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Vulnérabilité du réseau neuronal du noyau accumbens a la déficience

développementale en acides gras polyinsaturés n-3 : conséquences sur

le systéeme de récompense et de motivation.

De nombreuses pathologies psychiatriques, telles que la schizophrénie, les troubles
bipolaires ou la dépression majeure, bien que tres différentes, ont en commun une
dysfonction du systéme de récompense et de motivation en lien avec une altération de la
transmission dopaminergique. Par ailleurs, ces pathologies s’accompagnent de modifications
du métabolisme lipidique et en particulier d’'une diminution des taux en acide
docosahexaenoic (DHA), le principal acide gras polyinsaturé (AGPI) n-3 dans le systeme
nerveux central. Cependant, bien que certaines études cliniques décrivent des effets
bénéfiques de supplémentations en AGPI n-3 sur certains symptdmes psychiatriques, ces
résultats restent controversés, et I'implication de la modification du statut lipidique dans
I’étiologie de ces pathologies reste trés peu étudiée. Le but de ce travail a été d’établir s'il
existe un lien causal entre une déficience en AGPI n-3 et certains endophénotypes
neurobiologiques et comportementaux caractéristiques de pathologies psychiatriques. En
particulier, nous avons fait I’hypothése que la déficience en AGPI n-3 pourrait conduire a un

dysfonctionnement de la transmission dopaminergique mésolimbique.

Dans cette étude, des taches de conditionnement opérant chez la souris nous ont
permis de mettre en évidence un déficit motivationnel a I'dage adulte induit par une
déficience développementale en AGPlI n-3 qui est partiellement prévenu par une
supplémentation en AGPI n-3 a la naissance, mais pas au sevrage. Ce déficit motivationnel
s’accompagne d’une altération de la transmission dopaminergique comme le suggére la
réduction de la sensibilité au psychostimulant, I'amphétamine. Plus précisément, nous avons
pu montrer que la déficience en AGPl n-3 conduit a une dysfonction des propriétés
électrophysiologiques des neurones épineux moyens (medium spinyneurons ou MSN) dans
le noyau accumbens (NAc), population neuronale centrale pour la modulation de la
motivation. En effet la carence en AGPI n-3 induit une réduction de I’excitabilité des MSNs
de la voie directe (dMSNs) qui expriment le récepteur dopaminergique de type D1, associée

a une augmentation de la transmission inhibitrice recue par ces neurones. Ces modifications



sont restaurées par I'application de I'agoniste des récepteurs dopaminergiques D2 (RD2), le
quinpirole. Ces données nous ont amené a faire I’hypothése que la diminution d’excitabilité
des dMSNs sous déficience en AGPI n-3 résulte de I'augmentation de la transmission GABA
issue des MSNs de la voie indirecte (iMSNs) exprimant le RD2. En accord avec ces résultats,
par utilisation d’un transgene Cre-dépendant permettant I'expression de l'acide gras
désaturase FAT1, nous démontrons que la normalisation des taux d’AGPI dans les iIMSN
sélectivement, est suffisante pour restaurer les propriétés électrophysiologiques des dMSNs.
Par ailleurs, I'expression de la FAT1 dans les neurones exprimant le D2R — mais pas ceux
exprimant le D1R - est suffisante pour normaliser le déficit motivationnel en situation de

carence.

Nos résultats montrent donc un lien causal entre des modifications de taux d’AGPI
dans une sous-population neuronale spécifique et une altération comportementale. Par
ailleurs, notre étude suggere que la diminution des taux d’AGPI décrite dans plusieurs
pathologies psychiatriques pourrait directement participer a I'expression de certains

symptoémes tels que I'avolition ou I'apathie.

Mots clés :

AGPI n-3 ; Dopamine ; Motivation ; Noyau Accumbens ; récepteur D2 ; Neurones Epineux
Moyens
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Vulnerability of the nucleus accumbens neuronal network to
developmental n-3 PUFA deficiency: consequences on the reward and
motivation system

Various, though distinct psychiatric disorders, such as Schizophrenia, bipolar disorder
or major depression are associated with a dysfunction of the reward system linked to an
alteration of dopamine transmission. Furthermore, these pathologies are also accompanied
by changes in lipid metabolism and in particular a decrease in the brain content of
docosahexaenoic acid (DHA), the main n-3 polyunsaturated fatty acid (PUFA) in the nervous
system. However, despite that n-3 PUFA supplementation seems to improve or prevent
some psychiatric symptoms, these results are still controversial and the implication of brain
lipid composition in the etiology of psychiatric endophenotypes has been overlooked. The
aim of this study was to investigate a potential causal link between n-3 PUFA deficiency and
common neurobiological and behavioral endophenotypes of psychiatric disorders. In
particular, the hypothesis was that n-3 PUFA deficiency could lead to dysfunctions of

mesolimbic dopamine transmission and associated behaviors.

