Standard 
diet 95.4±25.7 109.5±21.5          52.2±2.6 63.5±5.4 0.3±0.1 109.7±15.5         47.1±1.8 489.7±38.3 
Lowly polluted eels 126.2±36.8          311.4±51.6**      66.5±2.1 77.8±9.6 1.0±0.3 135.6±19.8         52.1±4.5 584.1±44.4 
Intermediately polluted eels# 451.0±47.2*        353.1±42.5**      88.4±1.9* 82.4±2.3* 1.3±0.3*        121.6±25.6          56.9±3.2 532.9±49.1 
Highly polluted eels 571.5±39.1***    420.8±23.9***    89.6±1.6* 87.0±1.9* 1.7±0.6*        141.1±24.3          52.3±5.1 589.2±25.2 
Standard diet 176.4±11.0          116.9±29.9          62.5±3.2 51.1±7.0 0.5±0.1 155.7±32.0         69.2±2.1 433.2±22.9 
Lowly polluted eels 400.4±82.2 343.3±47.1* 70.7±2.7 69.6±13.0 0.8±0.1 203.2±20.3 84.1±3.7 591.0±52.3 
Intermediately polluted eels# 558.3±58.6**      402.7±39.3**      74.0±1.6* 81.8±7.9* 1.1±0.1*        183.1±34.1          77.6±3.6 585.0±69.6 
Highly polluted eels 553.4±91.0**      388.8±56.0*       78.7±1.3* 93.3±17.5*          1.2±0.0*       192.4±35.9          70.5±3.1 573.0±65.8 
Standard diet 173.9±9.6 130.1±28.5          63.2±1.4 73.4±9.7 0.5±0.1 95.6±25.5 62.5±0.5 458.3±53.8 
Lowly polluted eels 264.1±12.5 230.5±7.6* 64.4±1.7 88.9±7.3 0.8±0.3 273.3±29.9* 65.2±2.4 795.6±55.3 
Intermediately polluted eels# 254.2±30.0 282.2±15.1* 70.7±2.0* 109.2±8.3* 1.4±0.1* 230.7±45.1 64.9±1.9 754.2±173.5 
Highly polluted eels 418.8±48.5*** 321.8±38.1*** 72.7±1.6** 128.4±3.3* 1.9±0.1* 180.6±64.1 67.3±1.1 640.5±90.6 
Standard diet 184.6±31.6 104.6±27.9 61.2±3.0 64.1±9.2 0.5±0.1 131.3±30.9 61.9±1.9 492.4±98.4 
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 Lowly polluted eels 238.9±17.7 230.0±18.2* 71.9±3.9 73.2±14.4 0.8±0.2 213.3±68.17 78.8±3.7 788.2±38.7 
Females Intermediately polluted eels# 288.5±37.5 232.0±20.0* 82.1±2.1* 88.9±6.6* 1.0±0.1* 293.9±65.2 64.5±2.3 660.0±146.5 

 Highly polluted eels 379.8±53.1** 285.9±31.9*** 98.7±1.1* 90.7±1.6* 3.6±0.5* 157.8±65.1 66.1±2.2 635.5±187.8 
#Intermediately polluted eel corresponds to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eel s with a ratio 2:1. 
Values represent the mean ± SEM for 10 individuals (5 females and 5 males)/group, and are expressed as pg/ml. $NO expressed as µM. *p < 0.05, 
**p < 0.01 and ***p < 0.001 significantly different from the control. 

 
 

Table 4. Effects of perinatal exposure to polluted eels on the hippocampal inflammatory markers of male and female middle-aged mice, assessed 

at PND 330, compared to standard diet alone (i.e. diet without eel). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

#Intermediately polluted eel corresponds to an artificial eel matrix obtained by mixing lowly polluted and highly polluted eels with a ratio 2:1. The 
data (n=5/sex/group) are reported as the mean±SEM. TNFα, IL1β, IL6 and IL4 are expressed as pg/ml. p38 MAPK, Erk 1/2, NFKB p65 are 
expressed as the the measuring absorbance (OD) at 450 nm. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 significantly different from the control. The‘t’ 
indicates that activated p65 level of female mice whose mothers were exposed to intermediately polluted eels approached significance, compared 
to controls (p = 0.061). 

 Maternal diet with or without 
eels 

Activated 
p38 MAPK 

Activated 
erk1/2 

NFKB 
p65 

TNFα IL1β IL6 IL4 

 Standard diet 0.16±0.0 0.53± 0.0 0.72±0.0 123.2±6.9 145.6±15.7 45.4±0.9 170.9±7.6 

Males 
Lowly polluted eels 0.19±0.0 0.68±0.0 0.87±0.0 537.7±44.9** 340.9±24.7** 188.2±24.7** 169.7±19.1 
Intermediately polluted eels# 0.30±0.0* 0.52±0.1 0.80±0.0 561.9±65.5** 332.3±48.2** 224.2±21.2*** 169.1±21.1 

 Highly polluted eels 0.30±0.0* 0.42±0.1 0.80±0.1 900.5±128.2*** 412.6±11.8*** 373.4±29.5*** 194.4±27.7 
 Standard diet 0.15±0.0 0.56±0.0 0.74±0.0 146.6±9.2 116.1±14.1 48.6±2.3 147.0±16.7 

Females 
Lowly polluted eels 0.32±0.0 0.49±0.0 0.87±0.0 534.8±79.9* 254.4±15.3* 179.3±14.8*** 146.8±7.0 
Intermediately polluted eels# 0.50±0.0** 0.32±0.0*** 0.62±0.0t 553.8±4.2** 289.5±43.5** 274.6±8.0*** 109.9±13.8 

 Highly polluted eels 0.55±0.0*** 0.26±0.0*** 0.43±0.0* 777.6±123.8*** 402.4±38.2*** 360.5±25.6*** 95.0±18.6 
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L’anguille d’Europe, Anguilla anguilla, est un poisson prédateur et migrateur qui 

constitue, pour les chercheurs, un excellent bio-indicateur de la pollution environnementale, du 

fait que ce poisson gras est un bio-accumulateur des polluants et également un très bon vecteur 

de transfert des contaminants chimiques vers l’Homme comme matrice alimentaire. Afin 

d’appréhender l’impact de la consommation de telles matrices alimentaires contaminées 

chimiquement sur l’individu durant les premières étapes de son développement et en particulier 

sur son neuro-développement, nous avons mené au cours de cette thèse, tous les travaux sur un 

modèle murin. L’objectif était d’évaluer, tout en considérant le sexe des souris ainsi que leurs 

âges, les effets neuro-inflammatoires, comportementaux et cognitifs de l’exposition périnatale 

à trois matrices alimentaires (3 types d’anguilles) qui reflètent 3 niveaux de pollution (faible, 

moyenne et haute). Nous soulignons que nous n’avons pas pu trouver d’anguille non polluée. 

