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Résumé

L’axe microbiote-intestin-cerveau joue un role potentiel dans la dépression et 1I’anxiété.
L’acide y-aminobutyrique (GABA) fait partie de cet axe et est altéré chez les individus
dépressifs et/ou anxieux. Plusieurs probiotiques a effets antidépresseurs appartiennent a
des genres bactériens capables de produire du GABA. Le mécanisme par lequel ces
probiotiques ont un effet sur la dépression et I’anxiété reste a établir. L'objectif principal
de la présente étude était d’évaluer les comportements associés a la dépression et a
I’anxiété ainsi que les sous-unités a1-5 du récepteur GABAA dans le cerveau et l'intestin
chez un modeéle murin de stress social chronique. Des souris males de lignée C57BL/6N
ont été exposées a un stresseur de défaite sociale chronique (SDSC) ou a une condition
témoin. L’évitement social, la peur envers des environnements ouverts et éclairés, la
motivation a se toiletter, et 1’adaptation passive au stress ont été évalués et des
¢chantillons de I’hippocampe, du cortex préfrontal, du jéjunum et du célon ont été
recueillis. L'objectif secondaire de la présente étude était de déterminer, par
bioluminescence, la viabilité in vivo d’une bactérie contenant le géne glutamate
décarboxylase beta (GadB, une enzyme permettant la conversion du glutamate en
GABA). Le SDSC a augmenté¢ I’évitement social et I’inactivité chez les souris
susceptibles aux effets comportementaux du stresseur. Les sous-unités al-5 sont
demeurées inchangées par le SDSC, mais une coordination élevée entre ces sous-unités a
été détectée dans le cortex préfrontal des souris susceptibles. La bactérie munie de GadB
a survécu au transit intestinal, étant détectée dans les féces jusqu’a 24h post-gavage. Le
profil comportemental et moléculaire établi dans la présente étude sera utilis€ comme

fondation pour une étude évaluant les effets d’une bactérie productrice de GABA.
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1. Introduction

La dépression est ’une des principales causes mondiales d’invalidité'. Les
traitements pharmacologiques de premiere ligne pour ce trouble de santé mentale, ciblant
principalement les monoamines et en particulier la sérotonine, ne se montrent efficaces
que pour environ un tiers des individus®. Cette efficacité limitée suggére que d’autres
processus biologiques sont impliqués dans la dépression. Le microbiote intestinal, un
terme représentant I’ensemble des microorganismes vivant dans le tractus intestinal, peut
moduler les réseaux de communication entre le milieu intestinal et le cerveau via I’axe
microbiote-intestin-cerveau et il a été suggéré que cet axe pourrait jouer un role important
dans la pathogénése de la dépression’. Parmi les molécules de signalisation présentes
dans cet axe, 1’acide y-aminobutyrique (GABA), un acide aminé servant de
neurotransmetteur et connu pour son role d’inhibiteur dans le systéme nerveux central, a
également été associé a la dépression*®. Des altérations du microbiote intestinal’ ' ainsi

H=14 ont été observées chez des

que du GABA dans différentes régions cérébrales
individus avec un trouble de dépression majeure et chez des souris exposées a un
stresseur dans le cadre de modéles murins de dépression'>"!7. Plusieurs taxons bactériens

ayant une abondance réduite chez les individus dépressifs ont un potentiel de production

de GABA!3. De méme, plusieurs bactéries probiotiques ayant montré des effets

19-21 22,23

antidépresseurs chez I’humain et chez des modeles animaux“~~°, ont un potentiel de
production de GABA 3242 et modifient I’expression des récepteurs GABA dans des
régions cérébrales liées a la réponse au stress et a la dépression®2. L’ensemble de ces
résultats suggérent que le GABA est une des molécules produites par les bactéries

probiotiques influencant le phénotype dépressif et que 1’activité¢ GABAergique dans



I’intestin, premiere ligne de front dans I’interaction microbiote-cerveau, pourrait étre

altérée dans le contexte de la dépression.

1.2. Revue de littérature

L’introduction de la présente thése explorera (1) le role du stress dans la
dépression et I’anxiété, (2) le GABA et ses différents récepteurs, (3) I’implication du
GABA dans la dépression et I’anxiété, (4) les modeles animaux utilisés dans I'é¢tude de la
dépression et les altérations GABAergique retrouvés dans ces modeles, (5) I’implication
du microbiote dans la dépression, (6) les effets d'un ciblage du microbiote sur le
phénotype dépressif et sur le systtme GABAergique et (7) les voies GABAergiques dans
I’axe microbiote-intestin-cerveau.

1.2.1. Le stress dans la dépression et ’anxiété

Selon le DSM-3, les troubles anxieux tels le trouble d’anxiété sociale et le trouble
d’anxiété généralisée sont des troubles fréquemment comorbides aux troubles dépressifs
comme la dépression majeure®®. En fait, possiblement de par une étiologie similaire®’-?®,
plusieurs des symptomes retrouvés dans les troubles dépressifs sont également retrouvés
dans les troubles anxieux®. Les symptomes principaux du trouble de dépression majeure
sont: une humeur dépressive (tristesse, désespoir), une perte de plaisir envers des
situations antérieurement considérées comme plaisantes (anhédonie), des changements de
poids et de sommeil, des problémes psychomoteurs, des difficultés de concentration, un
manque constant d’énergie, un sentiment de culpabilité, et la présence de pensées
suicidaires®®. L’anxiété est quant a elle définie comme une réponse physiologique et
psychologique a I’anticipation d’une menace réelle ou pergue®® pour laquelle la

probabilité d'un événement réellement nuisible est faible ou incertaine®’. Des symptomes



d’isolement social, d’irritabilité, de difficultés de concentration, de fatigue et de troubles
de sommeil sont des symptdmes retrouvés dans certains troubles anxieux mais également
retrouvés dans la dépression®. Pertinemment, les probabilités de développer un épisode
de dépression majeure sont augmentées chez les individus présentant un trouble d’anxiété
sociale®!. Le stress de nature sociale est un stress qui contribue au développement de la

dépression chez ’humain?®'>*

et qui est utilisé dans certains modeles animaux pour la
dépression®>%. Les individus ayant un niveau élevé d'anxiété expriment des altérations
comportementales et cognitives qui les rendent plus vulnérables au développement d'un
trouble dépressif’’, suggérant que 1’anxiété peut précéder la dépression. Il est important
de noter que la dépression en tant que telle peut aussi étre un facteur de stress et précéder
un épisode d’anxiété®®. Le stress, particuliérement lorsque vécu de fagon chronique, est
associé¢ a I’émergence, au développement, ainsi qu’au maintien de la dépression et de
127,28

I’anxiété et participe a la grande comorbidité retrouvée entre ces deux troubles®®.

Le stress est défini comme étant la réponse physiologique et psychologique a un
stresseur qui est une menace réelle ou pergue a I’homéostasie de 1I’organisme, dans le but
de préserver ou de rétablir cette homéostasie®**40, L’état ou la réponse de stress
comprend la modulation d’une combinaison de systémes nécessaires au rétablissement de
I’homéostasie incluant I’axe hypothalamique-pituitaire-surrénal (HPS; systéme
endocrinien comprenant I’hypothalamus, la glande pituitaire, et les glandes surrénales), le
systéme nerveux central et périphérique et le systéme immunitaire®**1™3, L’exposition a
un stresseur déclenche une libération en chaine d’hormones commengant par la libération
de corticolibérine par le noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus et résultant en la

libération d’adrénaline et de cortisol par les glandes surrénales*!, menant a des



changements physiologiques et comportementaux tels qu’une augmentation de
’attention, de 1’éveil, de la vigilance, des fonctions cognitives, de la température
corporelle, du rythme cardiaque et respiratoire, ainsi qu’une inhibition des fonctions
autonomes comme 1’appétit et la digestion*?. La réponse au stress méne également a la
modification de circuits neuronaux impliqués dans la cognition, la prise de décision et
I’humeur?’. Alors qu’un stress aigu d’intensité faible 4 modérée permet une réponse a

30,39,40,44
5

certains stimuli provenant de 1I’environnement et est nécessaire a la survie un

stress prolongé d’intensité supérieure aux capacités adaptatives de I’individu peut mener

2. menant a des

a une dérégulation des systémes impliqués dans la réponse au stress*
troubles tels que ’anxiété et la dépression®®*4>4¢_En fait, un état de stress prolongé est
lié a des changements dans le cerveau qui sont également retrouvés dans le cerveau

3046 par exemple ceux retrouvés dans le systéme

d’individus dépressifs et anxieux
GABAergique'>'*#7%  ce qui souligne I’impact du facteur stress sur le développement et

le maintien des troubles dépressif et anxieux ainsi que sur la comorbidité entre ces deux

troubles.

Une des hypothéses quant a la physiopathologie de la dépression est le
développement d’un déséquilibre dans 1’activité des monoamines dans le systeme
nerveux central, particuliérement celle de la sérotonine®®>*, Le role de la sérotonine dans
la dépression est essentiellement appuyé par les effets antidépresseurs d’agents visant a

3537 par exemple les inhibiteurs sélectifs de

augmenter 1’activité de ce neurotransmetteur
recapture de sérotonine (ISRS) qui augmentent la disponibilité de la sérotonine dans la

fente synaptique en bloquant les transporteurs présynaptiques responsables de sa

recapture®®>. Pourtant, malgré leur vaste utilisation, ces traitements de premiére ligne ne



sont efficaces que chez un tiers des individus ayant un trouble de dépression majeure et
ne démontrent une efficacité qu'apres plusieurs semaines voire plusieurs mois de
traitement. Ils engendrent également des effets secondaires non négligeables chez
certains individus (p. ex., symptomes gastro-intestinaux, dysfonctions sexuelles,

augmentation des risques suicidaires en début de traitement)®-¢!

, probablement en lien
avec le fait qu’en plus de jouer un role dans les émotions et ’humeur, la sérotonine est
impliquée dans une multitude de processus physiologiques tels que les fonctions
psychomotrices et gastro-intestinales®?®*. L’efficacité limitée des traitements ciblant la
sérotonine et les monoamines en général suggere que d’autres processus biologiques sont
impliqués dans la dépression. A cet égard, il est de plus en plus reconnu que les théories
impliquant un seul systéme de neurotransmetteur ou un seul groupe de

neurotransmetteurs dans la dépression sont désuétes®* %6

et que la physiopathologie de la
dépression implique plusieurs molécules neuroactives dans différentes régions cérébrales
et méme extra-cérébrales®’ . Plusieurs études mettent en lumiére le GABA, et
particulierement son activité au sein de 1’axe microbiote-intestin-cerveau, comme
systéme biologique jouant un rdle cl¢ dans la dépression et I’anxiété. Pertinemment, les
systémes sérotoninergique et GABAergique sont co-localisés dans plusieurs régions
impliquées dans la réponse au stress et la dépression telles que I’hippocampe, I’amygdale
et le cortex préfrontal'>167%73, Plusieurs neurones exprimant a la fois la sérotonine et le
GABA sont également retrouvés dans les noyaux raphés (centres sérotoninergiques du
cerveau)’* et le cortex préfrontal’, soulignant une interaction potentielle de ces systémes

dans la réponse au stress et la dépression. La compréhension du role de systémes

biologiques autres que la sérotonine, ou agissant de concert avec ce neurotransmetteur,



dans la physiopathologie de la dépression, tels que le GABA au sein de 1’axe microbiote-
intestin-cerveau, est nécessaire au développement d’interventions thérapeutiques plus
efficaces.
1.2.2. Le GABA et ses récepteurs

La présence répandue des neurones GABAergiques dans le systéme nerveux
central porte a croire que le GABA est impliqué dans la quasi-totalité des fonctions
cérébrales’®. Le systéme nerveux entérique comporte également un grand nombre de
neurones GABA qui sont impliqués dans plusieurs fonctions intestinales’’. Le GABA
exerce ses effets via deux types de récepteurs: les récepteurs de type A (GABAA4) et les
récepteurs de type B (GABAB).
Récepteurs GABA 4

Les récepteurs GABAA sont des récepteurs ionotropes et sont les principaux
récepteurs par lesquels le GABA produit son activité inhibitrice dans le cerveau®. Dans le
systeme nerveux entérique, les récepteurs GABAA semble par contre avoir une activité
excitatrice’’. Ces récepteurs sont composés de 5 sous-unités, parmi une possibilité de 19
(al—6, B1-3, y1-3, §, ¢, m, O et p1-3), formant une structure pentamérique complexe’®.
Le site d'attache du GABA se situe habituellement entre les sous-unités a et § des
récepteurs GABAA possédant ces deux sous-unités. Les benzodiazépines, une des classes
de médicaments les plus utilisés pour traiter I’anxiété”, sont des modulateurs
allostériques positifs du récepteur GABAA et augmentent donc I’effet inhibiteur du
GABA dans le cerveau lorsque liés au récepteur’®. Ils agissent principalement sur les
récepteurs GABAA composés d’une des sous-unité al, a2, a3, ou a5, et d’une des sous-

unité B ou y27%, leur site d'attache a haute affinité se situant entre les sous-unité al et



v28981 e site d'attache du GABA controle l'ouverture du récepteur et de I'entrée des ions
chlorure a I’intérieur de la cellule*>. Lorsque le récepteur est situé sur un neurone post-
synaptique dans le cerveau, I’entrée d’ions chlorure cause une hyperpolarisation de ce
neurone et réduit la probabilité d’un potentiel d’action*>. Les récepteurs GABA4 sont
¢galement impliqués dans I’inhibition de la neurotransmission dans le cerveau via des

récepteurs présynaptiques, extra-synaptiques et péri-synaptiques®> 54,

Distribution des sous-unités du récepteur GABA 4

Certaines sous-unités du récepteur GABAA telles al, B1, B2, B3, et y2 sont
exprimées dans la majorité des régions cérébrales tandis que d’autres sont plus
localisées™®>. Par exemple, a2 est davantage exprimée dans les cellules pyramidales de
I’hippocampe et dans les cellules granuleuses du gyrus denté®, a3 dans les couches
profondes du cortex®, a4 dans le thalamus, I’hippocampe, le tubercule olfactif et les
ganglions de la base®, et a5 dans le bulbe olfactif, I’hypothalamus et I’hippocampe®’.
Dans le systeme nerveux entérique, la présence des sous-unités a du récepteur GABAA
est largement répandue et a ¢t€ confirmée dans la plupart des régions incluant I’iléum, le

jéjunum et le cdlon®’ 2,

En théorie, toute la gamme des combinaisons des sous-unités GABA4, allant de 5
sous-unités identiques a 5 sous-unités différentes dans un méme récepteur GABA, est
possible”®. Des études se penchant sur la co-localisation des sous-unités ont toutefois
déterminé que le récepteur GABAA le plus commun dans le cerveau serait composé de
deux sous-unités a, deux B, et d'une y°, fréquemment des sous-unités al, B2, et y275%3,

Les sous-unités a et B peuvent se combiner dans le méme récepteur avec toutes les autres

sous-unités tandis que certaines sous-unités comme y se combinent rarement a une sous-



unité §’%. La composition en sous-unités d'un récepteur GABA A module ses propriétés
pharmacologiques et électrophysiologiques®*®°, donc son affinité pour certains ligands

tels le GABA et les benzodiazépines®®®!, d'

ou I’importance de comprendre le réle de
chacune des sous-unités ainsi que 1’impact de leur combinaison dans les fonctions du

récepteur GABAA.

Fonctions des sous-unités du récepteurs GABA 4

Les fonctions électrophysiologiques et pharmacologiques exactes des sous-unités
du récepteur GABAA et les effets de leurs différentes combinaisons sur le comportement
et la santé mentale sont des sujets encore a 1’étude. La distribution hétérogéne de ces
sous-unités selon la région cérébrale, la couche corticale (c.-a-d., I a VI) et le type de
neurone rend la détermination des fonctions des récepteurs GABA particulierement
complexe. L'assemblage de ces sous-unités, en affectant I’amplitude du courant chlorure
entrant ainsi que la fréquence et la durée d’ouverture du récepteur, influence la sensibilité
du récepteur a certains composés dont le GABA>**7% ‘modulant ainsi ’ampleur de
I’effet inhibiteur engendré par ce dernier. La composition en sous-unités du récepteur
GABA\ influence également les rythmes d’inhibition (tonique versus phasique) et donc
la vitesse de transmission synaptique (courant synaptique lent versus rapide)’®?%-101,
Pertinemment, la composition en sous-unités des récepteurs GABAa dans le cerveau est

altérée dans la dépression®!*102

et peut étre modifiée par certains composés
(médicaments, agents chimiques)!®1%. Le potentiel de modifier les propriétés des
récepteurs GABAA dans le cerveau par I’administration d’agents ciblant certaines sous-

unités pour normaliser la composition des récepteurs GABAAx en cas de dépression existe

donc. Cependant, la disponibilité limitée d’agents spécifiques a une sous-unité



particuliére du récepteur GABAA rend difficile a la fois I’étude du réle individuel des
sous-unités dans le récepteur et le développement de telles interventions. L’utilisation de
techniques de modification génétique chez des modéles animaux ont toutefois permis
d’associer certaines sous-unités a des fonctions physiologiques et comportementales. Par
exemple, une délétion du gene codant pour al a été associée a une perte de plus de 50%
des récepteurs GABAA et a une réduction des effets sédatif des benzodiazépines®®!%,
Une délétion du géne codant pour y2 est associée a une hyperactivité de 1’axe HPS ainsi
qu’a un phénotype comportemental dépressif et anxieux'’"!%. Une délétion du geéne
codant pour a2 est liée 2 un phénotype comportemental dépressif chez la souris!?:!1°,
Une délétion de a4 a été associée a une réduction des effets sédatifs, analgésiques et
ataxiques d’un agoniste du récepteur GABAA’S. L'ensemble de ces résultats montre la
diversité des propriétés et des fonctions de chacune des sous-unités du récepteur GABAA
et suggere qu’en €largissant nos connaissances quant aux propriétés des sous-unités,
principalement quant a leur role dans les troubles dépressifs et anxieux, il serait possible
d’ajouter certains agents ciblant une sous-unité en particulier aux traitements visant la
dépression et I’anxiété.
Récepteurs GABAp

En contraste avec les récepteurs GABAA, les récepteurs GABAB sont des
récepteurs métabotropiques composés de 2 sous-unités seulement! 112, Ces récepteurs
interagissent avec des protéines de type G pour influencer des systémes a second

messager et agir sur 1’activité neuronale'!?