Using operant conditioning tasks in mice, we showed that developmental n-3 PUFA
deficiency leads to a motivational deficit at adulthood, that is partially reversed by n-3 PUFA
supplementation starting at birth, but not at weaning. This motivational deficit was
associated with an alteration of dopaminergic transmission as revealed by the reduced
sensitivity to the psychostimulant amphetamine. More precisely, we showed that n-3 PUFA
deficiency leads to alterations in electrophysiological properties of medium spiny neurons
(MSNs) in the nucleus accumbens (NAc), main actors in motivational processes. Indeed,
MSNs from the direct pathway (dMSNs), that express dopaminergic D1 receptors, displayed
a decrease in neuronal excitability in parallel with an increase of inhibitory input onto these
neurons. These alterations were reversed by the dopaminergic D2 receptor (D2R) agonist
quinpirole. These data led us to hypothesize that the decreased dMSN excitability induced
by n-3 PUFA deficiency could result from an increase of the inhibitory input of MSNs from
the indirect pathway (iMSNs that expresses D2R), called lateral inhibition. Accordingly, using

a transgenic approach that allows the expression of the fatty acid desaturase FAT1 in a cre-
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dependent manner, we showed that rescuing appropriate PUFA levels in D2R-expressing
neurons selectively (including iMSNs), was sufficient to reverse alterations in
electrophysiological properties of MSNs induced by n-3 PUFA deficiency. Moreover, the
selective expression of FAT1 in D2-expressing neurons — but not in D1-expressing neurons —

reversed the motivational deficit observed in n-3 PUFA deficient mice.

We demonstrated the existence of a causal link between modifications in PUFA levels
in a discrete neuronal population and behavioral alterations. Overall, this study suggests that
altered PUFA levels, observed in some psychiatric disorders, could directly participate in the

development of symptoms such as avolition or apathy.

Keywords :

n-3 PUFA ; Dopamine ; Motivation ; Nucleus Accumbens ; D2 receptor ; Medium Spiny
Neurons
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INTRODUCTION

1. Motivation, traitement de la récompense et systeme mésolimbique

1.1. Définition de la motivation

Il existe un nombre important de définitions et de théories de la motivation (Berridge,
2004; Studer and Knecht, 2016). A l'origine le mot « motivation » vient du Latin « movere »
signifiant « bouger » et qui décritla motivation comme étant le mouvement actif d’un
organisme en réponse a un stimulus (Strombach et al., 2016). Beaucoup de définitions,
découlant de cette origine, mettent en évidence le couplage entre motivation et
comportement. Elles caractérisent alors la motivation comme une force qui active, alimente

et dirige le comportement (Kleinginna and Kleinginna, 1981).

Aujourd’hui, la base de nombreux modeles de la motivation en psychologie et
neurosciences reste la théorie proposée par les behavioristes, grandement influencée par les
recherches de B.F. Skinner, inventeur du terme de conditionnement opérant (Skinner, 1991).
Selon cette théorie, le principal but de I'organisme est de maintenir une homéostasie, objectif
atteint grace a la tendance gu’a 'organisme a rechercher des récompenses et éviter les
punitions (Skinner, 1954). Apparait alors la notion de « drive » ou « force » représentant un
motivateur interne maintenant I'organisme dans un état d’éveil (« arousal ») déclenché par
un besoin physiologique ou biologique (Hull, 1943). La théorie de I'éveil de la motivation
suggére que l'individu exécute un comportement spécifique dans le but de maintenir un
optimum d’éveil physiologique (« The arousal theory of motivation ») (Keller, 1981; Mitchell,
1982).

Cependant, les besoins physiologiques ne sont pas les seules « forces» de la
motivation. Par exemple, la motivation pour un but non physiologique (comme l'argent,
« learned motives ») s'oppose a la motivation pour de la nourriture (« inherent motives »)
(Skinner, 1991, 1954) puisqu’elle n’est pas centrale pour la survie (du moins pas directement)
mais repose plutét sur des influences sociales et culturelles et est formée par I'expérience. De
plus, en contraste avec une définition de la motivation extrinseque (agir pour atteindre un but

séparable de I'action), la théorie de la motivation intrinseque propose que le comportement
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permettant I'accession a une récompense est, ou devient, par lui-méme récompensant, c’est
le plaisir de causalité (Deci et al.,, 1999). Dans ce contexte, une récompense sera définie
comme tout stimulus, objet, événement, ou situation qui a le potentiel de déclencher un

comportement d’approche de I'organisme dans le but de le consommer (Schultz, 2015).

La motivation apparait alors comme un phénomene complexe constitué de
nombreuses composantes différentes. D’abord, la motivation a exécuter une action donnée
est déterminée par le rapport entre le bénéfice et le colt de I'action en question, ce qui
implique des parametres a la fois intrinséques et extrinséques a I'organisme (Studer and
Knecht, 2016). Ensuite, I'action requise peut mettre en jeu différentes fonctions biologiques
incluant les fonctions sensorielles, motrices, cognitives et émotionnelles qui vont bien
souvent travailler de concert (Pezzulo and Castelfranchi, 2009). Il est donc difficile d’en

trouver une définition ni trop simpliste ou précise ni trop généraliste.