Les chercheurs du Centre de Recherches Analytique et Technologique de l’Université de Liège 

en Belgique qui sont aussi nos partenaires sur ce projet, où les analyses des PCB et dioxines 

dans les denrées alimentaires et les effluents constituent une expertise de ce centre, nous ont 

signalé l’impossibilité de disposer d’anguilles non polluées. Trois matrices d’anguille ont été 

étudiées, le muscle d’anguille de rivière, le muscle d’anguille d’élevage, et une matrice « 

artificielle » obtenue en mélangeant les deux muscles des deux types d’anguilles afin d’obtenir 

une concentration intermédiaire. Les analyses des polluants dans les 2 anguilles (de rivière et 

d’élevage) ont révélé l’existence des PCB et d’autres polluants tels que les pesticides 

organiques, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les dioxines/furanes, les 

polybromodiphényléthers (PBDE) et les métaux lourds (Soualeh et al., 2017 a, b). D’autres 

polluants, non évalués sont soupçonnés d’être également présents dans les anguilles tels que les 

dérivés de médicaments largués dans les effluents notamment les antibiotiques et les 

œstrogènes. Les analyses chimiques ont montré que l’anguille de rivière était très polluée par 

rapport à celle de l’élevage considérée comme faiblement polluée. Ainsi, la matrice anguille 

mélangée reflète une pollution intermédiaire. Les souris mères gestantes et allaitantes ont été  
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exposées aux anguilles à raison de 0.8 g-muscle lyophilisé/kg/jour. Ainsi, l’apport quotidien en 

6 PCB-NDL par 0,8 g de muscle d’anguilles polluées délivré aux souris, pendant la période de 

gestation et lactation, correspond à 85 ng/kg de PCB-NDL (anguille d’élevage), 216 ng/kg 

(anguille mélangée) et 400 ng/kg (anguille de rivière). 

La majorité des xénobiotiques présents dans nos matrices alimentaires (anguilles) tels 

que les PCB, les pesticides et certains métaux lourds est connue par leur capacité d’induire une 

inflammation précoce chez la progéniture (Dietert, 2012; Marques et al., 2013) via l’activation 

ou la dérégulation de certaines voies de signalisation cellulaire telles que la voie du facteur 

nucléaire kappa B (NF-κB), la voie de signalisation des protéines MAP kinases (MAPK), la 

voie d’induction génique de la ecyclooxygenase-2 et de l’oxyde nitrique synthase (Cardenas- 

Gonzalez et al., 2013; Dietert, 2015; Kim et al., 2002; Liu et al., 2015; Osgood et al., 2013; 

Sipka et al., 2008). De plus, de nombreuses études cliniques (Chen et al., 1994; Harada, 1976; 

Jacobson et al., 1985; Sagiv et al., 2012; 2010) et sur des modèles animaux (Chen et al., 1994; 

Harada, 1976; Jacobson et al., 1985; Sagiv et al., 2012; 2010) ont mis en évidence l’induction 

des troubles comportementaux et cognitifs par certains de ces contaminants tels que les PCB. 

Dans le cas d’une exposition précoce aux PCB, ces troubles comportementaux et cognitifs 

peuvent se manifester tardivement (Boix et al., 2011; Cauli et al.,2012; Schantz et al., 1991; 

Karkaba et al.,2017). Ces troubles peuvent concerner entre autres le comportement social 

(Karkaba et al.,2017, Lee et al., 2008; Wang et al., 1999, Jolous-Jamshidi et al., 2010) l’anxiété 

(Orito et al., 2007, Elnar et al., 2012, Plusquellec et al., 2010, Bell et al., 2016; Gillette et al., 

2016), l’hyperactivité (Dridi et al., 2017), la dépression (Fitzgerald et al., 2008; Gaum et al., 

2014; Kilburn et al., 1989; Santiago-Rivera et al., 2007; Strom et al., 2014) et la cognition 

(Jacobson et al., 1985, Genuis, 2008; Oken et al., 2005; Paliwoda et al., 2016). 



-----------------------------------------------------------------------------------------Discussion Générale 

[191] 

 

 

 
Dans ce travail de thèse, nous avons étudié l’effet « cocktail » ou « combiné » puisque 

l’effet évalué correspond à l’effet de l’ensemble des polluants présents dans la matrice anguille 

ainsi que celui de l’ensemble des ingrédients bénéfiques tels que les acides gras polyinsaturés 

(les oméga-3) et le sélénium également présents dans ces poissons gras. Ainsi, l’effet cocktail 

pourrait correspondre à plusieurs modes d’interactions entre les divers contaminants et 

ingrédients présents dans les matrices anguilles y compris des réactions synergiques, additives 

et/ou antagonistes (Dridi et al., 2014; Elnar et al., 2012; Roegge et al., 2004; Sitarek and 

Gralewicz, 2009; Sugawara et al., 2008). 

1. Rôle de l’exposition périnatale aux anguilles contaminées dans l’induction de 

l’inflammation 

1.1. Le statut inflammatoire au niveau cérébral 
 

Dans ce travail, les réponses inflammatoires ont été évaluées au niveau cérébral (cerveau 

entier) à différentes tranches d’âge : à la naissance (jour postnatal 1, JPN1); au sevrage (JPN21) 

et à l’âge adulte (JPN100) chez les souris mâles et femelles dont les mères ont été exposées 

durant la période de gestation jusqu’à la fin de la période d’allaitement (Soualeh et al, 2017a). 

Nous avons constaté une inflammation précoce et prononcée dans le cerveau en période 

néonatale (JPN1), et également dans le cerveau en période postnatale (les cerveaux des souris, 

le jour du sevrage, JPN21). Cette inflammation a été qualifiée de chronique puisqu’elle était 

détectée aussi dans les cerveaux des souris adultes (JPN100). 

En effet, des niveaux significatifs de cytokines proinflammatoires IL1β et TNFα ont été 

observés dans les cerveaux néonataux mâles et femelles des souris exposées en période 

prénatale aux 3 types d’anguilles polluées. De plus, chez les souris mâles et femelles exposées 

in utero aux anguilles hautement polluées, une production importante de cytokines pro- 

inflammatoires, IFNγ et IL6, a été aussi relevée dans les cerveaux en période néonatale. Bien 

que l'exposition prénatale aux anguilles polluées a induit une neuro-inflammation précoce chez 
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la progéniture, il semble qu'il y ait une production différentielle de cytokines pro- 

inflammatoires selon le sexe puisqu’une production accrue a été constatée chez les mâles. En 

effet, les niveaux de production des TNFα, IL6 et IFNγ dans le cerveau des mâles en période 

néonatale étaient légèrement plus élevés que ceux dans le cerveau des femelles en période 

néonatale, en particulier suite à une exposition aux anguilles hautement polluées. Inversement, 

la production de NO a été constatée significativement plus élevée dans le cerveau des femelles 

en période néonatale. Nous avons relevé, aussi, un dérèglement de la réponse anti- 