. Au niveau des neurones présynaptiques dans
le cerveau, I’activation des récepteurs GABAB entraine une réduction des ions calcium

intracellulaire via le systéme adénylate cyclase et résulte généralement en un effet
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inhibiteur sur la neurotransmission''*!!*. Au niveau des neurones post-synaptiques dans
le cerveau, I’activation des récepteurs GABAR inhibe le potentiel d’action via un canal

potassium a rectification entrante (inwardly rectifying K™ channel)''>!14,

1.2.3. Le GABA et la dépression

Plusieurs changements dans le systtme GABAergique ont été observés chez les

individus dépressifs''>~!!7 tant dans les taux de GABA périphériques et centraux'>!18119

que dans ’expression des récepteurs GABAA et GABAg dans le cerveau!>!+120,

Taux de GABA dans la dépression

Un article de revue par Romeo et al.!'® a déterminé que les taux de GABA dans le
liquide céphalorachidien et le plasma pendant un épisode de dépression majeure étaient
moins €levés chez les individus avec un trouble de dépression unipolaire ou bipolaire que
chez les individus sans trouble de santé mentale. En lien avec ces taux réduits de GABA

1.'° ont démontré dans une méta-analyse

dans les fluides entourant le cerveau, Schiir ef a
que les taux de GABA dans les régions combinant le cortex préfrontal, occipital et
cingulaire antérieur sont plus bas chez les individus ayant un trouble de dépression
majeure que chez les individus sans trouble de santé mentale ou que chez ceux remis
d’un trouble de dépression majeure, suggérant qu une normalisation du GABA dans
certaines régions du cerveau pourrait contribuer a la rémission suite a une dépression.
Dans le méme sens, I’administration de ISRS normalise le GABA dans le cortex occipital

121 Chez les individus avec un trouble de dépression résistant aux

d’individus dépressifs
traitements, un taux plus faible de GABA dans le cortex cingulaire antérieur et un volume

réduit de I’hippocampe sont observés lorsque comparés a des individus dépressifs
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122

répondant aux traitements -, suggérant qu’un rétablissement des taux de GABA dans

certaines régions du cerveau est impliqué dans le rétablissement de la dépression.

Enfin, ’enzyme glutamate décarboxylase 67 (GAD67), permettant la conversion
de glutamate en GABA est réduite chez les individus ayant un trouble de dépression
majeure comparativement a des individus sans trouble de santé mentale'’,
particuliérement dans le cortex préfrontal'?3, suggérant qu’une plus faible capacité de
production de GABA dans cette région pourrait expliquer les taux réduits de ce
neurotransmetteur dans cette région chez les individus dépressifs.

Expression des sous-unités des récepteurs GABA dans la dépression

En plus des taux réduits de GABA, les sous-unités composant les récepteurs
GABAA et GABAR sont altérées dans la dépression et ces altérations varient selon la
région cérébrale. Par exemple, le cortex préfrontal et I’hippocampe, des régions
particuliérement affectées par la dépression, montrent des altérations spécifiques dans les

sous-unités du récepteur GABA »!314115:120.120,122-125 "1yqpq

le cortex frontopolaire, les
individus avec un trouble affectif décédés par suicide (incluant la dépression majeure, le
trouble bipolaire, une phase dépressive) ont moins de sous-unités al, a3, a4, et o
comparés a des individus sans trouble de santé mentale décédés subitement par une cause

autre que le suicide!??

. De méme, chez des individus dépressifs décédés par suicide, les
sous-unités o, a5, et B1 sont augmentées dans les régions de Brodmann 44/46 alors que
1 et y2 sont réduites'?’ mais dans le cortex préfrontal dorsolatéral, les sous-unités 3, 8,
et y2 sont augmentés''> comparés a des individus sans trouble de santé mentale et

décédés de cause autre que le suicide. Dans I’hippocampe, bien que certaines études ne

soient pas concluantes'®, une augmentation de a4 a été observée chez les individus
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dépressifs décédés par suicide!?. Les taux de liaison d’un ligand antagoniste du récepteur
GABAA, le Flumazenil, sont réduits dans les régions para-hippocampiques et temporales
latérales chez les individus dépressifs comparés a des individus sans trouble de santé

mentale'?’

, suggérant une modification fonctionnelle des récepteurs GABAAa. En ce qui
concerne le récepteur GABAB, il a ét¢ démontré que le nombre de sous-unité B2 était
plus élevé dans les régions frontales d’individus dépressifs décédés par suicide
comparativement a des individus sans trouble de santé¢ mentale décédés par une autre
cause'?®. L’expression de B2 est également augmentée dans le gyrus denté d’individus
dépressifs comparés a des individus sans trouble de santé mentale tandis que Bla est
réduite!'?®. Comme le mentionnent Fogaca et Duman (2019)!!, ces divergences entre les
individus dépressifs et ceux sans trouble de santé¢ mentale suggere que les différentes

combinaisons des sous-unités qui forment les récepteurs GABAa et GABAg, quoique

spécifiques a la région cérébrale, sont liées a la dépression.

Coordination des sous-unités des récepteurs GABA 4 dans la dépression

Au-dela de l'expression des sous-unités, la coordination dans une méme région
cérébrale entre chacune des sous-unités du récepteur GABA est affectée chez les
individus dépressifs. La coordination entre les sous-unités dans une région donnée
indique que I’expression de 1’'une des sous-unités est treés similaire a I’expression des
autres pour un méme individu. Les termes cohésion, co-expression ou inter-corrélation

sont aussi utilisés pour représenter cette relation entre les sous-unités.

L'existence d'un mécanisme de régulation dans le but de maintenir un équilibre
fonctionnel a été proposée pour expliquer la coordination entre les sous-unités du

récepteur GABAA'. Selon les auteurs avancant I'hypothése, ce mécanisme assurerait une
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expression similaire des sous-unités utilisées dans un méme ratio et la coordination des
sous-unités viserait a maintenir 1'équilibre entre les fonctions des différents récepteurs
GABAA'. Par exemple, la sous-unité o1 semblent étre impliquée dans les courants
synaptiques rapides tandis que la sous-unité a5 semblent généralement impliquée dans les
courants synaptiques lents'°*!!. Un mécanisme assurant une production en nombres
similaires des sous-unités al et a5 assurerait un équilibre entre les courants synaptiques
rapides et lents. L hypothése d’un mécanisme de régulation des sous-unités GABAA est
appuyé¢e par la présence de facteurs transcriptionnels (affectant la production d’ARN)
communs aux sous-unités a du récepteur GABAA'?. A partir de I'hypothése, les auteurs
postulent que ce mécanisme de régulation serait modifié dans certaines régions du

cerveau d’individus dépressifs.

Dans les cortex frontopolaire et préfrontal dorsomédian ainsi que dans
I’hippocampe et I’amygdale, la coordination entre les sous-unités al-5, d, et y2 est
diminuée chez les individus dépressifs décédés par suicide comparativement a des
individus sans trouble de santé mentale décédés par une cause autre que le suicide mais

cette coordination est augmentée dans le cortex orbitofrontal'*1%>

, suggérant que le
mécanisme de régulation de la coordination des sous-unités GABAA est altéré chez les

individus dépressifs selon la région cérébrale d’intérét.

Ciblage des récepteurs GABA dans la dépression

Les effets antidépresseurs d’agents pharmacologiques agissant comme
modulateurs allostériques positifs du récepteur GABAA,, tels ’alloprégnanolone
(brexanolone) et le SAGE-217, confirment I'implication de ces récepteurs dans la

dépression. Le SAGE-217 et I’alloprégnanolone atténuent les symptomes dépressifs chez
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130

les patients avec une dépression majeure " et les femmes avec un trouble de dépression

131,132

post-partum , respectivement, soulignant qu’une régulation du systéme

GABAergique peut étre favorable au rétablissement de la dépression.

1.2.4. Le GABA et ’anxiété

Plusieurs altérations de 1’activité inhibitrice versus excitatrice sont observées dans
le cerveau d’individus avec un trouble anxieux. Ces altérations sont potentiellement liées
a des altérations des systémes GABA!? et glutamate (principal neurotransmetteur a

fonction excitatrice dans le systéme nerveux central'3,

Taux de GABA dans les troubles anxieux

Comme pour les troubles dépressifs, les changements dans les taux de GABA
dans les troubles anxieux sont spécifiques a la région du cerveau et au trouble anxieux
investigué. Chez les individus ayant un trouble panique, les taux de GABA sont réduits
dans le cortex cingulaire antérieur et les ganglions de la base comparés a des individus

135

sans trouble de santé mentale > mais les taux de GABA sont inchangé dans le cortex

136, Chez les individus avec un trouble d’anxiété sociale, le GABA est diminué

préfronta
dans le thalamus par rapport aux individus sans trouble de santé mentale, mais aucune
différence n’est détectée dans le cerveau entier'®’. En plus des taux de GABA, une
modification des propriétés physiologiques des récepteurs GABAA semble présente dans
les troubles anxieux. L’affinité des benzodiazépines pour les récepteurs GABAAx est en
effet réduite dans les régions temporales, frontales, et pariétales, mais augmentée dans
I’hippocampe d’individus ayant un trouble panique par rapport a des individus sans

trouble de santé mentale*®138,
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Traitements pour ’anxiété ciblant le GABA

La majorité des traitements utilisés pour les troubles anxieux visent a compenser
I'hyperactivité neuronale présente dans I’anxiété!>® en augmentant I’activation du systéme
GABAergique via les récepteurs GABAA et GABAg™. En augmentant ’affinité du
récepteur GABAA pour le GABA, les benzodiazépines amplifient la probabilité et/ou la
fréquence d'ouverture de ce récepteur, intensifiant ainsi 1’effet inhibiteur du
neurotransmetteur’>!40. Malgré qu'une période plus longue soit nécessaire avant d'obtenir
un effet thérapeutique, il est fréquent que des agents antidépresseurs comme les ISRS
soient prescrits pour les troubles anxieux'*!. En plus de leurs effets sur les symptomes
dépressifs®>>7, les ISRS augmentent les taux de GABA. Par exemple, I’administration
par intraveineuse de I'ISRS citalopram augmente le GABA dans certaines régions du

cerveau chez les individus en santé'#?

ainsi que dans le plasma et le liquide
céphalorachidien chez les individus dépressifs'?!. Ces résultats illustrent le fait qu’au-dela
des comorbidités partagés en termes de symptomes et d’altérations GABAergiques,
I’anxiété et la dépression sont €galement intimement li€s en termes de traitements.
1.2.5. Les modéles animaux de la dépression

Malgré 1'avancement des technologies non-invasives permettant d'étudier le
cerveau humain, les modéles animaux demeurent nécessaires a 1'approfondissement de
notre compréhension des comportements et des mécanismes biologiques li€s aux troubles
de santé mentale, incluant la dépression'*>!**, Les paradigmes utilisés pour modéliser la
dépression chez 1’animal, tels le stress de défaite sociale chronique (SDSC) ou le stress
chronique modéré imprévisible tentent, via 1’exposition a un stresseur, de reproduire des

changements comportementaux (p. ex., désespoir comportemental, isolement social,

sensibilité réduite aux récompenses, anhédonie) et biologiques (p. ex., dérégulation de
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I’axe HPS, activation inflammatoire, modification de la plasticité neuronale et du
microbiote intestinal) retrouvés chez les humains ayant un trouble de dépression'*147. 11
est important de noter qu’aucun paradigme expérimental chez 1’animal ne reproduit
parfaitement le trouble dépressif humain. En plus d’étre extrémement complexes, les
symptomes dépressifs chez I’humain sont hétérogeénes et peuvent évoluer différemment
dans le temps selon I’individu!*®!%°, L hétérogénéité retrouvée dans les symptomes du
trouble dépressif est potentiellement li¢e a la multitude de systémes biologiques (p. ex.,
axe HPS, monoamines, GABA, microbiote intestinal) impliqués dans chacun des

symptomes'>% 13!,

Paradigme du stress de défaite sociale chronique

Chez les animaux comme chez les humains, une fraction des individus exposés a
un stresseur social développeront un trouble dépressif'*’. Le modéle SDSC tire avantage
des différences individuelles dans la réponse au stress et permet d’étudier la susceptibilité
et la résilience aux effets comportementaux résultant de I’exposition a un stresseur de
nature sociale’!32243%_ Ce modéle permet également de répondre aux critiques portées a
I’égard d’autres modeles utilisant des stresseurs comme les chocs électriques ou les bruits
sourds qui sont considérés comme n’étant pas représentatifs des types de stresseurs

auquels I’humain est exposé>>3,

Le paradigme du SDSC consiste & exposer une souris naive a une souris agressive
pendant une bréve interaction physique suivie d'une période de 24 heures sans contact
physique et ensuite a répéter ce cycle avec une nouvelle souris agressive pendant 10 jours
consécutifs®>¥, Ce paradigme permet I’identification de souris susceptibles aux effets du

stresseur a partir d’un test d’interaction sociale*®!*2, Les souris susceptibles tendent a
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exprimer des comportements associés a la dépression tels qu’une adaptation passive dans

153,154 154

le test de nage forcée et dans le test de suspension caudale'~”, une réduction des
soins d’hygiéne dans le test de splash!> et de I’anhédonie dans le test de préférence au
sucrose!>>134136 L es souris susceptibles aux effets comportementaux du SDSC tendent
¢galement a exprimer des comportements associées a I’anxiété tels que moins
d’exploration et plus d’évitement des environnements anxiogeénes dans le test de

133,157 ot dans le test du

labyrinthe en croix surélevé!>?, dans le test de clarté-noirceur
champ ouvert'>*!%7. Les comportements associés a la dépression et a I’anxiété chez les
souris susceptibles sont réversibles par I’administration d’agents pharmacologiques a

effets antidépresseurs et anxiolytique (p. ex., I'ISRS fluoxetine)?>147-158-162

, appuyant la
validité du modele SDSC dans 1'é¢tude des altérations biologiques liées aux troubles

dépressif et anxieux et dans l'exploration de nouvelles interventions thérapeutiques visant

ces troubles.

1.2.6. Le GABA dans les modéles murins de stress

Expression des sous-unités du récepteur GABA 4

Les souris exposées a un stresseur chronique comme le SDSC expriment non
seulement des comportements associés a la dépression et a I’anxiété mais ¢galement des
changements GABAergiques qui varient selon le stresseur utilisé, la lignée de souris

utilisée et/ou la région cérébrale d’intérét!>16:134156.163

Dans le cortex préfrontal, le SDSC augmente la sous-unité a5 du récepteur
GABA, de souris C57BL/6 par rapport a des souris non-stressées'>*, alors qu’un seul
épisode de défaite sociale réduit a5 et a2 chez des souris CD-1' et qu’un stresseur

chronique de restriction de mouvement augmente al chez des souris GIN'®*, Dans le
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cortex orbitofrontal, un stresseur chronique variable (10 différents stresseurs pendant 7
semaines) augmente al, 02, a3, et a5 chez des souris C57BL/6 et BALB/c'®. Dans

I’hippocampe, le SDSC augmente a5 chez des souris C57BL/6'>*

alors qu’un stresseur
chronique variable augmente al, a2, a3, et a5 chez des souris BALB/c mais non chez des

souris C57BL/6'® et qu’un stresseur chronique de restriction de mouvement augmente a.l

chez des souris GIN'%4,

Coordination entre les sous-unités du récepteur GABA4

Comme chez I’humain'#'%?

, la coordination entre les sous-unités al-5, y2, et & des
récepteurs GABAA d'une méme région cérébrale différent chez des souris exposées a un
stresseur par rapport a des souris non stressées'®. Dans le cortex frontopolaire, un
stresseur aigu réduit la coordination entre al-5, y2, et 6 comparativement a des souris
non-stressées'® tandis qu’un stresseur chronique augmente la coordination entre ces sous-
unités'®, suggérant que la chronicité du stresseur affecte différemment les sous-unités du
récepteur GABAA. Dans ’hippocampe, la coordination entre ces sous-unités augmente en
réponse a un stresseur aigu et chronique'®, suggérant qu’un stresseur affecte la
coordination entre les sous-unités du récepteur GABAAa différemment selon la région
d’intérét.
Production de GABA

En plus d’avoir un effet sur les sous-unités des récepteurs GABAAa, 1’exposition a
un stresseur peut également altérer les enzymes responsables de convertir le glutamate en
GABA et les transporteurs de GABA 2164166 affectant ainsi la production de GABA et

sa récupération dans la fente synaptique. Par exemple, un stresseur chronique

imprévisible ou de restriction de mouvement réduit ’enzyme GAD67 dans le cortex
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préfrontal et I’hippocampe!®*16°

ainsi que le transporteur vésiculaire de GABA et le
transporteur GABA de type 3'%7. De facon similaire, le SDSC réduit GAD67 dans le

cortex préfrontal des souris susceptibles comparées a des souris résilientes et a des souris

non-stressées'>°.

Agents pharmacologiques ciblant le GABA

L’administration de tiagabine, un inhibiteur sélectif du transporteur 1 de GABA,
réduit ’activité de I’axe HPS ainsi que les comportements associés a la dépression et

I’anxiété chez la souris'®®

. Une injection bilatérale d’alloprégnalone, un modulateur
allostérique positif du récepteur GABAAx, dans le nucleus accumbens de rats exposés a un

stresseur augmente 1’expression des sous-unités o et y2 dans I’hippocampe et diminue les

comportements associés a la dépression'®’.

Les résultats obtenus en utilisant les modéles animaux montrent que les
changements GABAergiques dans le cerveau apres I’exposition a un stresseur et/ou a un
agent ciblant le GABA sont liés a des comportements associés a la dépression et a
’anxiété. Comme le rappellent Ghosal et al.'” dans leur revue de la littérature, ces
changements sont spécifiques aux régions cérébrales observées et dépendent a la fois du
type de stresseur et de la chronicité. Il est a noter qu’en plus des changements
GABAergiques dans le cerveau, le systtme GABAergique dans I’intestin est aussi affecté

par le stress’!.