C’est pourquoi, il est dans un premier temps nécessaire de définir le comportement
motivé, ou comportement dirigé vers un but, comme étant modulé par les processus
intégrant la valeur du but a atteindre (autrement dit de la récompense désirée) et la demande
de ressources attendue pour I'obtenir (I'effort requis) (Bijleveld et al., 2012; Kool et al., 2013;
Silvestrini and Gendolla, 2013). Il faut alors tenir compte des différents sous processus
impliqués ici, en commencant par la sensibilité de I'organisme a la récompense désirée en
conséquence de son action. Vient alors la composante directionnelle qui dirige le
comportement vers ce but plutdt qu’un autre, représentant les processus de sélection de
I'action et de prise de décision (Dickinson and Balleine, 1994). Enfin, la composante
activatrice qui va « alimenter » le comportement référant aux processus d’allocation de
I'effort, autrement dit, la quantité, l'intensité et la durée de l'effort que I'organisme doit
investir dans le comportement pour obtenir cette récompense (initiation, vigueur et
persistance) (Floresco, 2015; Salamone, 1992; Salamone and Correa, 2012). Ces notions de
direction et d’activation du comportement motivé font d’ailleurs partie des composantes
principales de la définition de la motivation depuis maintenant longtemps (Duffy, 1957; Hebb,

1955).

Cela nous conduit a I'"hypothese de I'« incentive salience » proposée par K. Berridge et
son équipe (Berridge and Robinson, 1998) et qui développe I’hypothese plus précoce de I'«

incentive motivation » de Cofer and Appley (Cofer and Appley, 1967). Selon eux, le
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renforcement, processus par lequel un stimulus ou un événement va agir pour renforcer un
comportement (activation, direction et maintien du comportement dirigé vers un but), est un
processus psychologique complexe. Il implique des aspects de I'apprentissage (mécanisme
Pavlovien), de la motivation (« incentive value »), et de I'émotion (hédonie). Deux termes sont
alors utilisés pour différencier les deux derniers aspects, le « wanting » et le « liking »
respectivement. Le « wanting », ou « incentive salience » est décrit comme la « salience »
psychologique qui est attribuée a un stimulus donné. Il passe alors de neutre a désiré,
influencant I'énergie que I'animal est prét a dépenser pour 'obtenir. Le « liking », quant a Iui,
représente la réaction plaisante, I'impact hédonique induit par la consommation de la
récompense. Ces processus sont distincts et sous le controle de différents systéemes

neuronaux (Olney et al., 2018).

Dans cette hypothese, le « wanting » peut étre considéré comme reflétant la
composante purement motivationnelle. En effet, il se traduit par la volonté de 'organisme a
initier et maintenir un comportement qui lui permet de se rapprocher de 'obtention de la
récompense (la phase d’approche) pour pouvoir la consommer (Craig, 1917; Markou et al.,
2013). Comme dit précédemment, cette phase d’approche représente la volonté de
I'organisme a fournir un effort dans le but d’obtenir la récompense et de facon intéressante,
ce comportement est hautement adaptatif (Salamone and Correa, 2012). En effet, I'effort
représentant un colt pour l'organisme, il va avoir tendance a limiter les dépenses inutiles, il
est donc primordial de posséder un systeme capable d’intégrer ces informations pour

favoriser le comportement le plus adapté.

A partir de cette définition, on constate que différentes variables peuvent entrer en
jeu pour moduler la motivation comme le type de récompense (inhérente ou naturelle
comme la nourriture, apprise ou culturelle comme |'argent, voir méme, ni I'un ni I'autre dans
le cas des drogues d’abus), le type de colt (I'effort a fournir, le temps a investir, le risque...)
ou encore le type d’effort a fournir (physique ou cognitif) ainsi que le nombre et le type de
choix potentiels qui s’offrent a I'individu. Chacun de ces parametres est pris en compte lors
de I'étude et de la mesure de la motivation, ce qui a permis aujourd’hui une avancée non
négligeable dans la compréhension des mécanismes comportementaux et cérébraux des
processus motivationnels, notamment par |'utilisation de plus en plus fréquente et spécifique

des approches expérimentales comportementales et translationnelles.
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1.2. Modélisation de la motivation

La mesure de la motivation humaine est bien souvent qualitative, reposant sur des
mesures subjectives d'auto-évaluation ou de questionnaire. Ces méthodes sont limitées dans
leurs capacités a fournir une approche mécanistique des processus motivationnels (Chong et
al., 2016). De plus, la terminologie « willingness to work » ou « volonté a travailler » pour
obtenir une récompense a été caractérisée par le RDoc (Research Domain Criteria Initiative
from the NIH, un cadre de recherche pour développer de nouvelles approches d’investigation
des maladies mentales) comme un facteur majeur de la motivation (Insel et al., 2010). Le
développement d’approches comportementales, permettant la quantification directe et
précise de 'effort, a donc été nécessaire pour étudier un parametre tel que la volonté d’un
sujet a fournir un effort, mesure qu’un questionnaire ne permet pas.