inflammatoire chez les cerveaux des mâles et des femelles exposés en période néonatale par 

rapport à ceux non exposés. En particulier, une production significativement élevée d'IL10 et 

d'IL4 a été détectée chez les cerveaux des souris mâles et femelles exposées in utero aux 

anguilles faiblement polluées en période néonatale (Soualeh et al., 2017a). Encore une fois, une 

différence entre les deux sexes a été notée, car seuls les cerveaux des mâles exposés en période 

néonatale ont produit des niveaux significatifs de la cytokine anti-inflammatoire TGFß. Ainsi, 

le statut inflammatoire induit dans le cerveau en période néonatale reflète donc des réponses 

exclusives à l'exposition in utero aux anguilles polluées. A ce stade néonatal, la production de 

différentes cytokines inflammatoires pourrait être d’origine placentaire (cytokines maternelles 

qui traversent le placenta) voire fœtale (production des cytokines suite à une exposition directe 

du fœtus aux polluants ou à leurs métabolites) (Bolton et Bilbo, 2014; Hale et al., 2014; Marques 

et al., 2013). Nous avons également pu confirmer l’induction d’une inflammation chez les 

mamans exposées aux anguilles par la présence des taux plasmatiques élevés des marqueurs 

pro-inflammatoires à savoir MPO, TNFα, IL1β et IL6. Cette réponse pro-inflammatoire a été 

plus prononcée chez les mères exposées aux anguilles fortement polluées (Soualeh et al., 

2017b). Ces résultats sont en faveur d’une origine maternelle de l’inflammation. Cependant, 

l’origine fœtale ne pourrait pas être exclue. 
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Dans notre étude, l’exposition de la progéniture aux anguilles polluées a été poursuivie 

pendant l’allaitement et jusqu'au sevrage (JPN21). Par conséquent, le statut inflammatoire dans 

les cerveaux postnataux des souris reflète des réponses à une exposition à la fois gestationnelle 

et lactationnelle aux anguilles polluées. En effet, une inflammation postnatale dans le cerveau 

des souris mâles et femelles a été constatée par une production importante d'IL6. Cette neuro- 

inflammation postnatale a dépendu étroitement du niveau de pollution des matrices anguilles 

étudiées. Les niveaux les plus importants de TNFα, IL1β, IFNγ et NO ont été détectés dans le 

cerveau postnatal des souris mâles et femelles suite à une exposition périnatale aux aguilles 

hautement polluées. Un effet sexe dépendant a été également observé dans les cerveaux 

analysés en période postnatale concernant les niveaux de production de certains marqueurs pro- 

inflammatoires. En effet, le TNFα a été produit à des niveaux plus élevés chez le cerveau des 

mâles en période postnatale; bien que la production du NO ait été considérablement plus élevée 

dans le cerveau des femelles en période postnatale. 

Il est important de noter que les profils pro et anti-inflammatoires dans les cerveaux 

mâles et femelles en période néonatale, comparés à ceux des cerveaux mâles et femelles en 

période postnatale sont approximativement similaires. Les différences que nous pouvons 

signaler entre le statut inflammatoire en période néonatale et celui en période postnatale sont 

(i) une augmentation légère de la production de certaines cytokines pro-inflammatoires 

observée dans les cerveaux en période postnatale (TNFα et IFNγ pour chez les mâles et IL6 

chez les femelles), (ii) une diminution du taux de TGFβ observée dans le cerveau des mâles en 

période postnatale. Par conséquent, nous constatons une contribution relativement limitée de 

l'exposition lactationnelle dans l'induction des réponses inflammatoires, puisque les cytokines 

pourraient également avoir une origine postnatale (Bolton et Bilbo, 2014). Dans ce même 

contexte, il a été signalé que l'exposition lactationnelle à certains types de polluants tels que le 

plomb et la pollution de l'air entraîne une néphrotoxicité et une cardiotoxicité accrues que 
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celles constatées après l'exposition prénatale (Damaceno-Rodrigues et al., 2009; Vyskocil et 

al., 1995). Cette hypothèse a été également approuvée dans les études réalisées sur les polluants 

à l’état individuel ou pur tel que le bisphénol A pour étudier les effets développementaux sur le 

comportement émotionnel chez les rongeurs (Gioiosa et al., 2013; Palanza et al., 2016). Dans 

notre étude, les cerveaux des animaux mâles et femelles en période néonatale, exposés in utero 

ont montré des profils inflammatoires similaires, voire plus prononcés, par rapport à ceux 

observés dans les cerveaux des animaux mâles et femelles en période postnatale, exposés à la 

fois in utero et pendant l’allaitement. Nous soulignons ainsi la forte vulnérabilité du cerveau en 

développement aux défis inflammatoires pendant la gestation. Nos résultats mettent en œuvre 

l’effet combiné et potentiel d’une myriade de polluants dans l’induction des mécanismes 

inflammatoires in utéro et nous relevons ainsi, l’importance d’étudier les effets 

neurodéveloppementaux des polluants alimentaires dans une matrice alimentaire avec des 

niveaux de pollution réels au lieu d’une matrice artificielle ou des polluants à l’état individuel. 

Le caractère persistant de cette inflammation cérébrale a été également confirmé. En 

effet, à l’âge adulte (JPN100), nous avons relevé une forte expression des marqueurs pro- 

inflammatoires TNFα, IL1β, IFNγ, IL6 et NO. Ce qui met en évidence l’aspect chronique de 

cette inflammation induite dans les cerveaux des souris mâles et femelles tout au long de leur 

vie (Soualeh et al, 2017a). 

1.2. Le statut inflammatoire au niveau des cellules microgliales 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à évaluer les réponses 

inflammatoires au niveau des cellules microgliales à la naissance (JPN1), au sevrage (JPN21), 

à l’âge adulte (JPN100) et chez les souris mâles et femelles d’âge moyen (JPN330) dont les 

mamans ont été exposées durant la période de la gestation jusqu’à la fin de la période 

d’allaitement (Soualeh et al, 2017b). 

Les cellules microgliales des cerveaux des souris femelles et mâles exposées 

périnatalement aux anguilles polluées ont manifesté une forte production de marqueurs 



-----------------------------------------------------------------------------------------Discussion Générale 

[195] 

 

 

 
proinflammatoires d’une façon chronique depuis la naissance jusqu’à un âge très avancé en 

comparaison aux témoins. Cette production met en évidence l’état d’activation adoptée par les 

cellules microgliales. En effet, vu la libération importante des cytokines inflammatoires, les 

cellules microgliales sont forcément en état d’activation et ce depuis la naissance, chez les 

animaux exposés. Nous relevons aussi que la balance pro/anti-inflammatoire est clairement 

orientée vers la proinflammation vu l’abondance et la persistance de la production des cytokines 

proinflammatoires par ces cellules. Par conséquent, même si nous n’avons pas réalisé un 

phénotypage, le profil pro-inflammatoire pourrait indiquer que les cellules microgliales activées 

seraient donc majoritairement orientées vers un phénotype M1, susceptible d’induire des effets 

délétères par rapport à la neuroprotection qui pourrait être conférée par le phénotype M2. 