Effets du stress sur Pactivité GABAergique dans lintestin

Le GABA est principalement connu pour son role dans le systéme nerveux central

mais il est également présent dans plusieurs organes, entre autres dans 1’intestin ou il a

plusieurs fonctions en tant que neurotransmetteur et molécule de signalisation’”88171172,
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Bien que peu d’études mettent en lien le stress et le systtme GABAergique dans le
tractus intestinal, il a ét¢é démontré qu’un stresseur en bas age pour les souris augmente la
sous-unité a3 du récepteur GABAA en comparaison a des souris non-stressées sans
affecter al, a2, a4, a5 et y2°!. La suppression homozygote du géne codant pour la sous-
unité a3 chez la souris empéche 1’augmentation de cellules immunitaires CD163 et de
I’enzyme my¢élopéroxydase (produit par certaines cellules immunitaires) induite par un
stresseur de restriction de mouvement, par rapport a des souris sans modification
génétique’!. Cette observation souligne le role potentiel de la sous-unité a3 dans la
réponse inflammatoire liée au stress. Dans le méme sens, 1’application d’un agoniste du
récepteur GABAA préférentiel a a3 (TP003) sur un segment de cdlon augmente la
présence de cellules CD163 et de I’enzyme myélopéroxydase chez des souris wild type
mais pas chez des souris avec suppression homozygote de la sous-unité a3°!.
Pertinemment, la paroi intestinale est en contact constant avec le microbiote intestinal.
Or, I’abondance de certaines bactéries du microbiote intestinal, incluant des bactéries

productrices de GABA, est altérée dans la dépression!®!7>.

1.2.7 L’axe microbiote-intestin-cerveau

L’axe microbiote-intestin-cerveau est un terme utilisé pour décrire la
communication bidirectionnelle entre I’intestin et le systéme nerveux central sous
I’influence du microbiote intestinal (Figure 1). Cet axe agit sur de nombreux systémes
biologiques tels que le systéme immunitaire et le systéme endocrinien, avec des effets se

répercutant sur le comportement’. L’axe microbiote-intestin-cerveau joue un role dans la

174,175 172,176,177

dépression et le GABA est impliqué dans cet axe
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Figure 1. Résumé des voies de signalisation entre le milieu intestinal et le systeme
nerveux central modulées par le microbiote intestinal. Ces voies comportent des
molécules signalisatrices se déplacant par la circulation sanguine et par les nerfs
innervant la paroi de I’intestin. AGCC = acides gras a chaine courte, LPS =

lipopolysaccharides.

1.2.8. Altérations du microbiote intestinal liées a la dépression

Le microbiote intestinal présente plusieurs différences si des individus ayant un

trouble de dépression majeure sont comparés a des individus sans trouble de santé

mentale’ 178

et de méme dans des modeles murins d'exposition a un stresseur par

comparaison a des souris non-stressées'>*. Bien que la définition exacte d’un microbiote

intestinal sain n’ait pas encore €été¢ complétement validée, de fagon générale elle tend vers

une grande biodiversité!”’

. Certains des genres bactériens observés en plus grande

abondance chez I’humain en santé sont les Bacteroides, les Eubacterium, les

Faecalibacterium, et les Clostridium'”® mais étant donné les variabilités fonctionnelles
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entre les souches de bactéries a l'intérieur d'un méme genre, l'identification au niveau du
genre limite la formulation d'une définition d'un microbiote sain. Le microbiote intestinal
agit sur d’autres systémes biologiques incluant le systéme immunitaire, le systéme
nerveux entérique et le systéme nerveux central via la production de métabolites>!3% 18!
tels que plusieurs acides aminés, des acides biliaires, des acides gras a chaine courte,
ainsi que certains neurotransmetteurs comme le GABA et la sérotonine’. Chez les
individus avec un trouble de dépression majeure, I’abondance de bactéries telles que les
genres Lactobacillus, Clostridium, Bifidobacterium, et Bacteroides est diminuée’-310:182,
Plusieurs des especes bactériennes qui appartiennent aux genres diminués chez les
individus avec trouble de dépression majeure possedent les genes nécessaires a la
production ou a la métabolisation du GABA!'#17>183_Grace a une analyse du

1.'8 ont confirmé la

transcriptome provenant d’échantillons fécaux humain, Strandwitz ef a
production de GABA in vitro par les Bacteroides. Ces auteurs ont aussi mis en évidence
le fait qu'une abondance réduite de ces genres chez des gens avec trouble de dépression

majeure est liée a une activité neuronale propre a la dépression dans le cortex préfrontal

dorso-médian'®, suggérant qu’une réduction de l'abondance des bactéries productrices de

GABA fait partie des altérations retrouvées dans la dépression.

La portée des effets de la production et de I’utilisation de GABA dans l'intestin
sur les voies de signalisation de I’axe microbiote-intestin-cerveau demeure a ce jour
incertaine. L’observation de taux de GABA sanguins et fécaux réduits chez des souris

axéniques (élevées dans un environnement stérile et démunies de microbiote) en

184

comparaison a des souris avec microbiote ** et [’augmentation des taux sanguins de

185,186

GABA suivant la prise orale du neurotransmetteur , suggerent toutefois que le
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GABA produit par le microbiote intestinal peut parvenir a la circulation sanguine et

potentiellement affecter d’autres systémes chez I’hote.

1.2.9. Modifier le microbiote intestinal pour agir sur le comportement

Plusieurs interventions visant 8 modifier le microbiote intestinal produisent des
effets sur les phénotypes dépressifs humains et murins. Des études pionnicres ont
démontré que des rongeurs axéniques'’® ou dont le microbiote est appauvri par des

antibiotiques'*’

et recevant un transplant de matiéres fécales d’humains avec un trouble
de dépression majeure avaient plus de comportements associés a la dépression et a
I’anxiété que les rongeurs ayant recu de la matiere fécale d'humains sans trouble de santé
mentale. Les différences de diversité et de composition du microbiote existant entre les
individus dépressifs et les individus sans trouble de santé mentale ont aussi été transmises
aux rongeurs'*>17® Par exemple, le microbiote des souris colonisées avec la matiére
fécale d’individus dépressifs présente une augmentation du phylum Actinobacteria, une
réduction du phylum Bacteroidetes ainsi qu’une augmentation des génes bactériens
impliqués dans le métabolisme des glucides et de certains acides aminées comme
I’histidine, I’arginine et le glutamate de méme qu'une réduction des geénes bactériens
impliqués dans la synthese d’acides aminées comme la leucine, la tyrosine, et le

178 Ces résultats suggérent que des altérations du microbiote intestinal

tryptophane
peuvent avoir un role causal dans la dépression, potentiellement en lien avec les

différents processus métaboliques des microbiotes « dépressif » et « en santé ».

Dans une étude modifiant le microbiote intestinal de souris via transplant fécal ou

l 187

cohabitation, De Palma et a ont démontré que I’exposition a un stresseur de

séparation maternelle cause une activation de 1’axe HPS a la fois chez des souris avec
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microbiote et chez des souris axéniques mais cause des comportements associés a la
dépression et a I’anxiété uniquement chez les souris avec microbiote, suggérant que le
microbiote intestinal est nécessaire a 1’établissement de comportements associés a la
dépression et ’anxiété mais non a 1’activation de 1’axe HPS. A I’aide de colonisation de
souris axéniques, les auteurs ont démontré que I’exposition au stress modifie le milieu
intestinal et le rend propice a 1’établissement de bactéries associées a des comportements

anxieux %’

. Ces résultats soulignent I’effet du stress sur 1’axe microbiote-intestin-cerveau
et le potentiel d’une intervention au niveau du microbiote intestinal pour influencer le

comportement.

1.2.10. Effets des probiotiques sur la dépression
Probiotiques chez ’humain

De fagcon moins invasive que les transplants fécaux, les probiotiques ciblent le
microbiote intestinal en vue d'agir sur I’axe microbiote-intestin-cerveau et de moduler les
symptomes dépressifs et anxieux. Le terme probiotique désigne des microorganismes
vivants qui, lorsqu'ingérés en quantité suffisante, exercent des effets bénéfiques sur la
santé!®8. Plusieurs études chez I’humain soulignent les effets des probiotiques sur les
symptomes dépressifs et anxieux de méme que sur le bien-Eétre psychologique d'individus
dépressifs et d'individus sans trouble de santé mentale!® 2187192 Par exemple, la prise
combinée de Lactobacillus helveticus R0052 et de Bifidobacterium longum R0175
pendant 8 semaines réduit la sévérité des symptomes dépressifs chez des individus ayant
un trouble de dépression majeure par rapport & ceux recevant un placebo'®>. En plus de
diminuer la sévérité des symptomes dépressifs, Bifidobacterium longum NCC3001 réduit
I’activité de ’amygdale (une structure importante dans 1’intégration d’expériences

stressantes'**) en réponse a un stimulus émotionnel négatif chez des individus atteints du
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syndrome du colon irritable par rapport a ceux recevant un placebo!*>. Ces résultats
indiquent que la prise de certains probiotiques peut moduler I’activité du systéme nerveux

central et produire une amélioration des symptdmes dépressifs et anxieux.

Probiotiques chez ’animal

Comme chez I’humain, les probiotiques chez 1’animal modifient la composition
du microbiote intestinal ainsi que certains processus biologiques impliqués dans la
dépression et l'anxiété et influencent les comportements liés a la dépression et 1I’anxiété.
Par exemple, I’administration de Bifidobacterium pendant 20 jours augmente le nombre
de souris résilientes aprés le SCDC?*. L’administration combinée de Lactobacillus
plantarum 90sk et de Bifidobacterium adolenscentis 150 a des souris pendant deux
semaines diminue les comportements associés a la dépression de fagon similaire a I’'ISRS

196 1administration de

fluoxetine par rapport aux souris ayant regu une solution témoin
Lactobacillus rhamnosus JB-1 pendant 28 jours chez la souris a réduit les comportements
associés a la dépression et a I’anxiété et a réduit la sous-unité a2 du récepteur GABAA
dans le cortex cingulaire, les régions pré-limbique et infra-limbique, et ’amygdale
basolatérale, mais a augmenté cette sous-unité dans le gyrus denté comparé a des souris
gavées avec une solution témoin®*. La sous-unité B1b du récepteur GABAg a été
augmentée par ce probiotique dans le cortex cingulaire et prélimbique et réduite dans
I’amygdale basolatérale et centrale, le locus coeruleus et I’hippocampe??. Une vagotomie
sous-diaphragmatique a par contre empéché les effets antidépresseurs et anxiolytiques du
probiotique ainsi que ses effets sur la sous-unité a2?%, soulignant que ces effets se

produisent en partie via le nerf vague. Les mécanismes d'action exacts des probiotiques

affectant les phénotypes dépressifs et anxieux ne sont pas enticrement connus et la
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variabilité des résultats quant a leur effet sur les symptomes dépressifs ou anxieux est
probablement li¢e a la variabilité dans les métabolites produits par les différentes souches
de probiotiques'®’. Les résultats obtenus par des études comme celle de Bravo et al.?
suggérent que les effets de certains probiotiques sur les phénotypes dépressifs et anxieux
pourraient provenir de leur capacité a produire du GABA et s’opérer via la modification
de certaines sous-unités des récepteurs GABA dans le cerveau.

1.2.11. Exploration des voies GABAergiques de I’axe microbiote-intestin-cerveau

L'ensemble des résultats présentés jusqu'ici souligne I’implication du GABA dans

418,102 ot suggere qu’une production de GABA par certaines des bactéries

la dépression
présentes dans le microbiote intestinal pourrait modifier le comportement via 1’axe
microbiote-intestin-cerveau'®!7318 Ces effets pourraient se produire via I’interaction du
GABA avec le microbiote intestinal, le systéme nerveux entérique et la circulation
sanguine.
Roéle du GABA chez la bactérie

La production de GABA chez la bactérie vise principalement a réduire le pH
intracellulaire pour résister a ’acidité de I'environnement®>!*®. Les conditions optimales a
la production de GABA varient grandement selon les taxons bactériens et sont
caractérisées par 1’acidité, la température, le temps de croissance, et la composition
chimique de I’environnement'®*!*?. Dans le microbiote intestinal humain, certaines
bactéries utilisent également le GABA comme source alternative de carbone ou d’azote

dans le cycle de Krebs afin d’assurer leur survie!®>%

, suggérant que la production
bactérienne de GABA dans I’environnement intestinal pourrait favoriser la croissance de

bactéries consommatrice de GABA et donc influencer la composition du microbiote
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intestinal. Ces faits sont pertinents dans le contexte de la dépression ou une diminution
des bactéries a potentiel de production de GABA et une diminution générale de la

diversité bactérienne s’observent!?.

GABA et innervation de l’intestin:

I1 a été suggéré que le GABA présent dans la lumiére de 1’intestin pourrait agir sur
le systéme nerveux entérique ou sur le nerf vague, une des principales voies de
communication entre 1’intestin et le cerveau. Le systéme nerveux entérique et le nerf
vague contiennent plusieurs inter-neurones GABAergiques’’ de méme que plusieurs
cellules entéro-endocrines exprimant du GABA ainsi que des récepteurs GABAAx et
GABAg’"88:171.2012204 "Ep plus de son role dans la réponse de nociception et a la douleur
viscérale?® 2% le systtme GABAergique dans le nerf vague semble avoir un role a jouer
dans les symptomes dépressifs. En ce sens, il a été démontré que certains probiotiques ont
des effets sur le comportement via leur activité sur le nerf vague??.

Entrée du GABA dans la circulation sanguine

Le GABA ¢étant un acide aming, il peut étre absorbé par la paroi intestinale via le
transporteur hPAT12%21% Ce transporteur est localisé tout au long du tractus intestinal
avec une expression accrue dans I’intestin gréle chez ’humain?!! et dans I’iléum et le

212

jéjunum chez la souris” <. Une plus haute acidit¢ du milieu intestinal tend a améliorer le

fonctionnement du systéme de transport GABA?!32!4, Pertinemment, des conditions plus

acides augmentent aussi la production de GABA par certaines bactéries?*%21>,

I1 a été démontré que certaines molécules de taille plus petite que 600 Dalton
peuvent traverser la barriére intestinale’!é. Le GABA étant une molécule de

103.12 Dalton®!” peut aussi entrer dans la circulation sanguine par la voie para-cellulaire.
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De plus, dans des conditions ou la perméabilité de la paroi intestinale est augmentée
telles que dans le syndrome du colon irritable, la maladie ceeliaque, le diabéte et la

dépression?!821?

, un libre passage est laissé a plusieurs molécules dont potentiellement le
GABA. Enfin, il a ét¢ démontré que ’application de GABA produit par des bactéries sur
des cellules de la paroi intestinale in vitro augmente le nombre de protéines de jonctions
serrées???, suggérant que la présence de bactéries productrices de GABA dans le
microbiote intestinal pourrait contribuer a conserver, voire rétablir, I’intégrité d'une paroi

intestinale altérée dans le cadre de certains troubles, dont la dépression?!®21°,

GABA et la barriére hématoencéphalique

I1 est généralement accepté que le GABA ne peut pas traverser la barriére
hématoencéphalique (BHE; barri¢re semi-perméable entre la circulation sanguine et le
cerveau) pour accéder au cerveau??! 2%, Cependant, la présence de transporteurs GABA
dans la BHE*** suggére que des mécanismes pouvant potentiellement permettre le
passage du neurotransmetteur existent. L’injection de GABA dans la circulation sanguine
en un contexte de BHE a perméabilité augmentée a un effet sur I’activité cérébrale®>>26,
Bien que davantage d’études soient nécessaires, ces résultats soutiennent I'hypothese que

Ialtération de la BHE associée a la dépression'>® pourrait permettre au GABA de

traverser la BHE et de modifier I’activité cérébrale.

1.3. Problématique du projet de recherche :

La dépression est un probléme d’envergure mondiale! pour lequel les traitements
pharmacologiques de premiere ligne sont relativement limités au niveau de leur
efficacité?. Cette efficacité limitée suggére que le systéme monoaminergique visé par ces

traitements n’est pas le seul impliqué dans la dépression. Des altérations touchant d'autres
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3,175 et le

systemes-clés ont €té rapportées, incluant I’axe microbiote-intestin-cerveau
systeme GABAergique, plus particuliérement I’expression des sous-unités du récepteur

GABA 41418102 1 o5 sous-unités du récepteur GABA4 dans I’hippocampe et le cortex

11,12,14 15,16,154

préfrontal d’individus dépressifs et de souris exposées a un stresseur sont
affectées. Les sous-unités o du récepteur GABA sont aussi altérées dans le cdlon®!. De
plus, I’abondance de bactéries productrices de GABA est moindre dans le microbiote
d’individus dépressifs'® et 1'ingestion de probiotiques pouvant produire du GABA
entraine une amélioration du phénotype dépressif'®?? et une modification des sous-unités
du récepteur GABA, dont les a.. Malgré plusieurs études soulignant le rdle potentiel du
GABA dans I’axe microbiote-intestin-cerveau en lien avec la dépression, aucune n’a

encore €tabli le profil d’expression des sous-unités a a la fois dans le cerveau et dans

I’intestin dans un mod¢le murin de dépression.

1.4. Objectifs :

Le présent projet de maitrise fait partie d’un projet de plus grande envergure
visant a vérifier l'efficacité d’une bactérie probiotique ayant la capacité de produire du
GABA in vivo dans le tractus intestinal, a limiter les phénotypes comportementaux dans
un modele murin de dépression. L’objectif principal du présent projet est, dans un
premier temps, de confirmer le profil comportemental de souris males exposées au SDSC
et d’établir un profil d’expression des sous-unités al-5 du récepteur GABAA dans
différentes régions de I’intestin et du cerveau (Figure 2). Les régions du cerveau et de
I’intestin visées sont I’hippocampe, le cortex préfrontal, le j¢junum et le c6lon.
L’hippocampe, le cortex préfrontal et le colon ont €té choisis sur la base d’études

démontrant des changements dans les sous-unités GABAAa chez les individus dépressifs
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ou chez des souris exposées a un stresseur'#!%192_ Le jéjunum a été choisi pour son
implication dans 1’absorption du GABA?!%2!1 ] est attendu que les souris susceptibles
aux effets comportementaux du SDSC expriment plus de comportements associés a la
dépression et a I’anxiété et expriment des altérations dans les sous-unités a du récepteur
GABAA de méme que dans la coordination de ces sous-unités, tant dans le cerveau que
I’intestin en comparaison a des souris résilientes et a des souris non-stressées. Afin de
procéder au développement d’une bactérie probiotique productrice de GABA dans le
cadre du projet de plus grande envergure, un objectif secondaire du présent projet est de
caractériser la viabilité d'un vecteur bactérien dans le tractus intestinal de souris a I’aide
d’imagerie par bioluminescence. Les résultats obtenus par rapport aux comportements
associés a la dépression et a I’anxiété, a 1I’expression et a la coordination des sous-unités
des récepteurs GABA, ainsi qu'a ’activité in vivo d’un vecteur bactérien producteur de
GABA serviront de base de comparaison a 1'évaluation des effets d’une bactérie
productrice de GABA sur le comportement, le microbiote, I’intestin, et le cerveau dans la

dépression.