Le fait de définir et d’évaluer la motivation a travers cette approche comportementale
possede des avantages. En effet, elle permet de mesurer la motivation sur différentes
especes, et ce, de maniére objective. Les paradigmes de conditionnement opérant (ou
conditionnement instrumentale) sont communément utilisés pour déterminer la motivation
d’un animal a obtenir une récompense. Le conditionnement opérant, développé par B.F.
Skinner (Skinner, 1991) (Figure 1), en opposition au conditionnement Pavlovien (ou classique)
est le processus par lequel un comportement est renforcé donc rendu plus probable ou plus
fréquent en raison de la conséquence de ce comportement. Il existe deux sortes de stimulus
renforcant : les primaires ou stimuli inconditionnels (la récompense) qui ne nécessitent
aucune association pour provoquer une réponse et les secondaires ou stimuli conditionnels
(neutre a 'origine) qui nécessitent une association préalable pour devenir renforcant et donc
pour pouvoir recruter le « wanting » (e.g. gagner de I'argent pour obtenir de la nourriture)
(Strombach et al., 2016). Le comportement nécessaire a I'obtention de la récompense peut
prendre plusieurs formes mais il s’agit le plus souvent d’une action simple permettant de
moduler I'exigence physique de la tache a accomplir (variation du co(t, de I'effort a fournir)
pour obtenir cette récompense. Chez I'animal, par exemple, il peut s’agir d’'un nombre
d’appuis sur un levier ou de « nose-poke » a effectuer. Chez 'homme, le meme principe est

utilisé.
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One side has been cut away to show the part occupied by the ani-
mal. The space behind the panel at the left contains the rest of the
lever, the food magazine, and other pieces of apparatus.

Figure 1 Boite expérimentale de conditionnement opérant, concept
développé par B.F. Skinner dans les années 1930 (B. F. Skinner, 1991)

1.2.1. Chezl’'animal

Comme décrit ci-dessus, les paradigmes de conditionnement opérants sont les plus
majoritairement utilisés pour étudier la motivation (Bailey et al., 2016; Salamone et al., 2018).
Pour la plupart des différentes taches mises en place, I'animal est d’abord entrainé a
effectuer une action pour obtenir une récompense (Hodos, 1961). Par exemple, I'animal doit
effectuer un nombre prédéfini de réponses opérantes dans le but de recevoir une unité de
récompense, c’est ce qu’on appelle un ratio fixe (FR; FR1: un appui levier pour une
récompense). C'est la base de tout paradigme de conditionnement opérant et a ce stade, si la
valeur de la récompense est élevée, la motivation comme nous |'avons préalablement définie
n’est pas, ou tres peu, mise en jeu en raison du faible colt que représente la réponse
opérante. Généralement, pour étudier la motivation pour une récompense palatable
alimentaire, ce qui est majoritairement le cas, les sujets seront restreints en nourriture dans
le but de diriger I'ensemble des individus vers la récompense et de réduire la variabilité
interindividuelle. Cela permet d’une part, de controler I'aspect bénéfique du comportement
(la valeur de la récompense) et d’autre part, de s’affranchir, ou au moins minimiser I'aspect
directionnel de la motivation (I’action a sélectionner devient principalement celle permettant

d’obtenir la récompense). La variable mesurée et manipulée sera alors I'effort (ou le colt de
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I"action) qui va directement refléter la motivation a obtenir la récompense (Bailey et al,,
2016). En effet, cela résulte a augmenter 'utilité du comportement a effectuer afin d’obtenir

cette récompense (Kroemer et al., 2016).

1.2.1.1.  Les taches de ratio progressif (PR)

Dans ce paradigme, le nombre de réponses opérantes requises pour obtenir une unité
de récompense augmente graduellement dans le temps. Ici, c’est la motivation pour un effort
physique qui est mesurée, la composante cognitive de la motivation est alors secondaire dans
cette tache (Phillips et al.,, 2018). L’animal fait une évaluation colt/bénéfice au cours du
temps de maniére a déterminer s’il continue a répondre ou non (Salamone and Correa, 2018).
Par exemple, dans un PR exponentiel de facteur 2, le nombre de réponses opérantes a fournir
pour obtenir des récompenses successives sera 2 puis 4, 8, 16, 32, etc... (Hodos, 1961). Ce
paradigme est connu pour générer une grande variabilit¢ de réponse, il est donc
particulierement utilisé pour étudier les différences interindividuelles (Randall et al., 2012).
Historiqguement, c’est le « break point » qui représente le facteur clef de la mesure de la
motivation dans cette tache (Richardson and Roberts, 1996). Il représente le dernier ratio que
I'animal est prét a effectuer avant d’abandonner la tache. Plus récemment, d’autres
parametres mesurés lors du PR ont été utilisés, en addition au « break point », pour mesurer
la motivation, comme la durée du maintien de I'effort, le nombre de réponses opérantes ou la
« courbe de survie » des animaux (Carvalho Poyraz et al., 2016). Des valeurs élevées de
chacun de ces parametres seront interprétées comme une plus grande motivation de I'animal
pour obtenir la récompense durant cette tdche de PR. Il est par ailleurs proposé que ces
différents parametres pourraient refléter différentes composantes de la motivation

(Donthamsetti et al., 2018).

1.2.1.2. Lestaches de choix liées a 'effort

Le concept général ici est de donner a I'animal le choix entre deux options, I'une
élevée (en colt et bénéfice) et I'autre faible. La plus connue est celle développée par J.D.