Le taux de la production de certaines cytokines pro-inflammatoires par les cellules 

microgliales dépend du niveau de pollution. En effet, les concentrations des TNFα, IL1β, NO, 

IL6 et IFNγ ont été plus prononcées dans les cellules microgliales des souris femelles et mâles 

exposées périnatalement aux anguilles hautement et moyennement polluées par rapport à celles 

des souris femelles et mâles exposées périnatalement aux anguilles polluées. Il est à noter que 

le profil pro-inflammatoire dans les cellules microgliales des cerveaux mâles a été 

approximativement similaire à celui des cellules microgliales des cerveaux femelles. 

En concordance avec ce qui a été démontré au niveau du cerveau entier, nous avons constaté 

que les cellules microgliales des cerveaux néonataux mâles et femelles présentent des profils 

inflammatoires similaires, voire plus prononcés, par rapport à ceux détectés dans les cellules 

microgliales des cerveaux postnataux mâles et femelles exposés à la fois in utero et pendant 

l’allaitement. Par conséquent, nous constatons encore une fois une contribution relativement 

limitée de l'exposition lactationnelle dans l'induction des réponses inflammatoires cellulaires et 

nous confirmons ainsi la forte vulnérabilité du cerveau en développement aux défis 

inflammatoires pendant la gestation. 
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1.3. Le statut inflammatoire au niveau de l’hippocampe 

Un intérêt particulier a été porté au statut inflammatoire au niveau d’une région 

cérébrale, l’hippocampe, à l’âge moyen (JPN 330). Nos résultats montrent une production 

importante des cytokines pro-inflammatoires notamment les TNFα, IL1β et IL6 au niveau de 

cette région chez les souris mâles et femelles d’âge moyen exposées périnatalement aux 

anguilles polluées. Nous avons montré également une diminution significative et sexe 

dépendante de l’activation des protéines de la voie des MAPK (ERK1/2) et la voie NF-κB (p65), 

et des niveaux d’acétylcholine au niveau de l’hippocampe des souris femelles d’âge moyen 

suite à une exposition périnatale aux anguilles moyennement et hautement polluées. Une 

activation plus importante de la p38 MAPK a été également constatée dans l’hippocampe des 

souris femelles d’âge moyen que celui des mâles d’âge moyen exposées périnatalement aux 

anguilles moyennement et hautement polluées (Soualeh et al, 2017b). 

1.4. Le statut inflammatoire au niveau périphérique 
 

Au niveau périphérique, nous avons démontré une inflammation périphérique aussi bien 

chez les souris mâles que les femelles adultes et d’âge moyen, dont les mamans ont été exposées 

pendant la gestation et l’allaitement aux anguilles polluées, par des niveaux plasmatiques 

significativement élevés d’une enzyme pro-inflammatoire, la myéloperoxydase (MPO) 

(Soualeh et al, 2017b). La MPO est considérée comme étant un indicateur systémique de 

l’inflammation. De ce fait, il semblerait que l’inflammation détectée chez les souris mâles à 

l’âge adulte et moyen a été plus pronocée que celle detectée chez les femelles. Ces différences 

peuvent être attribuées aux stratégies adaptatives liées à chaque sexe. Un effet dose dépendant 

a aussi été trouvé puisque les souris mâles exposées aux anguilles hautement et moyennement 

polluées ont exprimé la MPO en forte concentration. 
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2. Programmation périnatale du comportement « dépressif-like » à l’âge adulte par 

l’inflammation 

Nous avons pu démontrer lors de l’étude du comportement de résignation, à l’âge adulte 

(JPN100) que seules les souris mâles ont présenté un phénotype « dépressif-like » à la fois dans 

le test de la suspension caudale et le test de la nage forcée (Soualeh et al, 2017a). Il est important 

de noter que ce comportement « dépressif-like » observé dépend du niveau de la pollution. En 

effet, ces symptômes dépressifs ont été plus importants chez les souris mâles exposées 

périnatalement aux anguilles moyennement et hautement polluées que celles exposées aux 

anguilles faiblement contaminées. 

Etant donné que ces souris ont manifesté une inflammation au niveau de leur cerveau 

depuis la naissance jusqu’à l’âge adulte, cela suggère une programmation périnatale du 

comportement « dépressif-like » par une inflammation précoce à effet tardif. Nous rappelons que 

dans ces modèles comportementaux de la dépression, les rongeurs tentent d'échapper à une 

situation anxiogène et expriment un comportement loin d’être passif appelé le comportement 

de résignation (Belzung, 2014; Cryan et Leonard, 2010; Cryan et al, 2005). Pour confirmer le 

résultat obtenu, nous avons démontré également que l'activité locomotrice n’a pas été affectée 

chez ces mêmes souris mâles adultes (JPN90-92). Ce qui confirme clairement que 

l’augmentation significative du comportement d’immobilité observée dans les deux tests 

comportementaux reflète un véritable comportement de résignation. Dans ce même contexte, 

nous avons démontré dans l’étude de Dridi et al (2017) que l’exposition périnatale aux anguilles 

polluées induit une hyperactivité chez les souris femelles uniquement. Cette hyperactivité ne 

s’est pas manifestée chez les femelles au JPN47 mais plutôt très tardivement aux JPN195, 305 

et 329, c’est-à-dire à partir d’un âge adulte bien avancé puisque dans cette présente étude, 

l’activité locomotrice des souris à l’âge adulte (JPN 90) n’a pas été affectée. Nos précédentes 

études (Dridi et al., 2014, 2017), ainsi que les données recueillies au cours de ce travail ont 
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démontré que le poids corporel de la progéniture n’a pas été affecté suite à cette exposition 

périnatale aux anguilles polluées. Par conséquent, le comportement d'immobilité observé ne 

peut pas être attribué à une diminution potentielle du poids corporel. Ainsi, le comportement 

« dépressif-like » ou de résignation induit chez nos souris mâles adultes pourrait être lié à la 
 

dérégulation sélective et sexe-dépendante de l’axe hypothalamique pituitaire surrénalien (HPA) 

comme le niveau de production de la corticostérone, hormone du stress, a été altéré uniquement 

chez les souris mâles adultes. 

Il est important de souligner que les performances maternelles dans le test de la 

construction du nid et le test de ramassage des jeunes ou «Retrieving test» n’ont pas été affectées 

ce qui exclut toute anomalie du comportement maternel qui pourraient affecter le 

développement de leur progéniture et contribuer à l’apparition du comportement dépressif à 

l'âge adulte (Soualeh et al., 2017a). 