Marqueurs
GABA dans le
cerveau

GABAAr

31

Axe microbiote-intestin-cerveau

SR
Dépression
Stress
Anxiété
—_— Bactéries a
: potentiel de
: production de
' GABA
i Production de :
" GABA comme Comportements murins
E mécanisme par _
' lequel certains L
! probiotiques ont L -
! des effets .GAB? ‘ \
1 anxiolitiques et ° L -
 antidépresseurs?
: h \ H

?

murin de b " .
Effet d'un SDSC sur|  stress Confirmer certaines différences -

I'expression des comportementales chez les
sous-unités a1-5du souris exposées au SDSC
récepteur GABAA

Created in BioRender.com bio

Figure 2. Résumé des changements retrouvés dans le cerveau et le microbiote intestinal
d’individus dépressifs en lien avec les questions de recherche proposées dans le cadre de
cette étude de maitrise. La ligne pointillée représente le lien établi entre la dépression et
I’anxiété chez I’humain et les modéles murins de stress utilisés pour étudier ces troubles
de santé mentale. La question de recherche du présent projet de maitrise est: Est-ce qu’un
stresseur social connu pour reproduire des comportements murins associés a I’anxiété et
la dépression a aussi un effet sur le systtme GABAergique dans 1’axe intestin-cerveau?
GABAAr = récepteurs GABA type A, GAD = enzyme glutamate décarboxylase, SDSC =
stresseur de défaite sociale chronique.
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2. Méthode

2.1. Etude 1: Stress de défaite sociale chronique

2.1.1. Animaux

Vingt-quatre souris C57BL/6N naives males (Laboratoires Charles River, St-
Constant, Québec, Canada), agées de 8 a 10 semaines a leur arrivée, ont été utilisées pour
I’étude. Dix souris CD-1 males auparavant utilisées comme souris reproductrices
(Laboratoires Charles River, St-Constant, Québec, Canada) et agées de 3 a 6 mois a leur
arrivée, ont servi de souris agressives dans la procédure de SDSC. Les souris C57BL/6N
et CD-1 ont été logées individuellement dans deux salles séparées afin de ne pas exposer
les souris non-stressées aux différents stimuli auditifs, olfactifs et visuels liés au SDSC.
Toutes les souris ont été logées dans des cages d’hébergement N10 de 19 cm x 29 cm x
13 cm en polycarbonate (Ancare) avec de la litiére en copeaux de cédre, un nid de coton,
un abri de carton et un acces ad libitum a de la nourriture (Teklad Global 18% Protein
Rodent Diets, numéro de catalogue 2018, Envigo) et de I'eau. Les salles d’hébergement
¢taient éclairées au moyen d’un cycle lumiere-obscurité de 12 heures (éclairage de 07h00
a 19h00) et maintenues a une température ambiante de 21.0 °C a 23.0 °C et un taux
d'humidité de 30 a 35 %. Toutes les procédures expérimentales ont ét€ approuvées par le
Comité de protection des animaux de 1'Université d'Ottawa et respectaient les lignes
directrices du Conseil Canadien de Protection des Animaux (protocole d’utilisation
d’animaux #3208).

2.1.2. Résumé des procédures expérimentales

Apres une période d’acclimatation de 7 jours visant a réduire le stress dii au

transport et permettre une habituation a leur nouvel environnement, les souris ont débuté

un traitement quotidien par gavage d’un tampon phosphate salin (phosphate-buffered
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saline; PBS) pendant 28 jours consécutifs. Cette condition a été utilisée afin de
documenter les effets comportementaux et GABAergiques du SDSC dans un contexte de
gavage qui sera également utilisé dans 1’étude de plus grande envergure destinée a
vérifier I'efficacité d’une bactérie probiotique productrice de GABA a limiter les
comportements associés a la dépression et a I’anxiété résultant normalement de

I’exposition a ce stresseur chez un modele murin.

Au 15° jour de gavage, la moitié des souris a été assignée aléatoirement a une
condition de SDSC pendant 10 jours consécutifs alors que I'autre moitié a été assignée a
une condition témoin. Vingt-quatre heures apres le dernier épisode de défaite sociale ou
de la condition témoin (Jour 25), la susceptibilité des souris aux effets comportementaux
du stresseur social a été déterminée a I’aide du test d’interaction sociale (TIS) et les
comportements associés a la dépression et a I’anxiété ont été évalués pendant les deux
jours suivants (Jours 26 et 27). Vingt-quatre heures apres le dernier test comportemental
(Jour 28), les souris ont été euthanasiées par décapitation rapide afin de prélever des
sections du cerveau et du tractus intestinal pour déterminer I’expression génique des
sous-unités al-5 du récepteur GABAA. La Figure 3 présente un résumé des procédures

expérimentales de ’Etude 1.
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Figure 3. Résumé des procédures expérimentales réalisées lors de I’Etude 1. La période

de gavage débute au Jour 1 aprés 7 jours d’acclimatation et se termine au Jour 28 avec la
collecte d’échantillons biologiques.

2.1.3. Paradigme du stress de défaite sociale chronique

Avant de débuter le SDSC, une sélection préalable des souris CD-1 a été réalisée
afin de s’assurer de leur agressivité envers les souris expérimentales. Pour ce faire, une
souris C57BL/6N (non incluse dans 1’étude) a été introduite dans la cage d’hébergement
de chacune des souris CD-1 pour une période maximale de 15 minutes et le nombre
d’attaques envers la souris C57BL/6N a été enregistré. Cette procédure a été répétée avec
une souris C57BL/6N différente pendant 3 jours consécutifs. Seules les souris CD-1

ayant attaqué la souris C57BL/6N en moins de 60 secondes et pendant au moins 2 jours

consécutifs ont été sélectionnées pour 1’étude.

Dans le cadre du SDSC, les souris C57BL/6N ont été introduites individuellement

dans la cage d'hébergement d'un male CD-1 préalablement sélectionné pour ses
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comportements agressifs envers les autres souris (condition expérimentale; n=12) ou
d’une autre souris C57BL/6N (condition témoin; n=12) chaque jour, entre 11h00 et
14h00, pendant 10 jours consécutifs (procédure adaptée de Golden et al.>®). Dans la
condition expérimentale, les deux souris ont ét¢ libres d’interagir librement pendant un
maximum de 10 minutes ou jusqu'a ce que des signes de défaite sociale soient observés
chez une des deux souris (p. ex., position de soumission, cris de détresse, absence de
comportements défensifs face aux attaques répétées). Les souris ont ensuite été séparées
par une grille métallique divisant la cage en deux compartiments égaux leur permettant
de se sentir, de s'entendre et de se voir sans contact physique. Apres 24 heures, les souris
C57BL/6N ont été immédiatement exposées a un nouvel agresseur (afin d’éviter une
habituation a un agresseur en particulier) et ainsi de suite pendant 10 jours consécutifs.
Dans la condition témoin, les souris ont été logées avec une souris C57BL/6N différente
chaque jour, pendant 10 jours consécutifs, dans le méme type de cage d’hébergement que
la condition SDSC (une cage divisée en deux avec un grillage métallique) mais sans
interaction physique avec 1’autre souris. Cette condition permet aux souris témoins
d’avoir une expérience similaire aux souris du groupe SDSC (espace restreint, absence
d'abri de carton, quantité limitée de matériel pour le nid, partage de la cage avec une autre
souris), mais sans subir de défaite sociale.
2.1.4. Tests comportementaux

Dans les trois jours suivant la derni¢re défaite sociale ou la condition témoin, les
souris C57BL/6N ont été soumises a un test d’interaction sociale ainsi qu'a des tests
comportementaux dans le but d’évaluer les comportements associés a I’anxiété et a la

dépression. Le test d’interaction sociale a été effectué¢ 24 heures apres le dernier épisode
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de défaite sociale ou de la condition témoin (Jour 25), suivi des tests du labyrinthe en
croix surélevé et de splash (Jour 26) ainsi que des tests de clarté-noirceur et de
suspension caudale (Jour 27) au cours des deux jours suivants. Avant chaque test
comportemental, les cages d’hébergement des souris ont été placées dans la salle de test
pendant une heure afin de permettre I'acclimatation au nouvel environnement. Les arénes
de test ont été nettoyées entre chaque souris avec du désinfectant Quato 78 Plus (une
solution de peroxyde d'hydrogéne) afin de limiter le transfert d'odeurs.
Test d'interaction sociale

Le test d'interaction sociale est utilisé pour déterminer les effets du SDSC sur
I’évitement social (associé a la dépression) et a été effectué 24 heures apres la dernicre
défaite sociale ou la condition témoin. Ce test permet de diviser les souris en deux sous-
groupes selon leur susceptibilité versus leur résilience aux effets comportementaux du
stresseur®. L'aréne de test est constituée d’un espace ouvert avec des murs en plastique
opaques et blancs (45cm x 45cm x 45cm). L’espace ouvert comprend, au centre d’un de
ses murs, une cage en Plexiglass translucide (5.5¢cm x 9.6 m) munie d’un grillage
métallique a sa base. Le test débute en plagant une souris expérimentale C57BL/6N dans
un des coins de I’aréne opposés a la cage translucide afin de lui permettre d’explorer
I’environnement librement pendant 2.5 minutes. La souris est rapidement retirée de
I’aréne pour introduire une souris CD-1 préalablement sélectionnée pour son agressivité
et n’ayant jamais interagi avec la souris expérimentale dans la cage en Plexiglass
translucide. La souris expérimentale C57BL/6N est alors de nouveau placée dans le
méme coin de I’aréne opposé a la cage translucide, qui contient maintenant une souris

CD-1, pour une deuxi¢me période de 2.5 minutes. Les mouvements de la souris pendant
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les deux parties du test sont suivis en temps réel via une caméra montée au plafond au-
dessus de l'aréne et subséquemment analysés a 1’aide du logiciel EthoVision XT (version
11.5, Noldus Information Technology). Le test a été éclairé par des lumiéres rouges
(moins stressantes que des lumiéres blanches) pour mettre 1’accent sur 1’aspect social du
test. Une zone d'interaction sociale de 8 cm x 9 cm entourant la cage de Plexiglass ainsi
que deux zones de coin de 9 cm x 9 cm opposées a la cage en Plexiglass ont été définies a
I’aide du logiciel. Un ratio d’interaction sociale visant a identifier les souris susceptibles
et résilientes a été calculé en divisant le temps passé€ dans la zone d'interaction sociale en
présence de l'agresseur par le temps passé dans cette zone en l'absence de l'agresseur. Un
ratio inférieur a 1 signifie que la souris évite 1’agresseur et est considérée comme un
phénotype susceptible au SDSC, tandis qu’un ratio supérieur a 1 signifie que la souris
s’intéresse a 1’agresseur et est donc considérée comme ayant un phénotype résilient au
SDSC. Le temps passé (secondes) dans chacune des zones (zone d’interaction sociale et
zones de coin), le nombre d’entrées dans la zone d’interaction, la distance parcourue
(cm), ainsi que le temps d'inactivité (secondes; correspond a une vélocité inférieure a
1.75 cm/seconde) ont aussi été déterminés.
Labyrinthe en croix surélevé

Le labyrinthe en croix surélevé est un test validé qui mesure les comportements de
peur envers les environnements ouverts et éclairés, rappelant les comportements associés
a ’anxiété. Ce test est basé sur le principe que les souris sont des proies et qu’elles ont
une aversion envers les environnements ouverts, surélevés et bien éclairés ou elles sont
vulnérables aux prédateurs potentiels et qu’elles ont une préférence pour les zones

sombres, fermées, et propices a la cachette et I'évasion®?’??%, Ce test a été effectué 2 jours
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apres la dernicre défaite sociale (Jour 26). Le labyrinthe est composé de deux couloirs en
Plexiglass opaque placés de facon perpendiculaire mesurant 6 cm de largeur et 75 cm de
longueur et surélevés a 74 cm du sol. Un des couloirs comporte des murs noirs opaques
d’une hauteur de 20 cm (couloir fermé) tandis que I'autre couloir est ouvert et sans
bordure. Le test débute en plagant la souris dans un des coins du centre du labyrinthe
(toujours le méme) et elle est ensuite laissée libre d'explorer le labyrinthe pendant 5
minutes. Les mouvements de la souris pendant le test ont été€ suivis en temps réel a 1'aide
d'une caméra située au-dessus du labyrinthe et ont été analysés a l'aide du logiciel
EthoVision XT (version 11.5, Noldus Information Technology). Le test a été effectué a
une intensité¢ lumineuse de 100 lux mesurée avec un luxmetre avant le début de chaque
séance. Le temps cumulé (secondes) et la fréquence des entrées dans chaque couloir,
ainsi que la distance parcourue (cm) et le temps total sans mouvement (secondes) ont été

mesurés pour chaque souris.

Test de splash

Le test de splash a été utilisé 2 jours apres la derniere défaite sociale ou la
condition témoin (Jour 26) pour évaluer les comportements de toilettage et la motivation
a prendre soin de son hygiene corporelle. Une réduction du temps total de toilettage a été
associée a la dépression et corrélée avec d’autres comportements associés a la dépression
dans les tests de suspension caudale, de nage forcée et de préférence au sucrose??* 2!, Ce
test est habituellement utilis¢ comme une alternative moins intrusive et moins stressante
que le test de nage forcée?*>?3. Le test consiste a éclabousser le bas du dos de la souris

avec de I’eau juste avant de la placer dans une nouvelle cage d’hébergement propre

contenant uniquement de la litiere. Les comportements de la souris sont alors observés
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pendant 10 minutes. Dans la présente étude, ce test a été effectué sous une intensité
lumineuse de 530 lux. L’enregistrement des comportements de la souris a été effectué a
l'aide d'une caméra vidéo montée sur un trépied. Le temps total de toilettage (secondes) et
le nombre total de sessions de toilettage ont été évalués de fagon manuelle a l'aide du
logiciel Observer XT (version 15, Noldus Information Technology).
Test clarté-noirceur

Le test clarté-noirceur est similaire au test de labyrinthe en croix surélevé et est
utilisé pour mesurer des comportements de peur envers les environnements ouverts et
éclairés, rappelant les comportements associés a I’anxiété!é>2*, Ce test a été effectué 3
jours apres la dernic¢re défaite sociale (Jour 27). Le test se déroule dans une aréne en
Plexiglass mesurant 27.3 cm par 27.3 cm et divisée en deux sections. Une des deux
sections, la piéce éclairée (27.3 cm x 13.5 cm), est sans plafond, ouverte, et éclairée au
moyen d’une lumiére blanche de 30 lux et posséde un plancher blanc bordé de murs en
Plexiglass transparents. L'autre section, la piece sombre (26.5 cm x 13.2 cm), n’est pas
¢éclairée et se compose d'un plancher blanc, de murs noirs et d'un plafond noir. Les deux
picces sont séparées par une petite ouverture de 5.3 cm x 7 cm dans un des murs noirs de
la piece sombre qui permet a la souris de se déplacer a sa guise entre les piéces. Le test
débute en placant la souris au milieu de la piece éclairée. La souris est ensuite libre
d'explorer l'aréne pendant 5 minutes. Dans la présente étude, les mouvements de la souris
dans l'aréne ont ét¢ mesurés a I'aide d'un systéme a faisceaux infrarouges reliés a un
ordinateur a l'extérieur de la salle de test. Le temps passé (secondes) et la fréquence des

entrées dans les pieces « éclairée » et « sombre », la distance parcourue (cm) et le temps
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d'inactivité (secondes) ont été mesurés a 1’aide du logiciel Activity Monitor de Med
Associates.
Test de suspension caudale

Le test de suspension caudale est un test validé qui sert a mesurer le désespoir
comportemental et 'adaptation passive dans une situation stressante ou il est impossible
de s'échapper. Le désespoir comportemental et I'adaptation passive sont des
comportements étant associés a la dépression?*>2%, Ce test a été effectué 3 jours aprés la
derniere défaite sociale (Jour 27). Dans ce test, la souris est suspendue par la queue avec
du ruban adhésif collé a une palette métallique faisant partie d'un systéme (Tail
Suspension Test Cubicule [SOF-821], Med Associates Inc.) qui mesure I’amplitude des
mouvements de la souris pendant 6 minutes. Pour éviter que la souris ne grimpe sur sa
propre queue, un tube de plastique rigide est placé autour de celle-ci. Dans la présente
¢étude, le test a été effectué a une intensité lumineuse de 100 lux. Pour chaque souris, le
temps d'immobilité (secondes) a été enregistré et utilis€ comme mesure de désespoir
comportemental et d’adaptation passive (ne pas se battre ou s'agiter pour essayer de
s'échapper).
2.2.5. Euthanasie et prélevement d’échantillons biologiques

L'euthanasie et le prélévement d’échantillons biologiques ont été effectués entre
10h00 et 16h00, 4 jours apres la derniere défaite sociale (Jour 28). Les souris ont été
euthanasiées par décapitation rapide. Les organes ont été prélevés sur glace dans un
environnement nettoy¢ avec une solution d'eau de Javel a 10 % et du « RNAse Away »
pour minimiser la contamination et la dégradation de I’ARN présent dans les

échantillons. Le cerveau a été rapidement prélevé et placé sur une matrice en acier
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inoxydable (2.5 x 3.75 x 2.0 cm) positionnée sur glace. Cette matrice est munie d’une
série de fentes a environ 500 um permettant de guider une lame de rasoir pour sectionner
le cerveau. Une fois le cerveau sectionng, le cortex préfrontal médian et I’hippocampe

dorsal ont été prélevés selon 1’atlas de la souris de Franklin & Paxinos>*’

et placés chacun
directement dans des tubes cryogéniques et dans 1’azote liquide. Pour le jéjunum et le
colon, une fois le tractus intestinal retiré au complet de la cavité abdominale, le tiers du
milieu de I’intestin gréle et le tiers suivant le caeccum ont été prélevés, respectivement, et
ensuite vidés de leur contenu et placé dans des tubes cryogéniques et dans 1’azote liquide.

Un fois le prélévement terminé, tous les échantillons ont été conservés a -80 °C en attente

de la procédure d’extraction d’ARN total.