Salamone (Salamone et al., 2007, 1991) (Figure 2), la tache dite concurrente. Dans cette
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tache, les animaux se retrouvent dans une situation de choix entre effectuer un effort
constant pour obtenir une récompense hautement palatable (sur un programme de ratio fixe
plus ou moins difficile) ou consommer une nourriture libre d’accés possédant une valeur
hédonique plus faible (diminution du « liking »). L'animal a donc a effectuer un choix entre les
deux solutions alternatives avec leurs exigences et bénéfices respectifs. Ici, les variables
mesurées sont le nombre d’appuis leviers effectué pour obtenir la récompense palatable et la
quantité de nourriture a faible valeur hédonique consommeée. De nombreuses études déja
publiées démontrent que c’est I'interprétation combinée de ces deux parametres qui permet
de mesurer la motivation (Eric J. Nunes et al., 2013). En d’autres termes, une diminution de la
motivation est ici révélée par le transfert comportemental allant des appuis leviers pour
obtenir la récompense vers la consommation de la nourriture libre d’acces et moins palatable.
Cette tache va également permettre la dissociation entre motivation primaire (qui entre en
jeu dans la phase consommatoire), et la composante activatrice de la motivation qui est plus

directement en relation avec I'effort a fournir (Salamone and Correa, 2012).

Palatable food | ®
FR5
l\ Lab chow /
Free access

. |

Figure 2 Tache concurrente : la chambre opérante donne acces a une
nourriture hautement palatable accessible par appuis levier ainsi qu’a
une récompense moins palatable disponible en libre accés. L'animal a le
choix entre effectuer un effort constant pour obtenir la récompense
hautement palatable ou consommer la nourriture libre d’accés
possédant une valeur hédonique plus faible (Salamone et al., 2007)

Quelques études ont adapté cette tache au paradigme du PR (Randall et al., 2014,
2012; Schweimer and Hauber, 2006), ou 'animal va pouvoir choisir entre la nourriture libre
d’acces possédant une valeur hédonique faible et presser un levier pour la récompense
palatable sur un programme de ratio progressif. Dans le méme principe, la tache dite

d’« effort discounting » oppose un choix entre un levier associé a un ratio simple pour obtenir
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1 récompense (e.g. un FR1) qu’on appelle le levier a faible colt/faible bénéfice, et un levier
associé a un ratio progressif mais qui conduit a la libération de 4 récompenses, le levier a fort
colt/fort bénéfice (Floresco et al., 2008). Encore une fois, c’est le transfert comportemental
d’une option vers l'autre qui sera ici évalué, mais de maniere moins statique au cours d’une

méme session de par |'utilisation d’un ratio progressif pour I'une des options.

Il existe d’autres tdches comportementales faisant varier d’autres paramétres que
I"effort a fournir pour obtenir la récompense. Par exemple, on peut donner le choix a I’'animal
entre deux formats de récompenses (faible et élevé) avec un effort a fournir similaire mais un
délai d’attente pour obtenir la récompense variable (la tache de « delay discounting ») (Bailey
et al., 2016). Cette tache est souvent utilisée pour évaluer I'impulsivité d’un individu et d’une
certaine maniere, cela mesure bien une composante de la motivation définie par le temps
qu’un animal est prét a attendre pour obtenir une plus grosse récompense (Phillips et al,,
2018). Enfin, les taches donnant le choix entre deux probabilités différentes d’obtenir des
récompenses de tailles variables peuvent également étre citées (St. Onge and Floresco, 2010;
Stopper and Floresco, 2011) bien que nous nous rapprochions plus ici des processus de prises
de décisions risquées qui constituent également une composante de la motivation.

Enfin il est intéressant de noter que de récentes études adressent de nouvelles
questions a propos de la motivation. En effet, une autre variable qui peut étre modifiée est le
type d’effort a fournir. Il peut étre ajouté a la notion de motivation a fournir un effort
physique, la motivation a fournir un effort cognitif. Cette dimension motivationnelle a
récemment été mesurée via une nouvelle tache (« cognitive effort task ») (Cocker et al., 2012)
qui permet a I'animal de choisir entre une discrimination simple ou complexe pour obtenir

respectivement une petite ou grosse récompense.

1.2.2. Chezl'Homme

Le comportement est bien souvent mesuré en utilisant des questionnaires d'auto-
évaluation de nature subjective et qui requiérent une communication verbale. Chez I'animal,
toutes les études se basent sur I'observation des comportements non verbaux spontanés (e.g.

I"activité locomotrice, les réactions hédoniques oro-faciales) ou issus d’un entrainement (e.g.
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le conditionnement opérant). Il apparait donc que les essais cliniques, pour permettre une
translation Homme - animal (des tests comme des résultats), devraient étre complétés par
des tests sans communication verbale. Cependant, aujourd’hui, le questionnaire est le test
cliniqgue majoritairement utilisé pour évaluer la motivation et il se présente dans des formes
diverses et variées (Weiser and Garibaldi, 2015). Il en existe, par exemple, qui permettent
d’évaluer la motivation chez un sujet sain ou dans le cadre d’une pathologie donnée (Tableau

1).