En concordance avec nos résultats qui lient l’exposition précoce aux faibles doses de 

contaminants, l’inflammation et la dépression, les résultats cliniques et aussi ceux obtenus sur 

le modèle animal suggèrent que l'inflammation constitue un facteur causal plausible qui 

contribue au développement de la dépression (Bilbo et Schwarz, 2009; Bolton et Bilbo, 2014, 

Miller et Raison, 2016). Par exemple, des études cliniques ont montré que l’exposition des 

individus prédisposés à développer une dépression (ayant vécu un traumatisme à l’enfance par 

exemple) à des situations stressogènes, a induit des réponses inflammatoires élevées par rapport 

aux sujets témoins (Pace et al., 2006). De même, des études post-mortem ont mis en évidence 

une expression élevée de cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL1β, l'IL6 et le TNFα dans 

le cerveau de victimes de suicide ayant souffert d’une dépression (Maes, 1995; Miller et al., 

2009). Il est à noter aussi que les niveaux sanguins des interleukines pro-inflammatoires des 

IL1β et IL18 sont corrélés positivement avec la gravité de la dépression; bien que des 

concentrations réduites des cytokines anti-inflammatoires telles que IL10 et TGF-β ont été 
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également rapportées chez des patients dépressifs (Li et al., 2010). De plus, les symptômes de 

la dépression majeures ont été fortement associés à une inflammation chronique (Bilbo and 

Schwarz, 2009). 

Ce travail de thèse met bien en évidence la présence d’une inflammation cérébrale chronique 

avec un niveau de production faible des cytokines anti-inflammatoires détectées dans le cerveau 

des souris mâles et femelles adultes par rapport à celui des néonataux et postnataux. En outre, 

nous avons remarqué des taux plus élevés de TNFα, IL1β et IL4 chez les mâles. Cette 

production et induction différentielle de ces cytokines peut contribuer aux effets sexe- 

dépendants observés dans les tests de comportement de résignation. Cette différence sexe 

dépendante a été expliquée récemment par le fait que la sensibilité périnatale aux défis 

immunitaires semble être plus élevée chez les mâles que chez les femelles en raison des 

stratégies adaptatives spécifiques au sexe adoptées dans la réponse immunitaire du cerveau en 

développement et du placenta (Bolton et Bilbo, 2014, Thompson et al., 2001). Les cytokines 

pro-inflammatoires étudiées peuvent agir en diminuant la disponibilité de la sérotonine, de la 

dopamine et de la noradrénaline qui sont les principaux neurotransmetteurs impliqués dans la 

physiopathologie de la dépression (Miller et Raison, 2016, Wilson et al., 2002). 

Nos résultats montrent également que les niveaux plasmatiques de MPO ont été élevés 

chez les souris adultes mâles et femelles par rapport aux témoins. En effet, dans une étude 

gémellaire, une association a été établie entre les troubles majeurs de la dépression et les 

biomarqueurs inflammatoires, plus particulièrement la MPO, une enzyme inflammatoire 

produite par des leucocytes activés (Vaccarino et al., 2008). Une autre étude a également montré 

que les niveaux d’expression génique et protéique de MPO ont été élevés chez les patients 

présentant un trouble dépressif récurrent par rapport aux témoins (Talarowska et al., 2015). Par 

conséquent, la MPO peut jouer un rôle dans le développement du comportement dépressif chez 

les mâles, vue les niveaux plasmatiques plus importants détectés chez ces animaux à l’âge 
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adulte par rapport à leurs congénères femelles, en particulier les souris qui ont été exposées 

périnatalement aux anguilles moyennement et hautement polluées. 

3. Impact de l’exposition périnatale aux anguilles contaminées dans l’induction d’un 

déficit de la mémoire à long terme chez les souris femelles d’âge moyen : Rôle potentiel de 

l’inflammation induite au niveau de l’hippocampe 

Nos résultats montrent qu’un déficit de la mémoire de rétention à long terme a été induit 

tardivement au JPN310 d’une façon sexe et dose dépendante. L’amnésie a été induite 

uniquement chez les souris femelles d’âge moyen exposées périnatalement à des anguilles 

moyennement et hautement polluées (Soualeh et al, 2017b). Nous rappelons que dans une étude 

précédente menée dans notre laboratoire, aucun effet sur la mémoire n’a été observé à l’âge 

adulte et chez les deux sexes (Dridi et al., 2014). Ce déficit de la mémoire de rétention à long 

terme a été constaté plus tardivement chez des souris femelles d'âge moyen suite à une 

exposition périnatale à des anguilles moyennement ou hautement polluées. Ainsi, le cerveau 

des souris d’âge moyen est plus sensible aux altérations cognitives induites par l'exposition 

périnatale aux anguilles polluées que le cerveau de souris adulte. 

Le déficit mnésique semble être corrélé à une inflammation chronique induite d’une 

façon prononcée au niveau tissulaire (cerveau entier), cellulaires (les cellules microgliales) et 

périphérique (sang) depuis la naissance. Cette hypothèse a été accréditée par l'inflammation 

détectée dans l'hippocampe, région clef pour le processus mnésique. Nous rappelons que 

l’inflammation a été détectée aussi bien chez les souris mâles que femelles d’âge moyen. 

Cependant, d’une façon sexe dépendante, au niveau de l’hippocampe des souris femelles d’âge 

moyen exposées périnatalement aux anguilles moyennement et hautement polluées, nous avons 

trouvé une diminution significative de l’activation des protéines de la voie des MAPK 

(ERK1/2) et la voie NF-κB (p65), et des niveaux d’acétylcholine. Une activation plus 

importante de la p38 MAPK a été également constatée dans l’hippocampe des souris femelles 



-----------------------------------------------------------------------------------------Discussion Générale 

[201] 

 

 

 
d’âge moyen par rapport à celui des mâles d’âge moyen exposées périnatalement aux anguilles 

moyennement et hautement polluées. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent une programmation périnatale du déficit de 

rétention de la mémoire à long terme chez les souris d'âge moyen et ceci d’une façon dépendante 

du niveau de la pollution dans la matrice anguille. En effet, les cytokines pro-inflammatoires 

auraient altérées la mémoire chez les femelles d’âge moyen, en agissant spécifiquement sur 

l’activation des voies de signalisation ERK1/2 et p38, ce qui aurait entrainé par conséquent une 

diminution du niveau d'acétylcholine, un neurotransmetteur clef dans le processus mnésique, 

au niveau de l’hippocampe, siège de la mémoire à long-terme. 