2.2.6. Analyses Moléculaires

Transcription Inverse — Réaction en chaine par polymérase quantitative (RT-qPCR)
L'hippocampe, le cortex préfrontal, le jéjunum et le colon ont été homogénéisés
dans du Trizol et I' ARN total a été extrait de chaque échantillon selon les instructions du
fabricant (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). La concentration et la pureté de
I'ARN ont été mesurées a l'aide d'un NanoDrop One (Thermo Fischer Scientific). L'ARN
total a été converti en ADN complémentaire (ADNCc) par transcription inverse au moyen
du iScript™ Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad, Canada) et d’un thermocycleur
T100™ (Bio-Rad, Canada). L'ADNCc résultant de la transcription inverse a été analysé a
l'aide d'une réaction en chaine par polymérase quantitative avec du SsoAdvanced™
Universal SYBR® Green Supermix et un systeme de détection PCR CFX96 Touch™

(Bio-Rad, Canada) selon les instructions du fabricant (Bio-Rad, Canada).
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Des paires d’amorces amplifiant des s€quences nucléotidiques spécifiques aux
geénes glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et béta (3)-actine ont été
utilisées comme geénes de référence (Integrated DNA Technologies). Ces paires
d’amorces ont généré des amplicons entre 129 et 200 paires de bases et leur efficacité a
été mesurée avec le programme CFX Manager™ Version 3.0 (Bio-Rad, Canada).
L’efficacité minimale de ces amorces était de 90 %. Des amorces « PrimerPCR™Assay »
avec un taux d’efficacité entre 99 % et 102 % et un R? entre 0.9990 et 0.9997 pour
lesquelles aucune réactivité croisée n’a été détectée ont ét¢ utilisées pour amplifier des
séquences nucléotidiques spécifiques aux geénes d’intérét GABAA al, a2, a3, a4, et a5
(Bio-Rad Canada). Chaque échantillon a été analysé en triplicatas techniques et
l'expression de chaque géne d'intérét dans I'hippocampe, le cortex préfrontal, le j¢junum
et le colon a été normalisée en soustrayant la moyenne du cycle de quantification (Cq)
des deux genes de référence (GAPDH, -actine) a celle du Cq du géne d’intérét (ACq).
La méthode 2244 a été utilisée pour convertir les valeurs ACq en facteur de changement

)238,239

(de I’anglais Fold change en comparaison au groupe témoin non-stressé.

Les séquences d'amorces utilisées pour les génes de référence étaient les
suivantes: Mus GAPDH, sens direct: 5'-~AAA TGG TGA AGG TCG GTG TG-3', sens
inverse: 5'-GAA TTT GCC GTG AGT GGA GT-3'; Mus B-actine, sens direct: 5’-GAA
CCC TAA GGC CAA CCG TG-3’, sens inverse: 5’-GGT ACG ACC AGA GGC ATA
CAG G-3’. Les numéros d’identification des amorces provenant de Bio-Rad étaient
comme suit: Récepteur GABA sous-unité ol: gMmuCID0020372; Récepteur GABAA

sous-unité 02: qgMmuCID0013279; Récepteur GABA 4 sous-unité a3:
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gMmuCID0025462; Récepteur GABAA sous-unité a4: gMmuCID0013328; Récepteur

GABAA sous-unité a5: gMmuCID0010624.

2.3. Etude 2: Imagerie par bioluminescence de vecteurs bactériens

2.3.1. Animaux

Trente-cing souris C57BL/6N naives males (Laboratoires Charles River, St-
Constant, Québec, Canada), agées de 8 a 10 semaines a leur arrivée, ont été logées
individuellement dans des conditions d’hébergement identiques a celles de I’Etude 1.
Toutes les procédures expérimentales ont été approuvées par le Comité de protection des
animaux de I'Université d'Ottawa et respectaient les lignes directrices du Conseil
Canadien de Protection des Animaux (protocole d’utilisation d’animaux #3208).

2.3.2. Vecteurs bactériens et solutions de gavage

L’¢élaboration des vecteurs bactériens a été effectuée en deux étapes distinctes par
I'équipe de recherche du Dr Riadh Hammami (Ecole des sciences de la nutrition,
Université d’Ottawa). La premicre étape a identifié Bifidobacterium dentium comme
¢tant une bactérie capable de convertir 95 % du glutamate environnant en GABA. La
deuxiéme é€tape a identifié et extrait, chez Bifidobacterium dentium, 1'enzyme GadB
responsable de la conversion du glutamate en GABA, pour en insérer le gene codant dans
le plasmide d’un vecteur bactérien, en 1’occurrence Escherichia coli (E. Coli) BW25113
(delta). Ce vecteur bactérien, identifi¢ GAD+, contient la s€équence de genes suivante:
promoteur, géne GadB, géne lux incluant la luciférase CBluc et la luciférine permettant
de produire de la luminescence (GadB_Pro-BdGadB-luxCDABE) tandis qu’un autre
vecteur bactérien, identifié¢ GAD-, ne contient que le promoteur et le géne lux

(GadB_Pro-BdGadB-luxCDABE). Le plasmide des deux vecteurs bactériens contient
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¢galement un géne de résistance a ’ampicilline. Les étapes expérimentales menant aux

trois groupes de gavage sont résumées dans la Figure 4.

Les nouvelles cultures bactériennes ont été préparées a partir de 0.5 ml de culture
bactérienne (GAD- ou GAD+) incubée pendant 24 h, 50 ml d’une infusion de cceur et de
cerveau de la compagnie HARDY Diagnostics (Santa Maria, CA, USA), et 0.50 ml
d’ampicilline a 5 mg/ml. L’ajout de cet antibiotique permet de s’assurer que seul le
vecteur bactérien puisse croitre dans la solution. Les nouvelles cultures bactériennes
GAD- et GAD+ ont ensuite été placées sous brassage dans un incubateur constant a 37 °C

pendant 24 h.

Les solutions de gavage (GAD- et GAD+) ont été préparées dans I’heure
précédent le gavage en centrifugeant les cultures bactériennes incubée depuis 24 h et en
diluant le culot bactérien dans 5 ml de PBS-glutamate (5 mg/ml de glutamate). Le
glutamate a été ajouté aux solutions afin de s'assurer que les vecteurs bactériens GAD+
aient suffisamment de glutamate pour stimuler la production du gene GadB
indépendamment de la nourriture standard des souris et de leur cycle alimentaire. Chaque
gavage quotidien de 0.10ml contient 10'* unités formant des colonies (UFC). La solution

PBS dans I’Etude 2 contenait également 5 mg/ml de glutamate.
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Figure 4. Résumé de la création des deux vecteurs bactériens ainsi que des trois groupes
de gavage dans le cadre de I’étude de bioluminescence. CBluc = géne de
bioluminescence Click Beatle Luciferase, GAD = glutamate décarboxylase béta, GAD+ =
vecteur bactérien contenant le géne codant pour GAD, GAD- = vecteur bactérien sans le
gene codant pour GAD, PBS = tampon phosphate salin (phosphate-buffered saline).

2.3.3. Imagerie par bioluminescence in vivo: gavage unique

Cette partie de 1'étude de bioluminescence avait comme but de déterminer si les

vecteurs bactériens GAD- et GAD+ étaient capables de survivre in vivo dans un

environnement intestinal avec oxygeéne limité. Les souris ont été gavées avec une solution

de PBS contenant du glutamate (n = 3), une suspension du vecteur bactérien GAD- dans

du PBS-glutamate (7 = 3), ou une suspension du vecteur bactérien GAD+ dans du PBS-

glutamate (n = 3). Des images in vivo de souris entieres ont été captées avant le gavage,

ainsi que 3 heures, 6 heures et 24 heures apres le gavage avec le systéme d'imagerie in

vivo IVIS® Spectrum de PerkinElmer, traitées avec le programme Living Images® de

PerkinElmer et normalisées a partir de la méme échelle de radiance (mesure d’intensité
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lumineuse), entre 5.00°3 et 1.00°5 photons/secondes/cm?/radian?, permettant ainsi une
comparaison visuelle de la radiance entre les images des différents groupes de souris.
2.3.4. Imagerie par bioluminescence ex vivo: gavage unique

L’objectif de cette partie de 1’étude était d’identifier les sections du tractus
intestinal dans lesquelles les vecteurs bactériens avaient la capacité de survivre a
différents temps apres le gavage, incluant les sections a plus faible concentration en
oxygene telles que le colon, et de confirmer a I’aide d’images d’échantillons fécaux leur
traversée compléte du tractus intestinal, des informations que 1’imagerie in vivo ne
permet pas d’obtenir. Les souris ont été gavées avec une solution de PBS-glutamate (n =
10), une suspension GAD- dans du PBS-glutamate (r» = 6), ou une suspension GAD+
dans du PBS-glutamate (n = 12). Des images des souris entieres, du tractus intestinal
entier (de I’estomac jusqu’au rectum; cette partie de 1’étude a utilisé la méme méthode
d’euthanasie et de dissection que I’Etude 1 et a été réalisée immédiatement avant la prise
de I’image), et des échantillons fécaux ont été saisies avant le gavage de méme que 3
heures, 6 heures, 9 heures et 24 heures apres le gavage. Les images ont été normalisées a
partir de la méme échelle d’intensité lumineuse, soit entre 8.00°3 et 1.00°5
photon/secondes/cm?/radian?), permettant ainsi une comparaison visuelle de la radiance
entre les images des différents groupes de souris.
2.3.5. Imagerie par bioluminescence in vivo: gavage répété

Cette dernicre partie de 1’étude visait a évaluer le potentiel d’ implantation in vivo
du vecteur bactérien muni du gene Gad (GAD+) suite a un gavage de 5 jours. Pour ce
faire, des images des souris entic¢res (n = 6) ainsi que des images de leurs échantillons

fécaux ont été saisies avant le premier gavage (Jour 0) avec une solution GAD+ dans du
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PBS-glutamate ainsi que 24 heures apres chaque gavage pendant les 5 jours suivant. Les
images ont été normalisées a partir de la méme échelle d’intensité lumineuse, soit entre
8.00°3 et 1.00°5 photon/secondes/cm?/radian’, permettant ainsi une comparaison visuelle

de la radiance entre les images des différentes souris.

2.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du programme IBM SPSS
Statistics version 26.0. Les figures ont été créées a I’aide du programme Graphpad
Prism 9. Les données comportementales (tests d’interaction sociale, de suspension
caudale, de splash, du labyrinthe en croix surélevé et de la boite clarté-noirceur) ainsi que
les données d’expression génique (sous-unités du récepteur GABA dans 1’hippocampe,
le cortex préfrontal, le jéjunum et le colon) ont été analysées au moyen de tests
unidirectionnels de variance (ANOVA; de I’anglais One-way ANOVA). Pour tous ces
tests statistiques, le phénotype de susceptibilité/résilience aux effets comportementaux du
stresseur social déterminé a partir du ratio d’interaction sociale a été utilis€ comme
variable intergroupe: 1) Souris non-stressées, 2) Souris susceptibles [ratio d’interaction
sociale plus petit que 1.0] et 3) Souris résilientes [ratio d’interaction sociale plus grand
que 1.0]). Un test de comparaisons multiples utilisant une correction de type Bonferroni a
ensuite été effectué sur les parametres pour lesquels le test ANOVA ¢était significatif
(alpha plus petit que 0.05) ou montrait une tendance significative (alpha entre 0.08 et
0.05) afin de maintenir le taux d’erreur par famille (family-wise error rate) a 0.05. Des
analyses corrélationnelles utilisant le coefficient de Pearson ont été réalisées entre
I’expression des sous-unités a des récepteurs GABAA pour une méme région du cerveau.

Puisque plusieurs corrélations ont été effectuées, seules les corrélations avec une
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probabilité plus petite que 0.01 ont €té considérées comme significatives. Les corrélations
avec une probabilité entre 0.01 et 0.05 sont également présentées, mais ont été
considérées comme indicatives d’une tendance. Le flux total de photon (photons/s) entre
les groupes a également été analysé au moyen d’ANOV As utilisant les solutions de
gavage (PBS, GAD-, GAD+) comme variable intergroupe et de tests de comparaisons

multiples de type Bonferroni.

5. Résultats

5.1. Analyses comportementales: comportements associés a la
dépression et I’anxiété

5.1.1. Susceptibilité a la défaite sociale chronique: Test d’interaction sociale

Vingt-quatre heures apres le dernier épisode de SDSC ou de la condition témoin,
les souris ont été soumises a un test d’interaction sociale pour déterminer leur
susceptibilité aux effets comportementaux du stresseur®. Tel qu’illustré a la Figure 5A,
parmi les 12 souris exposées au stresseur social, 6 ont été catégorisées comme étant
susceptibles aux effets comportementaux du stresseur et 6 ont été catégorisées comme
étant résilientes. Une des souris du groupe témoin a été exclue des analyses statistiques a
cause d’un ratio d’interaction sociale anormalement ¢élevé (6.85), portant la taille de cet
échantillon a 11. L’analyse manuelle des enregistrements vidéo a permis de démontrer
que cette souris a été distraite par sa réflexion sur un des murs de I’aréne et a passé
presque toute la premiere partie du test hors de la zone d’interaction, augmentant ainsi le
ratio d’interaction sociale. Tel que prévu, le ratio d’interaction sociale (temps passé dans
la zone d’interaction en présence versus en I’absence d’un agresseur potentiel) differe

selon le phénotype de susceptibilité/résilience, F(2,20)= 9.610, p = .001, les souris
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susceptibles ayant un ratio d’interaction sociale moins élevé que les souris résilientes (p =
.001) et que les souris non-stressées (p =.009), alors qu’aucune différence n’est rapportée

entre les souris résilientes et les souris non-stressées (p = .518).

Les Figures 5B et C montrent que le temps passé dans la zone d’interaction
sociale (F(2,20) = 6.272, p = .008) et la fréquence d’entrée dans cette zone (F(2,20) =
10.738, p <.001) en présence de 1’agresseur sont affectés par le phénotype de
susceptibilité/résilience. Les souris susceptibles ont passé moins de temps dans la zone
d’interaction sociale que les souris résilientes (p = .006) et montrent une tendance a
passer moins de temps dans cette zone que les souris non-stressées (p = .063). Elles
effectuent également moins d’entrées dans la zone d’interaction sociale que les souris
non-stressées (p < .001) et tendent a moins d’entrées dans la zone d’interaction sociale
compar¢ aux souris résilientes (p =.078). En ce qui a trait au temps passé dans les zones
en coin (Figure 5D), une différence est notable entre les souris non-stressées, susceptibles
et résilientes (F(2,20) = 5.932, p = .009). Les souris susceptibles passent plus de temps
dans ces zones que les souris non-stressées (p = .021) et que les souris résilientes (p =

017).

Finalement, pendant la session en présence de I’agresseur, la distance parcourue
(F2,200=9.470, p = .001) ainsi que le temps passé inactif (F(2,20) = 13.930, p =.001) dans
I’aréne du test d’interaction sociale varient en fonction du phénotype de
susceptibilité/résilience. Tant les souris susceptibles (p = .003) que les souris résilientes
(p = .013) parcourent moins de distance que les souris non-stressées (Figure SE). Les
souris susceptibles (p =.001) et les souris résilientes (p = .010) passent également plus de

temps inactives que les souris non-stressées (Figure 5F).
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Figure 5. Parameétres comportementaux évalués dans le test d’interaction sociale selon le
phénotype de susceptibilité/résilience (Non-stressées, Susceptibles, Résilientes). A) Ratio
d’interaction sociale (temps passé€ dans la zone d’interaction sociale en présence de
I’agresseur divisé par le temps passé dans cette zone en absence de I’agresseur) ainsi que
B) temps passé (secondes) et C) nombre d’entrées dans la zone d’interaction sociale, D)
temps passé (secondes) dans les zones en coins (zones les plus €éloignées de la zone
d’interaction), E) distance parcourue (centimétres) et F), temps d'inactivité (secondes) en
présence de I’agresseur. Les groupes de souris non-stressées (NS; n = 11), susceptibles
(SUS; n = 6) et résilientes (RES; n =6) ont été comparés au moyen de tests
unidirectionnels de variance (ANOVA). Les bandes représentent les moyennes =+ 1’erreur
standard pour chacun des groupes. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001.

5.1.2. Test du labyrinthe en croix surélevé

Le test de labyrinthe en croix surélevé est utilisé¢ pour évaluer les comportements

de peur envers les endroits ouverts, surélevés et éclairés, rappelant les comportements

227

anxieux“~’. Un temps moindre passé dans les couloirs ouverts est considéré comme un

signe de peur et est lié 2 un comportement associé a 1’anxiété?2%24,
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Tel que montré a la Figure 6, le temps passé dans les couloirs ouverts (F2,20) =
0.765, p = .478) et fermés (F2,20) = 0.474, p = .629), le nombre de transitions entre les
couloirs ouverts et fermés (F2, 200 = 0.565, p = .577), ainsi que la distance parcourue (F2,
200 = 1.146, p = .103) et le temps passé€ inactif (F(2, 20) = 0.545, p = .588) dans le labyrinthe

sont comparables parmi les souris non-stressées, susceptibles et résilientes.
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Figure 6. Parametres évalués dans le test du labyrinthe en croix surélevé selon le

phénotype de susceptibilité/résilience (Non-stressées, Résilientes, Susceptibles). A)
Temps (secondes) passé dans les couloirs ouverts et B) fermés, C) nombre de transitions
entre les couloirs ouverts et fermés, D) distance parcourue (centimetres), et E) temps
passé inactif (secondes). Les groupes de souris non-stressées (NS; n = 11), susceptibles
(SUS; n = 6) et résilientes (RES; n =6) ont été comparés au moyen de tests
unidirectionnels de variance (ANOVA). Les bandes représentent les moyennes + 1’erreur
standard pour chacun des groupes.
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5.1.3. Test de splash

Le test de splash ou « d'éclaboussure » est utilisé pour évaluer la motivation a se
toiletter. Un temps de toilettage réduit dans ce test a été corrélé avec des comportements
associés a la dépression dans les tests de suspension caudale et de nage forcée?!. La
Figure 7 montre le temps total consacré au toilettage et le nombre total de sessions de
toilettage chez les souris non-stressées, susceptibles et résilientes. Deux souris non-
stressées et une souris susceptible ont dii étre exclues de ce test a cause d’un probleme
technique liée a la salle (fermeture automatique des lumiéres). Les souris des trois
groupes ne différent pas quant au temps total passé a se toiletter, Fi2, 17) = 0.136, p = .874
mais tendent a s’engager dans un nombre différent de sessions de toilettage, F(2,17) =
3.393, p =.058. L’analyse de comparaisons multiples a posteriori ne détecte toutefois pas

de différence entre les trois groupes.
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Figure 7. Paramétres évalués dans le test de splash selon le phénotype de
susceptibilité/résilience (Non-stressées, Susceptibles, Résilientes). A) Durée totale
consacrée au toilettage (secondes) ainsi que B) nombre total de sessions de toilettage. Les
groupes de souris non-stressées (NS; n =9), susceptibles (SUS; n = 5) et résilientes
(RES; n =6) ont été comparés au moyen de tests unidirectionnels de variance (ANOVA).
Les bandes représentent les moyennes =+ 1’erreur standard pour chacun des groupes.
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5.1.4. Test de clarté-noirceur

Le test clarté-noirceur est également un test utilisé pour évaluer les
comportements de peur envers les endroits ouverts et éclairés, rappelant les
comportements associés a I’anxiété chez la souris'®>?**. Dans ce test, la souris est placée
dans un champ ouvert éclairé dans lequel est inséré un compartiment sombre et fermé.
Un temps moindre passé dans le compartiment éclairé est considéré comme un signe de
peur et lié 2 un comportement associés a 1’anxiété!®?. La Figure 8 montre qu’iln’y a
aucune différence significative entre les souris non-stressées, susceptibles et résilientes
quant au temps pass¢ dans le compartiment éclairé (£, 20)=2.723, p =.090) et le
compartiment sombre (F(2, 20)= 0.985, p = .391). Cependant, le nombre de transitions
entre le compartiment éclairé et le compartiment sombre (F(2,20) = 5.900, p =.010) ainsi
que la distance totale parcourue (F(2,20) = 6.689, p = .006) et le temps passé inactif (F(2, 20
= 6.693, p = .006) dans ’appareil varient entre les groupes. Les souris susceptibles
effectuent moins de transitions (p = .015), parcourent moins de distance (p = .005) et
passent plus de temps inactives (p = .005) que les souris non-stressées. Les souris
susceptibles ont également tendance a parcourir moins de distance que les souris
résilientes (p = .072) et les souris résilientes ont tendance a effectuer moins de transitions

que les souris non-stressées (p = .080).
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Figure 8. Paramétres évalués dans le test de clarté-noirceur selon le phénotype de
susceptibilité/résilience (Non-stressées, Susceptibles, Résilientes). A) Temps (secondes)
passé dans le compartiment éclairé et B) le compartiment sombre, C) nombre de
transitions entre les compartiments éclairé et sombre, D) distance parcourue (centimetres)
et E) temps passé inactif (secondes). Les groupes de souris non-stressées (NS; n =11),
susceptibles (SUS; n = 6) et résilientes (RES; n =6) ont été comparés au moyen de tests
unidirectionnels de variance (ANOVA). Les bandes représentent les moyennes + 1’erreur
standard pour chacun des groupes. * p <.05, ** p < .01.