Healthy Individuals®

Academic Amotivation Inventory
Academic Motivation Scale
Intrinsic Motivation Inventory
Sports Motivation Scale

Patients®

Apathy Evaluation Scale
Apathy Inventory
Apathy Scale

Behavioral Assessment of Dysexecutive
Syndrome

Brief Psychiatric Rating Scale
Dementia Apathy Interview and Rating
Dimensional Apathy Scale

Frontal Systems Behavior Scale
Irritability Apathy Scale

Key Behavior Change Inventory

Lille Apathy Rating Scale
Neuropsychiatric Inventory

Positive and Negative Syndrome Scale

Scale for the Assessment of Negative
Symptoms

Tableau 1 Questionnaires cliniques
utilisés communément pour
mesurer la motivation, que ce soit
chez les individus sains ou chez le
patient atteint de trouble de la
motivation (adapté de Chong et al,,
2016)

Le principal avantage de ces questionnaires est qu’ils permettent une évaluation simple et
rapide du sujet. Cette méthode est de ce fait une mesure trés répandue dans la recherche
clinigue permettant d’en tester sa reproductibilité voire d’effectuer des méta-analyses tres

robustes. Mais les limites sont hombreuses. Hormis I'absence de translation de I'Homme a
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I’animal, certains questionnaires vont également avoir une définition bien spécifique (ou trop
peu spécifique) des symptomes ou processus qu’ils évaluent, ce qui peut aboutir a de
mauvaises interprétations et conclusions (Der-Avakian et al., 2015). L’'exemple le plus probant
concerne l'évaluation de l'anhédonie, un symptome classiquement retrouvé dans bon
nombre de pathologies (ce point sera détaillé plus tard), dont les questionnaires, nombreux,

regroupent bien souvent I'évaluation de multiples processus.

Plusieurs auteurs ont alors suggéré que les paradigmes de mesure de la motivation
face a l'effort pouvaient étre un outil puissant pour modéliser et étudier les dysfonctions
motivationnelles observées dans de multiples pathologies neurologiques et psychiatriques
(Chong et al., 2016; Der-Avakian et al., 2015; Phillips et al., 2018; Salamone and Correa, 2012;
Slaney et al., 2018). L'effort se trouve étre une variable particulierement robuste pour étudier
I"habilité d’un individu a initier des activités basiques journalieres. Une réduction de la
génération d’actions peut provenir d'un déficit motivationnel représenté par I'altération de la
capacité a convertir I'évaluation de la valeur d’'une récompense basique en une action a

exécuter (Chong, 2018; Schmidt et al., 2008) (Figure 3).

Motivated decision-making

Internal states
External states

"4 N
Incentive Costs Benefits
salience (Effort) (Rewards)
\ '
)
Cost-Benefit Outcome
valuation evaluation;
Learning
—

Energisation /
Invigoration

Figure 3 lllustration des différentes étapes
dans ['élaboration d’'un comportement
motivé face a un effort a fournir (T.J.
Chong, 2018)
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C’est pourquoi la tache de PR a été adaptée pour une utilisation chez 'Homme dont il
existe différentes versions (Bland et al., 2016; Roane et al., 2001; Strauss et al., 2016; Wolf et
al., 2014) qui évaluent toutes I'habilité a maintenir un effort (cliquer sur une souris
d’ordinateur, un bouton ou un clavier) pour une récompense. La récompense utilisée peut
étre alimentaire mais la plus fréquemment employée est I'argent, qui permet de remplir des
besoins multiples et, par conséquent, qui sert de multiples fonctions (Hsee et al.,, 2003;
Opsahl and Dunnette, 1966). Cet aspect multifonctionnel fait de I'argent un renforcateur
secondaire tres puissant chez I'Homme. De nombreuses études ont par ailleurs validé cette
procédure, pour laquelle les récompenses plus importantes entrainent des valeurs de « break
point » plus élevées (Glover et al., 2008; Penrod et al., 2008; Roane et al., 2001; Trosclair-
Lasserre et al., 2008). Les taches de choix liées a I'effort ont également été adaptées chez
I'Homme. Par exemple, la tdche d’« Effort-Expenditure for Rewards » (EEfRT) ou les
participants vont choisir entre une tache simple ou difficile (presser un bouton un certain
nombre de fois pendant un temps donné) qui vont entrainer le gain d’une petite ou grande

récompense monétaire respectivement (Treadway et al., 2009).

A l'inverse, I'évaluation de l'effort cognitif vient de paradigmes mis en place chez
I'Homme comme les taches d’attention spatiale, de flexibilité comportementale, de conflit
par exemple oU les exigences cognitives entrainent un co(t, un effort a fournir (Chong et al.,
2016). lls sont maintenant en voie de développement chez I'animal cependant I'équivalent
des taches mettant en jeu un effort cognitif chez I'animal reste extrémement rare (« Cognitive

effort task ») (Cocker et al., 2012).

L'intérét de l'utilisation de toutes ces taches comportementales réside a différents
niveaux. D’abord, il permet d’étudier et de disséquer la motivation de plus en plus
précisément, ce qui permet a terme de pouvoir, sur un méme individu, évaluer différentes
composantes de la motivation ainsi que d’autres sphéres comportementales (« liking »,
locomotion, métabolisme...). Cela résulte en une meilleure compréhension des mécanismes
cérébraux dont dépendent ces différents comportements ainsi qu’une analyse plus
approfondie et précise des altérations neurobiologiques induites par les modeéles
expérimentaux animaux. De maniere plus importante encore, ces taches permettent une
translation de I'animal a I'Homme (comme c’est le cas pour toutes les tache de ratio
progressif et de choix) ou au contraire de 'Homme a I'animal notamment via I'adaptation de
« jeu » stimulus-réponse utilisé chez ’'Homme (Anderson et al., 2012; Pizzagalli et al., 2005;
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Treadway et al., 2009) voire via l'introduction de nouvelles technologies dans la recherche
préclinique, comme les écrans tactiles (Phillips et al., 2018), facilitant ainsi grandement la
recherche translationnelle (Figure 4). De plus, en associant ces mesures comportementales
avec des mesures structurelles ou physiologiques, les comparaisons inter-especes peuvent

alors atteindre leur paroxysme quant a leur utilité pour la recherche médicale.
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Figure 4 Développement thérapeutique idéal. Les deux stratégies translationnelles sont ici
représentées : de 'animal a 'Homme et de I'Homme a I"animal (Phillips et al., 2018)