Dans notre étude, la voie ERK1/2 pourrait être le principal contributeur dans l’altération de la 

mémoire chez les femelles d'âge moyen exposées périnatalement aux anguilles moyennement 

et hautement polluées. La voie p38 MAPK pourrait également jouer un rôle dans le déficit 

cognitif observé chez les femelles d’âge moyen car une augmentation de l'activation de p38 

MAPK a été observée dans l'hippocampe de femelles exposées à des anguilles moyennement 

et hautement polluées. En concordance avec nos résultats il a été démontré que la diminution 

de l'activation de l'ERK1/2 ou l'activation accrue de la p38 MAPK, dans l'hippocampe, sont 

associées à des déficiences de la PLT, ce qui engendre un déficit dans les processus de 

mémorisation à long terme (Donzis et Tronson, 2014; Giese et Mizuno, 2013). Aussi, des études 

sur des modèles animaux ont démontré que l’activation ERK1/2 est nécessaire pour la mémoire 

à long terme (Giese et Mizuno, 2013). Ces voies de transduction du signal dépendantes des 

cytokines peuvent provoquer l'inhibition du facteur de transcription NF-kB qui est une fois 

activé dans les neurones pourrait améliorer la mémoire (Kaltschmidt et Kaltschmidt, 2009). La 

diminution des niveaux d'acétylcholine dans l'hippocampe des femelles d'âge moyen exposées 

périnatalement à des anguilles moyennement ou hautement polluées pourrait être en adéquation 

avec ce qui a été rapporté sur ce neurotransmetteur qui facilite l'encodage des informations et 
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renforce le processus de la potentialisation à long terme dans l'hippocampe (Hasselmo, 2006). 

Les cytokines pro-inflammatoires peuvent agir en diminuant la disponibilité de ce 

neurotransmetteur (Bolton et Bilbo, 2014; Miller et Raison, 2016; Wilson et al., 2002), ce qui 

pourrait expliquer le déficit d'acétylcholine dans l’hippocampe des femelles d’âge moyen 

exposées aux anguilles moyennement et hautement polluées. Cependant nous rappelons que 

cette diminution significative ne soit pas liée à une activité importante de l'acétylcholinestérase 

puisque nous avons déjà trouvé que l’activité de cette enzyme est réduite dans l’hippocampe 

(Dridi et al., 2017). 

Il est bien établi que l'inflammation du système cérébral joue un rôle central dans le 

dysfonctionnement cognitif (Miller et Spencer, 2014; Moieni et al., 2015; Simen et al., 2011; 

Wilson et al., 2002). L'inflammation périphérique a été également liée à des performances 

cognitives faibles chez les modèles animaux (Murray et al., 2010; Wilson et al., 2002; Zhang et 

al., 2009) ainsi que les humains tels que l’exemple des personnes souffrant d'une infection aigüe 

(Elison et al., 2008; Reichenberg et al., 2001; Wilson et al., 2002). L'inflammation est également 

liée au déclin cognitif lié à l'âge et au processus de vieillissement pathologique telles que les 

maladies neurodégénératives (Dilger et Johnson, 2008; Lee et al., 2008; Miller et Spencer, 2014, 

Wilson et al., 2002). Au niveau cérébral, les cellules microgliales interviennent comme des 

modulateurs de la fonction cognitive, notamment la mémoire (Blank et Prinz, 2013). Ces cellules 

une fois activées, constituent la principale source de cytokines pro-inflammatoires dans le 

cerveau (Simen et al., 2011). Plusieurs auteurs ont suggéré que les cytokines sont des 

modulateurs de la mémoire et des fonctions cognitives d’une façon bidirectionnelle. En effet, 

la surexpression des cytokines les plus étudiées à savoir TNFα, IL1β et / ou IL6 au niveau de 

l’hippocampe est considérée comme un contributeur majeur dans l’induction des déficits de la 

mémoire à court et à long terme (Donzis et Tronson, 2014, Ohgidani et al., 2016, Thomson et 

Sutherland, 2005). La production exacerbée de cytokines dans le cerveau d'âge moyen peut 
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entraîner des changements comportementaux et cognitifs inadéquats (Dilger et Johnson, 2008). 

Bien qu’un certain seuil d'activation des cellules microgliales ainsi que des niveaux en cytokines 

constituent, à l’état physiologique, une condition requise pour une bonne cognition (De Luca et 

al., 2016, Donzis et Tronson, 2014), la production chronique à des niveaux élevés des cytokines 

pro-inflammatoires est une condition nécessaire pour altérer la mémoire (Simen et al., 2011). 

Cette condition a été prouvée dans notre étude puisque la production de ces cytokines au niveau 

des cellules microgliales a été significativement importante à 4 stades de vie distincts. Etant 

donnée que ce déficit mnésique a été détecté uniquement chez des souris femelles d'âge moyen 

suite à une exposition périnatale à des anguilles moyennement ou hautement polluées, nous 

suggérons que cette altération est due probablement à l’interaction des cellules microgliales 

déjà activées avec le processus de vieillissement qui joue dans ce cas le rôle d’un stimulus 

amplificateur de la réponse de ces cellules (Barrientos et al., 2015; Dilger and Johnson, 2008). 

En plus, plusieurs mécanismes sous-jacents de l'inflammation peuvent être impliqués 

dans le dysfonctionnement cognitif comme (i) l'implication d'autres voies de signalisation telles 

que la voie de Janus kinase ( JAK) (Donzis et Tronson, 2014, Giese et Mizuno, 2013, Peng et 

al., 2010), (ii) la diminution de l'expression des gènes, (iii) la réduction de la neurogénèse, (iv) 

les altérations des fonctions neuronales telle que l’atteinte de la potentialisation à long terme 

(PLT), qui est un mécanisme cellulaire d'apprentissage et de mémoire, (v) l'apoptose neuronale 

et la perturbation de la communication de l’hypothalamus avec les régions cérébrales 

impliquées dans les processus cognitifs (Barrientos et al., 2015; De Luca et al., 2016; Dilger et 

Johnson, 2008; Gadani et al., 2012; Liu et al., 2012; Simen et al., 2011; Wilson et al., 2002 ). 

Bien qu’à l’âge adulte (JPN100), nous avons mis en évidence une dérégulation sexe dépendante 

de l’axe HPA par une production importante de la corticostérone au niveau plasmatique chez 

les souris mâles, aucune altération n’a été signalée à l’âge moyen chez les deux sexes. Ce qui 
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suggère qu’en plus du sexe, la régulation de l’axe HPA dépend également de l’âge (Moieni et 

al., 2015). Ce constat pourrait expliquer ces différences observées entre deux âges distincts 

(c'est-à-dire JPN100 et JPN330). Ainsi, le déficit de la mémoire de rétention à long terme à 

l'âge moyen a été provoqué par une inflammation précoce par un mécanisme autre que la 

dérégulation de l'axe HPA, qui est également connu comme un contributeur plausible dans les 

troubles de la mémoire (Miller et Spencer, 2014). 