5.1.5. Test de suspension caudale

Le test de suspension caudale est utilisé pour évaluer I’adaptation active versus
passive chez la souris en situation stressante, ou I’adaptation passive est considérée

comme rappelant les symptomes de dépression?*®

. Dans ce test, la souris est suspendue
par la queue, la téte en bas, pendant 6 minutes. Une longue période d’immobilité dans ce

test est considérée comme une stratégie d’adaptation passive ou un « abandon » de la

souris qui renonce a se débattre face a une situation inconfortable?*>*%, Tel qu’indiqué a
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la Figure 9, le temps passé immobile ne différe pas entre les souris non-stressées,

susceptibles et résilientes (F(2,20)= 0.274, p =.763).
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Figure 9. Temps (secondes) passé sous le seuil d’activité dans le test de suspension
caudale selon le phénotype de susceptibilité/résilience (Non-stressées, Susceptibles,
Résilientes). Les groupes de souris non-stressées (NS; n = 11), susceptibles (SUS; n = 6)
et résilientes (RES; n =6) ont été comparés au moyen de tests unidirectionnels de
variance (ANOVA). Les bandes représentent les moyennes =+ 1’erreur standard pour
chacun des groupes.

5.2. Analyses moléculaires : Expression des sous-unités o du récepteur
GABAA

5.2.1. Cerveau

L’expression des sous-unités al, 02, a3, a4, et a5 du récepteur GABA4 dans le
cortex préfrontal et I’hippocampe a été mesurée par PCR quantitatif par transcription
inverse (RT-qPCR). Des ANOV As ont comparé ces sous-unités parmi les souris non-
stressées, susceptibles et résilientes alors que des analyses de corrélations de Pearson ont
¢valué la coordination entre ces sous-unités au sein d’une région donnée.

Cortex préfrontal

Comme I’illustre la Figure 10, aucun effet du phénotype de

susceptibilité/résilience sur les sous-unités GABAA al (F(2, 20 = 0.263, p =.772), a2 (F,

200 = 1.532, p = .240), a3 (F(2,20)=0.794, p = .466), 04 (F(2,20) = 0.440, p = .650), et a5



56

(F(2,200=0.225, p = .801) n’a été décelé dans le cortex préfrontal. Cependant, une forte
coordination de ces sous-unités est présente chez les souris susceptibles dans cette région,
tel que mesuré par le nombre de corrélations significatives (6) ainsi qu’a tendances
significatives (3) entre les sous-unités o dans ce groupe (Figure 11). A I’inverse, aucune
corrélation significative et 2 corrélations a tendances significatives ont €té rapportées
pour le groupe Résilient alors que 2 corrélations significatives et 2 a tendances

significatives ont été rapportées pour le groupe Non-stressé.
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Figure 10. Expression génique des sous-unités GABAAa dans le cortex préfrontal (PFC;
prefrontal cortex) de souris selon le phénotype de susceptibilité/résilience (Non-stressées,
Susceptibles, Résilientes). A) al, B) a2, C) a3, D) 04, et E) a5. Les groupes de souris
non-stressées (NS; n = 11), susceptibles (SUS; n = 6) et résilientes (RES; n =6) ont été
comparés au moyen de tests unidirectionnels de variance (ANOVA). Les bandes
représentent les moyennes + 1’erreur standard pour chacun des groupes.
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Cortex Préfrontal : Susceptibles Cortex Préfrontal : Résilientes
al a2 a3 a4 as al a2 a3 a4 as
al Pearson al Pearson
p
a2 Pearson a2 0.824 Pearson
p 0.044 p
a3 0.865 Pearson a3 0.355 0.441 Pearson
0.026 P 0.49 0.381 p
ad Pearson ad 0.786 0.87 0.711 Pearson
p 0.064 0.024 0.113 p
as 0.741 0.892 Pearson as 0.463 0.629 0.222 0.639 Pearson
0.092 0.017 P 0.356 0.181 0.672 0.172 p

Cortex Préfrontal : Non-stressées

al

a2

a3

a4

as

al az2 a3 a4 as
Pearson
p
0.29 Pearson p<.05 Pearson
0.331 0.601 Pearson 0.7
0.32 0.05 p 0.5
0.409 0.449 Pearson
0.212 0.166 P
0.825 0.465 0.254 0.703 Pearson
0.002 0.149 0.451 0.016 p

Figure 11. Corrélations de I’expression génique des sous-unités GABAa al, 02, a3, 04,
et a5 dans le cortex préfrontal de souris selon le phénotype de susceptibilité/résilience
(Non-stressées, Susceptibles, Résilientes). La coordination d’expression des sous-unités
pour les groupes de souris Non-stressées (n = 11), Susceptibles (n = 6) et Résilientes (n =
6) a été déterminée au moyen de multiples tests de corrélations de Pearson. Les valeurs
colorées sont significatives (p <.01) ou a tendances significatives (.01 <p <.05). La
couleur rouge représente un coefficient de Pearson de 0.9 a 1.0, la couleur orange de 0.7 a
0.89, et la couleur jaune de 0.5 a 0.69.

Hippocampe
Comme le montre la Figure 12, les sous-unités GABAA al (F(2,20=0.163, p =

.850), 02 (F(2,20) = 2.044, p = .156), 03 (F(2,200= 1.154, p = .336), 04 (F(2,200=0.093, p =
912), et a5 (F(2,20)= 1.518, p =.243) dans I’hippocampe des souris non-stressées,
susceptibles et résilientes sont comparables. Comme le montre la Figure 13, la
coordination entre les sous-unités a dans I’hippocampe ne semble pas différer entre les
groupes ou une corrélation significative ainsi que 2 a tendances significatives ont été

détectées chez les souris susceptibles, en comparaison a une corrélation significative et
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une corrélation a tendance significative pour le groupe Résilient et 3 corrélations

significatives pour le groupe Non-stressé.
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Figure 12. Expression génique des sous-unités GABAAa dans I’hippocampe (HIP) de
souris selon le phénotype de susceptibilité/résilience (Non-stressées, Susceptibles,
Résilientes). A) al, B) a2, C) a3, D) a4, et E) a5. Les groupes de souris non-stressées
(NS; n=11), susceptibles (SUS; n = 6) et résilientes (RES; n =6) ont été comparés au
moyen de tests unidirectionnels de variance (ANOVA). Les bandes représentent les
moyennes =+ |’erreur standard pour chacun des groupes.
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campe : Susceptibles Hippocampe : Résilientes
al a2 a3 ad as al a2 a3 ad as
Pearson al Pearson
P P
Pearson a2 0.174 Pearson
p 0.742 P
0.829 0.696 Pearson a3 0.766 -0.258 Pearson
0.041 0.124 p 0.076 0.622 p
0.57 0.573 0.313 Pearson a4 0.629 0.082 0.15 Pearson
0.237 0.235 0.546 P 0.181 0.878 0.776 P
0.663 0.811 0.205 0.765 Pearson a5 0.83 0.072 0.471 Pearson
0.152 0.05 0.697 0.076 p 0.041 0.893 0.345

Hippocampe : Non-

al
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a3

a4

as

stressées
al a2 a3 ad as
Pearson
P p<.05 Pearson
0.356 | Pearson ] 0.9
0.283 p 0.7
0.895 0.161 Pearson 0.5
0.000 0.637 p
0.828 0.031 0.826 Pearson
0.002 0.351 0.002 P
0.544 0.311 0.267 0.508 Pearson
0.084 0.351 0.427 0.111 P

Figure 13. Corrélations de I’expression génique des sous-unités GABAa al, 02, a3, 04,
et a5 dans I’hippocampe de souris selon le phénotype de susceptibilité/résilience (Non-
stressées, Susceptibles, Résilientes). La coordination d’expression des sous-unités pour
les groupes de souris Non-stressées (n = 11), Susceptibles (n = 6) et Résilientes (n = 6) a
été déterminée au moyen de multiples tests de corrélations de Pearson. Les valeurs
colorées sont significatives (p <.01) ou a tendances significatives (.01 <p <.05). La
couleur rouge représente un coefficient de Pearson de 0.9 a 1.0, la couleur orange de 0.7 a
0.89, et la couleur jaune de 0.5 a 0.69.

5.2.2. Tractus intestinal

Les données d’expression génique pour le jéjunum et le colon ont été analysées
par RT-qPCR. Etant donné que les cycles de quantification (Cq) résultant des courbes
d’amplification des génes codant pour les sous-unités al, a2, 04, et a5 oscillaient entre
des valeurs de 34 a 38 et que 1’écart-type entre les triplicatas de la plupart des
¢chantillons avaient des valeurs tres élevées, seules les données pour la sous-unité a3

sont présentées dans la présente these.
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Comme I’illustre la Figure 14, il n’y a aucun effet significatif du phénotype de
susceptibilité/résilience sur I’expression génique de la sous-unit¢ GABAA a3 (F(2,20) =

2.048, p = .155) dans le jéjunum et dans le colon (F2,20) = 0.346, p = .712).

A B
1.5 2.0
o
° ° 8 154 2 . 3
T 1.0 5 “ oo%
E S °
. O
g ) § 1.01
= 8 ®
@ 0.5
- 0.5
0.0~ 0.0~
NS SUS RES NS SUS RES
Phénotype Phénotype

Figure 14. Expression génique de la sous-unité a3 dans le jéjunum et le colon de souris
selon le phénotype de susceptibilité/résilience (Non-stressées, Susceptibles, Résilientes).
A) a3 dans le jéjunum, B) a3 dans le colon. Les groupes de souris non-stressées (NS; n =
11), susceptibles (SUS; n = 6) et résilientes (RES; n =6) ont été comparés au moyen de
tests unidirectionnels de variance (ANOVA). Les bandes représentent les moyennes +
I’erreur standard pour chacun des groupes.

5.3. Analyses de bioluminescence

Tel que décrit dans la Section 2.3.2., le géne de bioluminescence codant pour la
luciférase a été inséré dans le plasmide d’un vecteur bactérien en aval du géne codant
pour I’enzyme GadB (GAD+) ou dans le plasmide d’un vecteur bactérien ne comportant
pas ce gene (GAD-), permettant ainsi de visualiser le parcours des vecteurs in vivo et ex

vivo par imagerie apres leur administration par gavage a la souris.

5.3.1. Objectif 1 : Déterminer la viabilité des vecteurs bactériens dans le tractus
intestinal de la souris in vivo a différents temps post-gavage

Des images de la bioluminescence émise par les vecteurs bactériens GAD- et

GAD+ a I’intérieur de la souris ainsi que des images des souris PBS ont été prises avant
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le gavage, ainsi qu’a 3 heures, 6 heures, et 24 heures post-gavage. Tel que prévu, aucune
luminescence provenant des souris gavées avec du PBS n’a été détectée (Figure 15).
Alors qu’aucune luminescence n’a ét¢ détectée aux Temps 0 et 24 heures post-gavage
chez les souris ayant recu la suspension contenant les vecteurs bactériens GAD- ou
GAD+, une analyse visuelle qualitative a permis de démontrer qu’un signal de radiance
d’intensité relativement forte a été détecté a 3 heures post-gavage suivi d’un signal un
peu plus faible a 6 heures post-gavage (Figures 16 et 17), confirmant ainsi la capacité de
survie des vecteurs bactériens dans le tractus intestinal in vivo jusqu’a au moins 6 heures

post-gavage.
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>

Temps 6h || Temps 24h
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Figure 15. Images de la bioluminescence ¢émise par 3 souris (#1, 2, 3) avant (Temps 0 h),
ainsi que 3 heures, 6 heures et 24 heures apres avoir été gavées avec une solution tampon
phosphate salin (PBS) et glutamate. Aucune luminescence ne provient des souris PBS.
Echelle de radiance : entre 5.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr
(photons/secondes/centimétres®/square radian). Images capturées avec le systéme IVIS®
Spectrum de PerkinElmer.
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Figure 16. Images de la bioluminescence émise par 3 souris (#4, 5, 6) avant (Temps Oh),

ainsi que 3 heures, 6 heures et 24 heures apres avoir été gavées avec une suspension de
PBS et glutamate contenant le vecteur bactérien GAD- (géne de bioluminescence sans

géne GadB). Il n’y a aucune luminescence sans gavage (Temps Oh) et 24 heures apres le
gavage (Temps 24 h) du vecteur bactérien GAD-, mais une intensite relativement forte de
luminescence au Temps 3h et plus faible au Temps 6h apres le gavage. Echelle de

radiance : entre 5.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr (photons/secondes/centimétres®/square

radian). Images capturées avec le systeme IVIS® Spectrum de PerkinElmer.
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Figure 17. Images de la bioluminescence émise par 3 souris (#7, 8, 9) avant (Temps Oh),
ainsi que 3 heures, 6 heures, et 24 heures apres avoir été gavées avec une suspension de
PBS et glutamate contenant le vecteur bactérien GAD+ (contenant un geéne de
bioluminescence et un géne GadB). Il n’y a aucune luminescence sans gavage (Temps
Oh) et 24 heures apres le gavage (Temps 24h) du vecteur bactérien GAD+, mais une
intensité relativement forte de luminescence au Temps 3h et un peu plus faible au Temps
6h aprés le gavage. Echelle de radiance : entre 5.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr
(photons/secondes/centimétres?/square radian). Images capturées avec le systéme IVIS®
Spectrum de PerkinElmer.

5.3.2. Objectif 2 : Visualisation de I’emplacement des vecteurs bactériens dans le
tractus intestinal de la souris ex vivo a différents temps post-gavage

Une image de la souris entiere et vivante, une image du tractus intestinal ex vivo,
ainsi qu’une image d’échantillons fécaux de chaque souris ont ét¢ prise avant le gavage,
ainsi qu’a 3 heures, 6 heures et 9 heures post-gavage. Comme prévu, aucune
luminescence n’a été détectée chez les souris n’ayant pas recu de solution de gavage
(Temps 0; Figure 18) et a chacun des temps chez les souris gavées avec du PBS (Figure

19). Comme illustré a la Figure 20 pour le vecteur GAD- et a la Figure 21 pour le vecteur
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GAD+, un signal de luminescence a été détecté dans 1’iléum, le caecum et le c6lon ainsi
que dans les échantillons fécaux a 3 heures, 6 heures, et 9 heures post-gavage. Plus
spécifiquement, les images révelent que les deux vecteurs bactériens parcourent I’intestin
gréle en moins de 3 heures et se retrouvent principalement dans le caecum et le c6lon

entre 3 heures et 9 heures apres le gavage et commencent a étre excrétés 3 heures apres le

gavage.
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Figure 18. Images de la bioluminescence émise par 2 souris (#10, 11) n’ayant pas regu
de solution de gavage (Temps 0 h). Il n’y a aucune luminescence provenant des images
de souris enti€res, de tractus intestinal ex vivo, et d’échantillons fécaux de souris non
gavées (Temps Oh). Echelle de radiance : entre 8.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr

(photons/secondes/centimétres®/square radian). Images capturées avec le systéme IVIS®
Spectrum de PerkinElmer.
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Figure 19. Images de la bioluminescence émise par 6 souris (#12, 13, 14, 15,16, 17) 3
heures, 6 heures et 9 heures apres avoir été gavées avec une solution PBS et glutamate. Il
n’y a aucune luminescence provenant des images de souris entiéres, de tractus intestinal
ex vivo, et d’échantillons fécaux de souris gavées avec du PBS-glutamate 3h, 6h, et 9h,
aprés le gavage. Echelle de radiance : entre 8.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr
(photons/secondes/centimétres?/square radian). Images capturées avec le systéme IVIS®
Spectrum de PerkinElmer.
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Figure 20. Images de la bioluminescence émise par 6 souris (#18, 19, 20, 21, 22, 23) 3

Sh

Souris 22

Souris 23

heures, 6 heures et 9 heures apres avoir été gavées avec une suspension de PBS et

glutamate contenant le vecteur bactérien GAD-. Il y a une luminescence relativement
forte provenant des images de souris entieres, de tractus intestinal ex vivo, et
d’échantillons fécaux de souris gavées avec du PBS-glutamate a 3h post-gavage et plus
faible provenant des images de souris complétes et ex vivo a 6h et 9h post-gavage, mais
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avec un montant appréciable dans les échantillons fécaux a 6h et 9h. Echelle de radiance :
entre 8.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr (photons/secondes/centimétres?/square radian).