1.3. Les troubles de la motivation

1.3.1. Symptomatologie des désordres motivationnels

Chez 'Homme, les troubles de la motivation sont communs et prévalent dans de
nombreuses conditions médicales (American Psychiatric Association, 2013; Chong and Husain,
2016; World Health Organization, 1992). lls peuvent contribuer a l'apparition d’autres
symptémes psychiatriques tels que le retrait social ou les déficits cognitifs (Brébion et al.,
2009) devenant ainsi incapacitants et réduisant la qualité de vie des patients (Barch and
Dowd, 2010; Simpson et al., 2012). Il existe en conséquence un grand nombre de symptomes

décrivant des déficits motivationnels (Tableau 2) qui se recoupent et parfois se superposent.

Le terme d’anhédonie décrit un état d’incapacité a ressentir le moindre plaisir (Ribot,
1897). L'anhédonie est depuis longtemps considérée comme symptdme de certaines
pathologies comme la dépression majeure, la maladie de Parkinson ou la schizophrénie
(Olney et al.,, 2018) mais ce terme a lui seul ne permet pas d’étudier I'ensemble des
altérations des processus neurologiques de récompense et de motivation. Il en résulte une
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incapacité a dissocier les processus d’anticipation d’une récompense, d’attribution de la
valeur de celle-ci, d’évaluation des colts associés, d’activation du comportement a effectuer
dans le but de l'obtenir, de plaisir ressenti par sa consommation et d’apprentissage
permettant de reproduire le comportement dans le futur (Der-Avakian et al., 2015). Le
dysfonctionnement d’un seul de ces processus entraine la diminution des comportements

dirigés vers un but sans nécessairement impliquer la notion de plaisir.

Termes cliniques  Définitions

Aboulie Altération de la spontanéité de I'action et de la parole, réduction des
possibilités de mouvement, ralentissement mental, diminution de
I'attention et apathie et cela sans perturbations intellectuelles

Mutisme Diminution des activités mentales et motrices auto-initiées, indifférence

akinétique aux stimuli biologiques pertinents (douleur, faim ou soif...)

Anergie Baisse d’énergie ressentie

Anhédonie Incapacité a ressentir du plaisir

Apathie Diminution des comportements volontaires et dirigés vers un but et
altérations des processus cognitifs et émotionnels

Déficit d’auto- Déficit d’activation spontanée des processus mentaux

activation comportementaux, cognitifs ou affectifs, déficit réversible par
stimulation externe entrainant I'activation de réponses normales

Avolition Réduction de la capacité a initier ou maintenir un comportement dirigé
vers un but

Fatigue Perte d’énergie physique ou mentale liége a des perturbations des
mécanismes motivationnels

Retard Ralentissement des mouvements, ou tendance générale a la réduction a

psychomoteur initier une activité motrice

Tableau 2 Définitions des différents termes qualifiant les troubles de la motivation (adapté de

Chong et Husain, 2016)

Il est d’ailleurs proposé que ces processus ne sont pas toujours régulés par les mémes
substrats neurobiologiques (Der-Avakian and Markou, 2012) ce qui fait de chacun d’eux, un
potentiel symptdéme permettant de mieux comprendre les points communs et différences
entre les pathologies concernées. Aujourd’hui, les mesures cliniques traditionnelles, sous
forme de questionnaire, ne séparent pas réellement le « liking » du « wanting » mais les

associent bien souvent. Par exemple, la derniere version du manuel diagnostique et
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statistique des troubles mentaux (DSM-V) définie I'anhédonie comme « un manque de plaisir
pour, ou d’engagement dans, une expérience donnée » (Diagnostic and statistical manual of
mental disorders : DSM-5, n.d.) qui prend en compte tous les processus précédemment cités
(Figure 5) et représente donc un chevauchement entre la véritable anhédonie et I'apathie,
terme que nous définirons par la suite (Husain and Roiser, 2018). Il est également a noter que
le DSM-V propose deux définitions distinctes de I'anhédonie en fonctions du contexte
pathologiques (Dépression versus Schizophrénie par exemple). Celle citée ci-dessus référe a
I'anhédonie dans la dépression (DSM-V, p. 163) et pour la schizophrénie, elle référe a une
« diminution de la capacité a ressentir du plaisir provenant d’un stimulus positif ou une
dégradation d’un souvenir précédemment expérimenté » (DSM-V, p. 88), définition qui la
aussi englobe différents symptdmes dont I'ensemble est caractérisé de « symptdémes

négatifs » (Cooper et al., 2018).