Nos résultats mettent en évidence l’implication de la consommation maternelle des 

poissons pollués dans les performances cognitives de la progéniture. Cependant, les données 

bibliographiques actuelles sur ce lien sont controversées. Dans de nombreuses études (Genuis, 

2008; Oken et al., 2005; Paliwoda et al., 2016), l'accent a été mis sur des polluants tels que le 

méthylmercure (MeHg) ou les PCB. Cependant, toute une myriade de polluants tels que les 

pesticides, les HAP, le plomb parmi d'autres qui peuvent être également présents dans ces 

poissons (Soualeh et al, 2017a) ont été ignorés. Certaines études de cohorte comme celles des 

enfants de Seychellois (Palumbo et al., 2000, Myers et al., 2003) ont démontré que l'exposition 

périnatale au MeHg provenant de la consommation de poisson n’a pas d’impact sur le 

développement cognitif même si les mères consommaient 12 repas de poisson par semaine. 

D’autres études prospectives ont démontré que des mauvaises performances cognitives induites 

chez des nourrissons, des bébés (7 et 6 mois) et des enfants (4 et 6 ans) ont été liées à la forte 

consommation du poisson contaminé par le mercure ou les PCB (Freire et al., 2010, Grandjean 

et al., 1997, Jacobson et al., 1985, Oken et al., 2005 et 2008). 

En accord aux études reliant l’atteinte des performances cognitives chez les nourrissons, 

les bébés et les enfants à l’apport maternel de poisson, nos résultats soulignent encore cette 

relation en mettant en évidence le rôle déterminant du niveau de pollution dans les poissons. En 

effet, le poisson le moins pollué utilisé dans cette étude (anguilles d’élevage) n'a pas affecté les 

performances cognitives de la progéniture. Cependant, les poissons avec des niveaux de 
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pollution plus élevés (le mélange d’anguilles et les anguilles de la rivière) altèrent la mémoire 

de rétention à long terme des souris femelles d'âge moyen avec des différences significatives 

entre l’exposition périnatale des femelles d’âge moyen aux anguilles hautement polluées par 

rapport à celles exposées aux anguilles faiblement polluées. 

Le déficit de la mémoire de rétention à long terme est un indicateur de vulnérabilité du 

cerveau des souris femelles d’âge moyen exposées aux anguilles hautement polluées. 

Cependant, le cerveau des femelles d’âge moyen exposées périnatalement aux anguilles 

faiblement polluées manifeste une plasticité ou une résilience qui pourrait être expliquées par 

l’implication des vitagènes qui sont des gènes cytoprotecteurs codant les protéines telles que 

les Hsp, l’hème oxygénase, la thiorédoxine et les sirtuines. Dans les conditions de stress, grâce 

à ces gènes, les cellules s'engagent dans une série de réponses adaptatives, dites réponses 

cellulaires au stress activant ainsi des voies de pro-survie. Une telle réponse peut établir un état 

cytoprotecteur dans une grande variété de maladies, y compris les maladies inflammatoires 

(Calabrese et al., 2010, 2012, 2016). 
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Durant ce travail de thèse, de nombreux résultats et données ont été générés mettant en 

évidence, expérimentalement, l’impact tardif d’une exposition précoce au poisson faiblement 

contaminé sur la santé et le bien-être de la progéniture et à des stades de vie avancés voire très 

tardifs. A partir de nos résultats, deux conclusions (recommandations) majeures peuvent être 

tirées pour accomplir les études visant à prédire l’impact potentiel des contaminants 

alimentaires (y compris perturbateurs endocriniens) sur la santé des populations et celle de la 

progéniture. (i) La première conclusion ou recommandation est de prendre en compte l’effet, 

selon le sexe, dans ce type d’études, en particulier en lien avec le statut endocrinien ou hormonal 

des individus (perturbateurs endocriniens). En effet, tout au long de notre étude, nous avons 

trouvé des effets sexes dépendants. Un effet « dépressif-like » a été constaté chez les souris 

mâles, alors que les femelles n’ont pas manifesté un changement dans leur comportement de 

résignation. De même, un phénotype hyperactif a été décelé uniquement chez les femelles, à 

l’âge adulte et à l’âge moyen. Un dimorphisme sexuel a été aussi observé par rapport au déficit 

de la mémoire qui a été mis en évidence uniquement chez les femelles d’âge moyen. Le 

dimorphisme sexuel pourrait être expliqué par la perturbation de l’effet organisationnel des 

hormones sexuelles sur le cerveau en développement et/ou de leur effet activationnel sur le 

cerveau (à partir de la puberté) y compris les fonctions cognitives, comportementales et 

émotionnelles. Il serait aussi possible que les contaminants chimiques provoquent d’abord des 

lésions au niveau du cerveau, et ensuite les hormones sexuelles, via leurs effets organisationnels 

et  activationnels,  changeraient  la  nature  de  la  lésion,  en  induisant  des  réponses  sexe- 

dépendantes selon les hormones sexuelles (testostérone vs. oestrogènes) mises en jeu. (ii) 

Comme seconde conclusion (recommandation), il est également important de considérer les 

différentes tranches d’âges lors de l’évaluation des effets des polluants. En effet, certaines 

sensibilités peuvent apparaitre beaucoup plus tard dans les stades de la vie. Ainsi, 

l’hyperactivité n’a pas été détectée chez les femelles au JPN 47 (la période de préadolescence) 
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et au JPN 90-92 (âge adulte moyen). Cependant, le phénotype hyperactif n’a été décelé chez 

ces souris que tardivement à partir du JPN 195 (âge adulte avancé) et durant l’âge moyen (JPN 

305-329). Le concept de l’origine développementale des maladies met souvent en avant 

l’altération de la trajectoire de développement du cerveau comme une cause précoce. 

L’inflammation précoce est un facteur important qui permet de changer le cours du 

développement du cerveau. Nos études ont démontré que nos animaux souffraient d’une 

inflammation précoce voire chronique. Le lien entre les mécanismes inflammatoires et les 

différentes déficiences trouvées dans cette étude (exemple, la dépression et les troubles de 

mémoire) sont bien établis par les chercheurs. Nous avons donc suggéré une programmation 

périnatale des différentes déficiences observées chez la progéniture des souris exposées aux 

anguilles polluées via les mécanismes inflammatoires. 

En conclusion, l’anguille est un excellent exemple de matrice alimentaire polluée et vecteur du 

transfert des polluants de la chaine alimentaire vers l’animal et/ou l’Homme. Même si la 

consommation des anguilles de rivière est interdite en France nous pouvons encore trouver 

celles d’élevage dans nos assiettes. Cette étude pourrait avoir une projection sur d’autres voies 

d’expositions et également sur d’autres matrices alimentaires (autres poissons comme le thon, 

les fruits de mer …). L’une des conclusions les plus importantes dans cette étude et dans le 

contexte d’une application chez l’Homme, il est important de souligner et signaler le haut risque 

d’exposition chronique et répétée aux contaminants chimiques chez les femmes enceintes et 

allaitantes via la matrice poisson, même à faibles doses. La littérature est très abondante autour 

des études qui ont mis en évidence les effets oxydatifs et inflammatoires des expositions de 

manière générale. Nos études confirment ces effets et ont centré les effets au niveau du cerveau 

et certaines de ses fonctions. Ce couplage neuro-oxydativo-inflammatoire a comme 

conséquences de nombreux troubles du cerveau cognitifs, émotionnels et comportementaux. Ce 
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même couplage ne serait-il pas à l’origine de dégénérescence cellulaire et de vieillissement 

pathologique accéléré ? 