Echelle de radiance pour les échantillons fécaux: entre 2.00°5 et 1.00° p/sec/cm?/sr.
Images capturées avec le systéme [VIS® Spectrum de PerkinElmer.
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Figure 21. Images de la bioluminescence émise par 6 souris (#24, 25, 26, 27, 28, 29) 3
heures, 6 heures et 9 heures apres avoir été gavées avec une suspension de PBS et
glutamate contenant le vecteur bactérien GAD+. Il y a une luminescence relativement
forte provenant des images de souris entiére, de tractus intestinal ex vivo, et
d’échantillons fécaux de souris gavées avec du PBS-glutamate a 3h post-gavage et un peu
plus faible provenant des images de souris complétes, ex vivo et d’échantillons fécaux a
6h et 9h post-gavage. Echelle de radiance : entre 8.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr
(photons/secondes/centimétres®/square radian). Echelle de radiance pour les échantillons
fécaux: entre 2.00°5 et 1.00°6 p/sec/cm?/sr. Images capturées avec le systéme IVIS®
Spectrum de PerkinElmer.
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5.3.3. Objectif 3 : Déterminer la capacité du vecteur bactérien muni du géne GadB a
s’établir dans le tractus intestinal de la souris in vivo

Des images de souris enticres et vivantes ainsi que de leurs échantillons fécaux
ont été prises pendant 6 jours consécutifs avant le premier gavage (Jour 0) ainsi que 24
heures suivant chacun des gavages quotidiens avec une solution PBS et glutamate
contenant le vecteur bactérien GAD+ (Jours 1 a 5). Tel que prévu, aucun signal de
luminescence provenant des souris avant le premier gavage (Jour 0) n’a été détecté
(Figure 22). Tel que montré a la Figure 22, un signal de luminescence relativement faible
est observé dans les échantillons fécaux de souris aux Jours 1 (2 échantillons sur 6), 3 (1

¢chantillon sur 6), 4 (1 échantillon sur 6), et 5 (4 échantillons sur 6).
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Figure 22. Images de la bioluminescence ¢émise par 6 souris (#30, 31, 32, 33, 34, 35) au
Jour 0 (sans gavage), Jour 1 (24h aprés un premier gavage), Jour 2 (24h apres un
deuxiéme gavage), Jour 3 (24h apres un troisieme gavage), Jour 4 (24h apres un
quatriéme gavage) et Jour 5 (24h aprés un cinquiéme gavage). Echelle de radiance : entre
8.00°3 et 1.00°5 p/sec/cm?/sr (photons/secondes/centimétres?/square radian). Images
capturées avec le systeme I[IVIS® Spectrum de PerkinElmer.
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5.3.4. Analyse quantitative du flux total de photons provenant des images de
bioluminescence

En combinant les données provenant des images de souris entieéres acquises dans
le cadre de chacun des trois objectifs, il a été possible d’avoir un nombre de données
suffisant pour procéder a une comparaison du flux total de photons par seconde
provenant de la région d’intérét, une mesure de 1’intensité lumineuse, entre les groupes de
gavage PBS, GAD-, GAD+ aux temps 3 h, 6 h et 9 h post-gavage avec des tests ANOVA
(groupe de gavage comme variable intergroupe a chaque temps). A 3 h post-gavage
(Figure 23A), un effet des groupes de traitement a été détecté (F2, 16) = 9.228, p = 0.002),
ou le flux total de photons chez les groupes GAD- (p =.015) et GAD+ (p = .003) est plus
¢levé que le groupe PBS mais ou le groupe GAD- et GAD+ ne différent pas (p > 0.999).
A 6 h post-gavage (Figure 23B), un effet des groupes de traitement a également été
détecté (F2,16)=17.04, p <0.001), ou le flux total de photons est plus élevé pour le
groupe GAD+ que pour le groupe GAD- (p =.012) et le groupe PBS (p < 0.001) mais ou
le groupe GAD- et le groupe PBS ne différent pas (p = .250). A 9 h post-gavage (Figure

23C), aucun effet des groupes de traitement n’est détecté (F2, 7) = 2.028, p = 0.202).

Finalement, 1’analyse des données du gavage répété du vecteur bactérien GAD+
(Figure 24A et B) n’a démontré aucune différence de flux de photons entre les Jours 0 a 5
de gavage et ce pour les images de souris entieres (Fs,30)1.061, p = 0.402) et les images

d’échantillons fécaux (Fs,30) = 0.567, p = 0.725).
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Figure 23. Flux total de photons provenant de souris entieres a 3 heures, 6 heures, et 9
heures post-gavage avec une solution PBS, une solution GAD-, ou une solution GAD+.
Les différents groupes de traitement PBS (3h:n=7,6h:n=7,9h:n=4), GAD- (3h:n
=5,6h:n=5,9":n=2)et GAD+ (B3h:n=7,6h:n=7,9h:n=4)ont été comparés a
I’aide de tests unidirectionnels de variance (ANOVA). Les bandes représentent les
moyennes =+ |’erreur standard pour chacun des groupes. * p < .05, ** p < .01, *** p <
.001.
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Figure 24. Flux total de photons provenant de souris entieres ou d’échantillons fécaux de
souris aux Jours 0, 1, 2, 3, 4, et 5. L’image au Jour 0 (JO) est une image prise avant le
gavage avec la solution GAD+. Les images des Jours 1 a 5 (J1 a J5) ont été prises 24
heures apres le gavage du jour précédent. Le flux total pour les différents jours (n =6
pour tous les jours) a été comparés avec des tests unidirectionnels de variance (ANOVA).
Les bandes représentent les moyennes =+ 1’erreur standard pour chacun des groupes.
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6. Discussion

Le présent projet de recherche avait comme objectif principal de confirmer le
profil comportemental et de déterminer le profil d’expression des sous-unités a du
récepteur GABAA dans des régions spécifiques du cerveau (hippocampe et cortex
préfrontal) et de I’intestin (jéjunum et colon) dans un modéle murin de dépression (Etude
1). L'objectif secondaire était d’évaluer, a 1’aide d’imagerie par bioluminescence, la
viabilité, ’emplacement et le potentiel de colonisation de vecteurs bactériens munis du
gene codant pour I’enzyme GadB donc potentiellement capables de convertir le
glutamate en GABA (GAD+), ou sans ce géne (GAD-) (Etude 2). Les résultats obtenus
indiquent que les souris susceptibles aux effets comportementaux du SDSC ont des
comportements de figement et expriment plus d’évitement social que les souris résilientes
et les souris non-stressées. Ces souris présentent également une coordination plus élevée
entre les sous-unités GABAA al-5 dans le cortex préfrontal. Les analyses de
bioluminescence confirment quant a elles que les vecteurs bactériens GAD- et GAD+ ont
la capacité de survivre jusqu’a la fin du tractus intestinal chez la souris, étant retrouvés
principalement dans le ceacum, le colon et les échantillons fécaux entre 3 heures et 9
heures post-gavage de méme qu'en concentrations tres faibles dans les échantillons
fécaux jusqu’a 24 heures post-gavage. Ces résultats fournissent des informations de base
nécessaires a la continuité d’un projet de plus grande envergure visant a déterminer
I’efficacité du vecteur bactérien GAD+ a moduler le comportement dans un contexte de
SDSC et a influencer I'arrangement des sous-unités a des récepteurs GABA dans 1’axe

intestin-cerveau.
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6.1. Etude 1 : Effets comportementaux du SDSC

Evitement social

Parmi les 12 souris exposées au SDSC, la moitié¢ ont ét¢ identifiées comme étant
susceptibles (ratio d’interaction sociale plus petit que 1) et I’autre moiti¢ comme étant
résilientes (ratio d’interaction sociale plus grand que 1) aux effets comportementaux du
stresseur. Généralement, dans les études utilisant le SDSC, 60% a 70% des souris
exposées au SDSC sont susceptibles alors que chez les souris non exposées au stresseur,
seulement 10% a 15% le sont*®. Dans la présente étude, le pourcentage de souris SDSC
susceptibles n’est pas différent (50%) de ce qui était attendu (60-70%). Par contre, chez
les souris qui n’ont pas été exposées au stresseur, 45% ont été identifiées comme
susceptibles ce qui est supérieur aux 10% a 15% attendus. Il est possible que le nombre
plus élevé de souris susceptibles dans ce groupe soit lié a la procédure quotidienne de

gavage, une manipulation intrusive qui peut imposer un stress additionnel aux souris.

L’analyse des autres parameétres comportementaux du test d’interaction sociale
montre que les souris susceptibles expriment davantage d’évitement social. Elles ont
passé plus de temps dans les coins de 1’aréne, moins de temps dans la zone d’interaction
sociale et ont effectué¢ moins d’entrées dans la zone d’interaction en présence de
I’agresseur comparées aux souris résilientes et aux souris non-stressées. Ces différences
entre les groupes ne sont pas retrouvées pendant la session sans agresseur (voir Figure S1
Annexe 1). Ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans d’autres études'? et
confirment la validité des manipulations menant a 1'identification des souris susceptibles
malgré le stress additionnel potentiellement occasionné par le gavage quotidien. Le type
de comportement observé chez la souris dans ces manipulations rappelle des symptomes

associés a la dépression chez I’humain3!-3436-241.242,
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Comportements associés a la dépression et a I’anxiété

Les résultats obtenus dans les tests de suspension caudale, de splash, de labyrinthe
en croix surélevé et de clarté-noirceur ne permettent pas de démontrer qu’une exposition
au SDSC mene au développement de comportements associés a la dépression et a
I’anxiété chez la souris. Ces résultats vont a I’encontre des résultats obtenus dans d’autres
¢tudes qui ont démontré que les comportements d’évitement social chez les souris
susceptibles au SDSC sont exprimés de pair avec des comportements associés a la
dépression et a I’anxiété! 134157243 Ppar exemple, des stratégies d’adaptation passive a
des situation stressantes dans le test de suspension caudale (temps immobile plus éleve)
ou une diminution des soins d’hygiéne dans le test de splash (temps de toilettage
diminué) s’expriment habituellement chez les souris susceptibles au SDSC!34153243 de
méme que des comportements associés a 1’anxiété dans le test de labyrinthe en croix

152,157 ' 'absence dans la présente étude, d’effet du

surélevé et dans le test clarté-noirceur
SDSC dans les parametres clés de ces tests contraste avec les résultats obtenus par
d'autres études ayant utilisé le SDSC et pourrait étre le résultat de différences
méthodologiques. Tel que mentionné précédemment, un gavage quotidien a été effectué
dans le contexte de la présente étude, une manipulation stressante qui n’a pas eu lieu dans
d’autres études utilisant le SDSC!32134155.157  Ce stresseur additionnel potentiel pourrait
avoir augmenté les comportements associés a la dépression et a I’anxiété chez les souris
non-stressées de sorte a diminuer la différence entre les groupes. En effet, les souris non-
stressées/PBS de la présente étude passent en moyenne moins de temps dans les couloirs
ouverts du labyrinthe en croix surélevé (15s/300s comparées a 38s/300s pour Iiiguez et

al.***), moins de temps dans la piéce éclairée dans le test de clarté-noirceur (9s/300s

comparées a 100s/300s pour Huang et al.'>®) et moins de temps de toilettage dans le test
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de splash (110s/600s comparées a 160s/600s pour Ménard et al.'>®). Aucune différence
n’a été retrouvée entre les souris non-stressées de la présente étude et celles de 1’étude de

Eudave et al.*®

pour 1’adaptation passive dans le test de suspension caudale. L’absence
de différence entre les groupes pour ce test est similaire a ce que Krishnan et al.'>? ont
démontrés avec le SDSC. Les variations dans les effets du SDSC pourraient aussi étre
interprétées comme représentatives d'une hétérogénéité des comportements associés a la

dépression similaire a I’hétérogénéité des symptomes retrouvée dans la dépression!'*®!14,

Hypoactivité

Bien que les principaux parametres mesurés dans les tests de clarté-noirceur, de
labyrinthe en croix surélevé, de splash et de suspension caudale n'aient pas été affectés
par le SDSC, les souris susceptibles ont été moins actives que les souris non-stressées, du
moins dans les tests d’interaction sociale et de clarté-noirceur. Cette hypoactivité a été
quantifiée au moyen du temps passé inactif et de la distance parcourue dans les aires de
déplacement de ces tests. Les périodes d’immobilité peuvent €tre interprétées comme des
périodes de figement et associées a un type de comportement adaptatif réactif face a une
situation de stress?**?*”, Cette réaction est considérée comme une réponse d’adaptation
moins efficace a un stress que des comportements proactifs (p. ex., interaction sociale ou
exploration de 1’environnement)?46248:249 Ces figements pourraient aussi étre interprétés
comme de la peur ou de I’hypersensibilité a des situations stressantes dans
I’environnement, rappelant I’hypervigilance retrouvée chez les personnes ayant été
exposées a un stresseur sévere ou a un traumatisme menant au trouble de stress post-
traumatique®®. Chez les souris, des figements sont observés dans les modéles de

conditionnement par la peur utilisant des chocs électriques®’ ainsi que ceux utilisant le



76

SDSC?*:247_Selon les interprétations proposées par la littérature, les souris susceptibles
au SDSC auraient tendance a avoir un style d’adaptation au stress moins efficace que les
souris résilientes qui n’expriment pas autant de figement. La possibilité que le temps
passé inactif dans le test d’interaction sociale chez les souris susceptibles puisse résulter
d’un figement face a une situation de stress (dans le cas de ce test en présence d’un
agresseur potentiel) est appuyée par le fait que ces souris ne différent pas des autres
groupes quant a ce parametre pendant la session du test sans agresseur (voir Figure S1
Annexe 1). Dans les études utilisant le conditionnement par la peur, le figement s’observe
lorsque la souris est remise en présence du méme stimulus conditionné ou dans le méme
contexte®>!. I est possible que I’aires d’évaluation des tests d’interaction sociale et clarté-
noirceur soient similaires et/ou comportent des similarités avec le contexte
environnementale associ¢ au SDSC (e.g., aires ouvertes et divisées) menant ainsi a un
figement augmenté résultant d’une peur du contexte dans ces tests. Malgré que cette
hypothese soit plausible pour les raisons présentées, il demeure possible que
I’hypoactivité observée dans ces tests puisse résulter d’autres comportements comme
d’une fatigue motrice, qui fait également partie de certains symptomes retrouvés dans la

dépression®.

6.2 Etude 1 : Effets du SDSC sur les sous-unités a du récepteur GABA A

Le SDSC n’a pas d’effet sur les sous-unités a dans le cerveau

L’expression des sous-unités a 1-5 du récepteur GABAA4 a été mesurée dans le
cerveau et ’intestin. Les résultats de la présente étude montrent que les moyennes
d’expression des sous-unités al-5 dans I’hippocampe, le cortex préfrontal, le jéjunum et
le colon sont similaire entre les groupes de souris susceptibles, résilientes et non-

stressées, ne permettant pas de démontrer que 1’exposition a un SDSC induit des
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changements dans ces sous-unités. Ces résultats vont a I’encontre de nos attentes puisque

des changements a ce niveau ont été observés dans d’autres études suite a 1'exposition a

15,16,154 14,102,115,120,126 Le

un stresseur chez la souris ou chez des individus dépressifs
contraste existant entre les résultats de d’autres études et ceux de la présente étude
pourrait s'expliquer par le fait que ces ¢tudes ont utilisé des modeles différents du SDSC
(p. ex., stresseur aigu, une seule défaite sociale) ou encore des lignées de souris
différentes (p. ex., CD-1, Balb/cByl). Cependant, une étude de Xiong et al.'>* rapporte
une augmentation de la sous-unité a5 dans le cortex préfrontal de souris susceptibles de
lignée C57BL/6 soumises a un SDSC de 10 jours. Or, bien que la lignée de souris et le

[.13* soient similaires a ceux utilisés

type de stresseur utilisés dans I'é¢tude de Xiong ef a
dans la présente étude, la collecte des échantillons biologiques a été effectuée 9 jours
apres la derniere défaite sociale chronique, soit 5 jours plus tard que dans la présente
¢tude. Cette différence dans le protocole expérimental pourrait indiquer qu’un temps
additionnel est nécessaire a l'apparition des effets du SDSC sur I’expression des sous-
unités a, du moins dans le cortex préfrontal.
Une coordination plus élevée est retrouvée dans le cerveau des souris susceptibles

Bien que les sous-unités al-5 ne différent pas entre les groupes, une forte
coordination régionale de ces sous-unités est observée chez les souris susceptibles, ce qui
n’est pas le cas chez les souris résilientes et non-stressées, suggérant que 1’expression de
chacune des sous-unités a est tres similaire chez les souris du groupe susceptible. Dans la
présente étude, la région cérébrale au sein de laquelle les sous-unités al-5 du récepteur

GABAA sont les plus coordonnées chez les souris susceptibles est le cortex préfrontal. Le

nombre de corrélations indiquant une tendance entre ces sous-unités chez les souris
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susceptibles (9 sur 10 corrélations possibles) est grandement supérieur a celui chez les
souris résilientes (2) ou celui chez les souris non-stressées (4). Dans I’hippocampe, ce
nombre ne différe que Iégérement entre les groupes (Susceptibles=3; Résilientes=2; Non-
stressées=3). Ces résultats sont similaires a 1’augmentation de la coordination des sous-
unités observée dans le cortex orbitofrontal d’individus dépressifs décédés par
suicide!*1%? et a I’augmentation de la coordination dans 1’hippocampe de méme qu'a la
tendance a I’augmentation dans le cortex orbitofrontal de souris C57BL/5 exposées a un
stresseur chronique'®. Toutefois, ils viennent a ’encontre de résultats obtenus chez
I’humain, ou la coordination des sous-unités al-5, d et y2 est diminuée dans le cortex
frontopolaire, préfrontal dorsomédian et dans I’hippocampe d’individus dépressifs

14102 et 3 I’encontre des résultats obtenus chez des souris exposées a

décédés par suicide
un stresseur aigu, ou la coordination des sous-unités al1-5, d et y2 est diminuée dans le
cortex frontopolaire'®. A notre connaissance, aucune étude utilisant le SDSC n’avait
encore évalué la coordination des sous-unités al1-5 des récepteurs GABAa. L'utilisation
d'un mode¢le de stress différent pourrait expliquer les différences entre les résultats de
Poulter et al.'® chez des souris C57/BL6 et les résultats de la présente étude. Le modeéle
de SDSC permet de séparer les souris exposées au stresseur en deux groupes
(susceptibles et résilientes) ce qui n’était pas possible avec le modele de stress utilisé par

Poulter et al.'®

De plus, I’expression des sous-unités a1-5 varie entre les régions
frontales, ces variations pourraient également expliquer les différences entre les résultats

de la présente étude (préfrontal) et les résultats de Poulter et al.'® (orbitofrontal) chez la

souris.
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Une coordination €levée entre les sous-unités al-5 pour une méme souris et une
méme région suggere une composition uniforme des récepteurs GABAA au niveau des
sous-unités. La composition en sous-unités du récepteur GABAA a un effet sur son
affinit¢ au GABA et sur sa sensibilité a différents composés chimiques. Ces variations
modulent a la fois ’amplitude de I'effet inhibiteur du GABA, les rythmes d’inhibition
(tonique versus phasique) et la vitesse de la transmission synaptique (courant synaptique
lent versus rapide)’®%1°!, Ainsi, divers auteurs proposent qu’une modification de la
composition des récepteurs GABA pourraient engendrer des changements dans la
synchronisation du systéme nerveux et culminer en des changements au plan
comportemental, d'autant plus que le systétme GABAergique est grandement répandu a
travers tout le systéme nerveux central'#19%126 e cortex préfrontal est une région
responsable des processus cognitifs complexes mais également des comportements
sociaux chez I’humain et chez la souris (e.g. I’approche d’une autre souris)?>%23,
L’hippocampe est une région impliquée dans la consolidation de la mémoire mais
également une région sensible au stress>>*?>°. Les différences quant au role de ces régions
pourraient expliquer les différences dans la coordination des sous-unités a, un indicateur
potentiel de I'uniformité de composition en sous-unités des récepteurs GABAa. Ces
différences sont plus marquées dans le cortex préfrontal que dans I’hippocampe chez les

souris susceptibles (exprimant des comportements d’évitement sociale et de figements).