Il serait ainsi judicieux, dans le cadre d’une perspective, d’envisager des études en associant 

l’introduction, dans des régimes alimentaires, des ingrédients nutritionnels à fort potentiel anti- 

oxydant et anti-inflammatoire afin de renforcer les effets cytoprotecteurs et surtout 

neuroprotecteurs pour limiter les risques d’impact des multi-expositions aux polluants. Dans le 

cadre de cette perspective, nos travaux préliminaires réalisés sur des fractions de plantes 

médicinales ont permis d’obtenir des activités anti-inflammatoire et cytoprotectrice importantes 

aussi bien in vivo qu’in vitro. 
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Evaluation des effets neuro-inflammatoires de l’exposition périnatale aux anguilles (Anguilla anguilla L.) contaminées naturellement aux polluants organiques persistants 
sur le comportement et les fonctions cognitives dans un modèle murin. 
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Résumé 
Dans ce travail de thèse, nous avons évalué les effets inflammatoires, comportementaux et cognitifs de l’exposition périnatale 

des souris à trois matrices alimentaires d’anguilles, reflétant 3 niveaux de pollution (faible, moyenne et haute), tout en considérant le 
sexe de la progéniture ainsi que les différentes phases d’âges. Les réponses inflammatoires ont été évaluées, aussi bien au niveau 
cérébral, y compris dans les cellules de la microglie, qu’au niveau périphérique, à 4 stades de vie distincts, et ce dès la naissance 
jusqu’à l’âge moyen. Chez les souriceaux, mâles et femelles, dont leurs génitrices ont consommé de l’anguille contaminée, durant la 
période gestationnelle et lactationnelle, vs les témoins dont leurs mères ont consommé uniquement la diète standard, nos résultats ont 
montré une neuro-inflammation précoce et prononcée, ainsi qu’une production accrue des marqueurs pro-inflammatoires par les 
cellules de la microglie durant la période néonatale et postnatale. Cette réponse pro-inflammatoire a été chronique puisqu’elle a été 
à nouveau détectée même à un âge avancé (âges adulte et moyen). Nos résultats mettraient en évidence l’activation et la polarisation 
des cellules de la microglie depuis la naissance, chez les animaux exposés, vers le phénotype M1, susceptible d’induire les effets 
neurotoxiques apparus beaucoup plus tard dans les stades de la vie. En effet, un comportement dépressif-like a été observé à l’âge 
adulte uniquement chez les mâles. Cette altération sexe dépendante du comportement de résignation a été attribuée à l’hyperactivation 
de l’axe de stress, l’axe hypothalamique pituitaire surrénalien, mise en évidence par une forte production de la corticostérone chez 
les mâles à l’âge adulte. Chez les femelles, nous avons mis en évidence le développement d’un comportement hyperactif dès l’âge 
adulte, et d’un déclin cognitif à l’âge moyen. Nos résultats suggèrent que le déficit de la mémoire de rétention des femelles d’âge 
moyen exposées périnatalement à des anguilles moyennement et hautement contaminées serait lié à la diminution significative de 
l’activation à la fois d’ERK ½ et du NF-κB ainsi qu’à la réduction significative du taux d’acétylcholine, détectées au niveau de 
l’hippocampe de ces souris. 

A partir de ces données et de celles obtenues par d’autres membres de notre équipe, il apparait de plus en plus pertinent de 
prendre en considération le risque du couplage des effets neuro-oxydatif et neuro-inflammatoire dans la genèse de nombreux troubles 
cognitifs et comportementaux surtout de manière tardive et irréversible. Cela pourrait également être à l’origine d’une fragilité et 
d’une imprégnation précoce de différentes populations cellulaires qui conduiraient tardivement à une dégénérescence précoce des 
cellules en particulier au niveau neuronal et glial. 

En conclusion, nos résultats suggèrent une programmation périnatale sexe-dépendante des troubles, mis en évidence aussi 
bien sur le plan comportemental que sur le plan cognitif chez les souris dont leurs mères ont consommé de l’anguille polluée, via des 
mécanismes inflammatoires. Cela laisse supposer un impact endocrino-dépendant dont il faudrait confirmer la réalité et les 
mécanismes. 
Mots clés : Age; Anguilles polluées; Axe HPA; Comportement; Déficit mnésique; Effet dépressif-like; Effet Sexe; Hyperactivité; 
Exposition périnatale; Inflammation; Mémoire à long terme; Microglie; Programmation périnatale. 

 

 
 

Abstract 
Several lines of evidence indicate that early-life inflammation may predispose to mental illness in later-life. In our study, 

we investigated the impact of perinatal exposure to polluted eels on the brain and microglia inflammation in a lifespan approach as 
well as on the resignation behavior, the locomotor activity and the cognitive performances in the later life of male and female offspring 
mice. The effects of maternal standard diet (laboratory food) were compared to the same diet enriched with low, intermediate, or 
highly polluted eels. Our results showed a chronic brain inflammation in male and female offspring mice compared to controls, as 
assessed at the birth, up weaning, adulthood and middle-age. Activated microglia produced pro-inflammatory markers across the 
lifespan of male as well as female exposed offspring. The plasmatic level of myeloperoxidase was found to be significantly higher in 
both adult and middle-aged males and females vs. control offspring. However, high corticosterone levels were only found in adult 
male offspring mice perinatally exposed to polluted eels, suggesting a sex-selective dysregulation of the adult hypothalamic- pituitary-
adrenal (HPA) axis. Sex selective differences were also found in adulthood, with regard to the offspring resignation behavior. Indeed, 
depressive-like symptoms were only found in adult male mice perinatally exposed to polluted eels. On the middle- age, sexe selective 
effects were found with regard to memory and locomotor activity. Indeed, hyperactive phenotype was only detected in females. In 
addition, impaired long-term memory was only detected in middle-aged females, perinatally exposed to either intermediately or highly 
polluted eels. This deficit was related to decreases in ERK1/2 and p65 activation, and acetylcholine levels that were only detected in 
female hippocampus exposed to either intermediately or highly polluted eels. 

In conclusion, our results indicated that early-life inflammatory insults were the plausible causative factor that programmed 
the behavior impairments and cognitive deficit in the later-life of offspring, and suggested that sex played an important role in the 
determination of nature of the appeared alterations. 
Keywords: Cognitive deficit; Depressive-like behavior; Early-life exposure; HPA axis; Hyperactivity; Inflammation; Later-life; 
Long-term memory; Maternal diet; Microglia; Perinatal programming; Polluted eels; Sex effect 
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