Les résultats de la présente étude indiquent que la coordination entre les sous-
unités du récepteur GABAA est élevée dans le cortex préfrontal des souris susceptibles
mais pas des souris résilientes ou non-stressées. A partir de ces résultats, deux hypothéses

pourraient étre suggérées : (1) une coordination plus forte était déja présente chez une
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partie des souris (potentiellement susceptibles) avant I’exposition au SDSC ou (2) une
augmentation de la coordination se produit chez certaines souris (susceptibles) suite a
I’exposition au SDSC. Dans la premicre hypothése, une forte coordination des sous-
unités o avant I'exposition au stresseur serait associée a une vulnérabilité aux effets du
SDSC et a I’expression d’évitement social et de figements. Cette forte coordination
existante avant I'exposition au stresseur permettrait de prédire quelles souris seraient
susceptibles aux effets comportementaux du SDSC, s'il était possible d'effectuer cette
mesure sans sacrifier les souris. Dans la deuxieme hypothese, une forte coordination des
sous-unités a serait un effet 1i¢ au SDSC qui se manifesterait uniquement chez les souris
susceptibles. Divers auteurs proposant des hypothéses similaires a la deuxieéme ont
proposé l'existence possible d'un systéme de coordination dans l'expression des sous-
unités'®. Dans le cadre de ce systéme, la coordination plus élevée chez les souris
susceptibles de la présente étude pourrait étre un mécanisme de compensation utilisé par
le systeme nerveux. La coordination des sous-unités pourrait étre une étape dans le
processus de compensation visant une mise a niveau du systéme suite au débalancement
introduit par le SDSC. Par contre, il faut noter que les études suggérant la deuxiéme
hypothese (la coordination comme le résultat du stresseur) ne font pas de différenciation
de susceptibilité/résilience entre les souris exposées au stresseur. Cette lacune empéche
d’exclure la premiére hypothese (coordination comme facteur de susceptibilité).
Le SDSC n’a pas d’effet sur la sous-unité a3 dans D’intestin

Pour ce qui est du tractus intestinal, I’expression de la sous-unité a3 du récepteur
GABAA dans le jéjunum ou dans le colon ne différe pas entre les souris non-stressées,

susceptibles et résilientes. La présente étude est la premicre a mesurer I’expression de
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sous-unité GABAA dans le jéjunum et le colon ascendant dans un contexte de SDSC et
indique que cette sous-unité n’est pas affectée par ce stresseur. En se basant sur les Cq
des analyses de RT-qPCR, les sous-unités al, a2, a4, et a5 (Cq 34-38) semblent moins
exprimés dans le célon et le jéjunum que la sous-unité a3 (Cq 28-30). L’absence de
différence entre les groupes pour la sous-unité a3 dans le colon contraste avec les
résultats d’une autre étude ayant observé une augmentation de cette sous-unité suite a un
stresseur’!. En ce qui a trait aux autres sous-unités a (1, 2, 4 et 5) il est possible que la
technique de quantification utilisée n’était pas assez sensible. Par exemple, Seifi e al.”!
ont réussi a mesurer 1’expression des autres sous-unités o, mais ils ont utilisé¢ une
technologie de sonde TagMan plus spécifique et plus sensible qu’une technologie SYBR

Green pour suivre I’amplification de I’ADNc pendant le RT-qPCR et pour quantifier

cette expression.

6.3. Etude 2 : Bioluminescence

Le second objectif de la présente étude était de documenter 1’activité de vecteurs
bactériens dans un environnement intestinal in vivo, et plus précisément d'évaluer (1) leur
potentiel de survie dans le tractus intestinal in vivo, (2) leur emplacement dans le tractus
intestinal a différent temps et (3) leur potentiel de colonisation du tractus intestinal.
Objectif 1 : Les vecteurs bactériens GAD- et GAD+ survivent dans I’intestin in vivo

Le signal de bioluminescence émis par les vecteurs bactériens GAD- et GAD+
permet de confirmer que ces bactéries sont vivantes et actives dans I’environnement
intestinal des souris. Un maximum de luminescence est capté 3 heures apres le gavage,
diminuant graduellement jusqu'a presque disparaitre entre 9 heures et 24 heures post-

gavage.
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L’analyse de I’intensité lumineuse provenant des souris ayant ét¢ gavées avec les
différentes solutions (PBS, GAD-, GAD+) indique que les vecteurs bactériens GAD- et
GAD+ produisent plus de luminescence que le PBS. A partir de 3 heures post-gavage la
luminescence produit par ces vecteurs bactériens diminue (laissant supposer que le
nombre de bactéries présentes dans I’intestin diminue également). Le vecteur bactérien
GAD+ émet plus de luminescence que le vecteur GAD- a partir de 6 heures apres le
gavage. Bien que les vecteurs bactériens semblent avoir un temps de transit intestinal
relativement similaire, il est possible d’envisager que la capacité de production de GABA
confere au vecteur bactérien GAD+ une meilleure capacité de résistance a
I’environnement intestinal acide et lui permet de rester actif plus longtemps dans les
différentes régions du tractus intestinal. Cette hypothese s'appuie sur le fait que la
production de GABA est un mécanisme de résistance a 1’acidité chez plusieurs
bactéries>>!1%®, Cette possibilité pourrait étre confirmée en augmentant le nombre de
souris dans chacun des groupes et en comparant le nombre de bactéries présentes dans les
échantillons fécaux a différent temps (par PCR), afin de déterminer le taux de survie
intestinal de chacun des vecteurs bactériens. Il serait également possible de corréler
I’intensité lumineuse avec le nombre de vecteurs bactériens présents ainsi qu'avec la
quantité de GABA présente (mesurée par chromatographie gazeuse ou par méthode
immuno-enzymatique; ELISA) dans le contenu intestinal. Ces données permettraient de
confirmer I’effet de la production de GABA sur la viabilité du vecteur GAD+ en
comparaison avec le vecteur GAD-. Malgré que I’hypothése d’une meilleure capacité de
survie liée a la production de GABA est intéressante, les possibilités d’un transit

intestinal plus rapide pour le vecteur bactérien GAD- ou d’une production plus élevée du



&3

gene de luminescence par le vecteur bactérien GAD+ ne peuvent pas étre écartées sans

des analyses plus approfondies.

Objectif 2 : Les vecteurs bactériens GAD- et GAD+ sont présents principalement dans
le caecum, le colon et les échantillons fécaux de 3 a 9 heures post-gavage

L’imagerie du tractus intestinal ex vivo et des échantillons fécaux a permis de
déterminer I’emplacement des vecteurs bactériens GAD- et GAD+ dans les sections du
tractus intestinal a différents temps post-gavage et de confirmer que les vecteurs
bactériens survivaient jusqu’a leur excrétion. Malgré I’absence d’analyses statistiques des
données ex vivo, ces données montrent de maniére qualitative que les vecteurs bactériens
GAD- et GAD+ se trouvent principalement dans le ceacum, le colon ou les échantillons
fécaux pendant la période de 3 a 9 heures post-gavage. Le point culminant de I’intensité
lumineuse est a 3 heures post-gavage pour les deux vecteurs suivis par des intensités plus
faibles mais appréciables a 6 et 9 heures. Ces résultats montrent que les vecteurs ont
traversé |’intestin gréle dans les 3 heures suivant 1'ingestion et se trouvent dans les

derniéres sections du tractus par la suite, une partie €tant déja excrétée.

De fagon générale, le temps de transit intestinal observé dans la présente étude est
plus rapide que celui rapporté dans la littérature. Selon une étude utilisant du charbon
activé marqué avec du 9mTc-DTPA, le marqueur fait son entrée dans le caecum et le
colon aprés 1 heure et dans le rectum aprés 6 a 7 heures?%*’. Pour plusieurs souris de la
présente €tude, il y a présence de bioluminescence dans les échantillons fécaux des 3
heures post-gavage. Bien qu’il soit probable que la différence de temps de transit entre

1’étude de Padmanabhan et al.>>°

et la présente puisse €tre expliquée par la lignée de
souris utilisée de méme que par la différence dans les substrats ingérés (bactérie vs

charbon), la variabilité individuelle des souris ne peut étre €cartée étant donné le petit
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nombre de souris utilisées dans la présente étude. Une augmentation du nombre de souris
ainsi que du nombre d’images permettrait d’avoir une mesure quantitative plus précise de
I’effet des vecteurs bactériens GAD- et GAD+ sur le transit intestinal.
Objectif 3 : La bactérie GAD+ ne colonise pas le tractus intestinal aprés 5 gavages

Le gavage répété avec la solution GAD+ pendant 5 jours consécutifs n’a pas
engendré une augmentation significative du flux de photons provenant des images de
souris entieres et d’échantillons fécaux, indiquant ainsi que 5 jours de gavage ne sont pas
suffisants pour permettre au vecteur bactérien GAD+ de coloniser le tractus intestinal. Un
signal de bioluminescence a toutefois été détecté sur les images d’échantillons fécaux
jusqu’a 24 heures post-gavage (Jours 2, 4, 5, et 6), suggérant qu’une petite quantité de
vecteur bactérien GAD+ est toujours présente dans le tractus intestinal de la souris un
jour complet aprés le gavage ce qui quantifie la période potentielle d'une production de
GABA pouvant influencer I’héte. 11 est a noter que chez 1'humain, il est difficile pour une
bactérie qui n’est pas commensale (habituellement présente dans le microbiote intestinal
de I’hote) de coloniser le tractus intestinal a cause de plusieurs facteurs tels que les
conditions acides du tractus intestinal et la compétition pour les ressources>*®. La bactérie
utilisée pour créer les vecteurs bactériens GAD- et GAD+ est une souche d’E. Coli créée
en laboratoire pour étudier les mécanismes cellulaires bactériens et I’effet de
modifications génétiques®>. Bien que certaines souches de bactéries E. Coli peuvent étre
présentes dans le microbiote intestinal humain?®, celle utilisée dans le cadre de la
présente étude n'est pas une souche provenant du microbiote intestinal humain ou murin.
De méme, la plupart des probiotiques consommés par les humains ne proviennent pas de

souches commensales au microbiote humain mais sont isolés de sources alimentaires (p.
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eX., souches de Lactobacillus et de Bifidobacterium). Bien qu’aucun cas d’infection n’ait
été détecté chez la souris a cause du vecteur bactérien utilisé?®!, il est possible que la
capacité d’adhésion et la capacité de résistance a 1’acide de ce vecteur ne soient pas
parfaitement adaptés a I’environnement intestinal murin ou encore que le systéme digestif
ait réagit a la bactérie menant a une réduction du temps de transit intestinal. Sans
colonisation a moyen ou a long terme du tractus intestinal des souris par le vecteur
bactérien, une administration continue serait nécessaire pour que les souris bénéficient

sans interruption des effets potentiellement positifs du vecteur bactérien.

6.4. Etude de plus grande envergure : Effets de la production de GABA par le
vecteur bactérien GAD+

I1 est important de rappeler que les résultats recueillis dans la présente étude sont
destinés a servir de base au développement d’une étude de plus grande envergure visant a
déterminer si des probiotiques dont la production de GABA sera démontrée affecte le
comportement et les sous-unités des récepteurs GABA dans le cerveau et I’intestin. La
présente €tude a donc établi le profil comportemental de sous-groupes de souris exposées
a un SDSC ainsi que leur profil d’expression en sous-unités a1-5 dans le cerveau et
I’intestin suivant un gavage avec du PBS. Les résultats des groupes GAD- et GAD+
pourront étre comparés avec ceux du groupe PBS pour déterminer si le vecteur bactérien
GAD+ a un effet normalisateur sur 1’évitement social, I’hypoactivité et la coordination

des sous-unités a1-5 dans le cortex préfrontal suivant un SDSC.

Bien que la présente étude n’ait pas observé de changements dans les
comportements associés a la dépression et a ’anxiété suite a 1'exposition au SDSC dans
les tests de labyrinthe en croix suréleve, de clarté-noirceur, de splash, et de suspension

caudale, I’administration de probiotiques produisant du GABA pourrait modifier ces
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comportements et modifier I’expression des récepteurs GABAA méme en 1’absence d’un
stresseur?>2%2, En fait, I’administration de probiotiques semble alléger les symptomes

anxieux et dépressifs chez des individus en santé?632%4

, suggérant que des effets sur le
comportement et sur 1I’expression des récepteurs GABA pourraient étre détectés chez le

groupe GAD+ sans que ces effets soient présents dans le groupe PBS.

7. Conclusion

L’efficacité limitée des traitements de premiére ligne pour la dépression? suggére
que des processus autres que ceux touchant les monoamines sont impliqués dans ce
trouble de santé mentale. L’axe microbiote-intestin-cerveau est un systéme impliqué dans

14102 ot dans

la dépression®. Des changements liés au GABA sont présents dans le cerveau
le microbiote intestinal d’individus dépressifs'® ainsi que dans 1’intestin de souris
exposées a un stresseur’’. La présente étude est la premiére ayant mesuré I’expression des
sous-unités a du récepteur GABAA dans le cerveau et I’intestin dans le contexte d’un
SDSC. Un profil comportemental ainsi qu’un profil d’expression et d’organisation des
sous-unités al-5 dans I’hippocampe, le cortex préfrontal, le jéjunum et le c6lon de souris
selon leur phénotype de susceptibilité/résilience au SDSC a été établi. Dans un premier
temps, le SDSC a augment¢ 1’évitement social et les figements chez les souris a
phénotype susceptible sans avoir d’effets sur les comportements associés a la dépression
et a I’anxiété. Le SDSC a également augmenté la coordination entre les sous-unités a1-5
dans le cortex préfrontal des souris susceptibles et, dans une moindre mesure, dans

I’hippocampe. Dans un deuxieme temps, 1’é¢tude de bioluminescence a permis de

confirmer la viabilité des vecteurs bactériens GAD- et GAD+ in vivo tout au long du
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transit intestinal jusque dans les échantillons fécaux, de déterminer que ces vecteurs
passent rapidement a travers 1’intestin gréle pour étre présents dans le caecum, le colon,
et les échantillons fécaux de 3 heures jusqu’a au moins 9 heures post-gavage, et de
montrer qu’un gavage de 5 jours consécutifs n'est pas suffisant pour permettre a la
bactérie GAD+ de coloniser I’intestin a long terme. Les données obtenues par la présente
¢tude serviront de base a une étude de plus grande envergure. Cette étude visera a
déterminer si la production de GABA par le vecteur bactérien GAD+ permet de prévenir
les modifications comportementales et les modifications touchant la coordination des
sous-unités du récepteur GABAAx dans le cerveau et dans ’intestin en lien avec un
stresseur de défaite sociale chronique ainsi que de déterminer si des changements
comportementaux et des récepteurs GABA4 sont causé par le vecteur bactérien GAD+ en
absence de stresseur. Cette étude permettra de confirmer que les effets qu’ont certains
probiotiques sur la dépression et 1'anxiété sont liés a leur capacité de production de

GABA.
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Annexe 1 : Résultats supplémentaires

Test d’interaction social : Session sans agresseur

Vingt-quatre heures apres le dernier épisode de SDSC ou de la condition témoin,
les souris ont été soumises a un test d’interaction sociale pour déterminer leur
susceptibilité aux effets comportementaux du stresseur>®. Pendant la session sans
agresseur (Figure S1) le temps passé, F(2,20) = 2.266, p = .130, et le nombre d’entrées, F(2,
20)=2.287, p = .128, dans la zone d’interaction sociale, le temps passé dans les zones en
coins, F2,20)=2.176, p = .140, la distance parcourue, F(2,20) = 1.986, p = .164, et le temps

d’inactivité, Fp, 20) = 2.289, p = .127, sont comparables entre les trois groupes.
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Figure S1. Parameétres comportementaux évalués dans le test d’interaction sociale selon
le phénotype de susceptibilité/résilience (Non-stressées, Susceptibles, Résilientes) en
absence de I’agresseur. A) Temps passé (secondes) et B) nombre d’entrées dans la zone
d’interaction sociale, C) temps passé (secondes) dans les zones en coins (zones les plus
¢loignées de la zone d’interaction), D) distance parcourue (centimetres) et E), temps
d'inactivité (secondes). Les groupes de souris non-stressées (NS; n = 11), susceptibles
(SUS; n = 6) et résilientes (RES; n =6) ont été comparés au moyen de tests
unidirectionnels de variance (ANOVA). S.A. = sans l'agresseur. Les bandes représentent
les moyennes =+ ’erreur standard pour chacun des groupes.
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