Syndrome

Apathy Anhedonia

Behavioural components

h Learning from outcomes \

Option generation Cost—benefit decision »;ntlapal.:ory phase‘ Initiating action and Interacting with
reparation for action sustaining effort behavioural goal
Self-generated or —» Valuation of options == Motivational arousal —> Appetitive/approach — Consummatory phase of
environmentally cued according to reward, phase of behaviour behaviour
effort, time and risk Invigoration of action Hedonic impact

Figure 5 Superposition des symptomes cliniques de I'apathie et de I'anhédonie tel qu’ils sont
définis aujourd’hui (Husain et Roiser 2018). Le comportement dirigé vers un but est composé
de différents processus, dont la dysfonction d'un seul peut résulter en un déficit
comportemental, incluant les dimensions motivationnelle et/ou hédonique.

L’apathie est un des troubles caractérisé par une diminution de la motivation pour un
effort physique, cognitif ou émotionnel (Lanctot et al., 2017; Starkstein and Leentjens, 2008)
entrainant une réduction des comportements dirigés vers un but (“Apathy,” 1991). C'est un
symptéme non unitaire, ou syndrome, fréequemment rencontré dans de nombreux troubles
psychiatriques et neurologiques comme la maladie de Parkinson, la dépression majeure, la
schizophrénie, les troubles bipolaires, la démence ou méme les accidents vasculaires

cérébraux et il est en général mal reconnu et sous-traité (Chong et al.,, 2016). L'apathie
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comprend des éléments comportementaux, cognitifs et émotionnels dont la curiosité
intellectuelle, I'initiation de l'action, la conscience de soi, I'enthousiasme et l'intérét. Les
criteres qui le composent sont donc cliniguement hétérogénes mais se traduisent plus
généralement par une réduction de la capacité et de la volonté a engager un effort important
dans le but d’obtenir une récompense (Chong, 2018). Pour citer un exemple intéressant, il
existe une auto-évaluation récemment mise au point, I'« Apathy Motivation Index », qui a été
spécialement concue pour mesurer les déficits motivationnels et, en particulier, pour

distinguer les différentes composantes de |'apathie (Ang et al., 2017).

'avolition est également un symptéme représenté par un déficit motivationnel,
autrement dit, une capacité réduite a initier et maintenir un comportement dirigé vers un but
mettant particulierement en jeu les processus d’anticipation de la récompense. Il est utilisé
dans le contexte de la schizophrénie, notamment comme l'un des symptomes négatifs
(Foussias and Remington, 2010; Kraepelin, 1921). Plus précisément, les patients atteints
d’avolition n’ont pas d’altération du « liking » pour la récompense, mais échouent a évaluer et
anticiper la valeur d’'une récompense a venir, y allouant en conséquence moins de ressources
(Olney et al., 2018).

La fatigue, mentale ou physique, est associée a une difficulté a initier une activité
volontaire, probablement due a I'excés de fatigue ressenti lors d’efforts préalables. C'est un
symptébme commun dans le contexte de dysfonction des processus immunologiques et
inflammatoires (Morris et al., 2016) mais aussi utilisé, parfois, pour la dépression majeure
(Husain and Roiser, 2018).

Ces symptdmes caractérisant une perte de la motivation sont, malgré quelques
différences subtiles, trés similaires et mettent en jeu des processus neurobiologiques
communs. lls sont par ailleurs déterminés en fonction du questionnaire utilisé, qui prédéfinit
le terme final a employer si le patient est statistiquement différent du groupe contrble

(Apathie, Avolition, Fatigue, ...) (Husain and Roiser, 2018).

1.3.2. Les pathologies associées aux troubles de la motivation

Les paradigmes comportementaux adaptés chez I'Homme ont permis de caractériser
la motivation dans différentes populations de patients dont les symptémes les plus

communément décrits sont I"apathie et 'anhédonie (Tableau 3). Ces deux symptémes (ainsi
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que l'avolition) vont souvent se retrouver corrélés entre eux, témoignant de leur étroite
similitude, ou tout du moins des similitudes dans la maniere de les évaluer (Bischof et al.,

2016; Hartmann et al., 2015).

Pathologie Apathie dans la Anhédonie dans la
population (%) population (%)

Accident vasculaire cérébrale 36 -
Alzheimer 49 61
Démence fronto-temporale 72 -
Démence vasculaire 65 -
Dépression majeure 38 37
Huntington 47 -
Lésion cérébrale traumatique 61 22
Parkinson 40 46
Schizophrénie 47 45

Tableau 3 Mesure de la prévalence de I'apathie et de I'anhédonie dans différentes pathologie
neurologiques (Husain et Roiser, 2018). ‘-’ I'anhedonie n’a pas été estimée dans ces

population de patient

La schizophrénie est caractérisée par des symptomes positifs, (ou psychotiques) et
cognitifs, ainsi que des symptdmes négatifs qui représentent la diminution de
comportements, pensées ou sentiments normalement présents (Husain and Roiser, 2018).
Au-dela de l'anhédonie proposée (Horan et al, 2006; Meehl, 1962), ils incluent des
dysfonctions motivationnelles, reconnues depuis longtemps (Kraepelin, 1921) et qualifiées
d’avolition (Messinger et al., 2011) ou d’apathie (Gard et al., 2009; Hartmann et al., 2015;
Kaiser et al.,, 2017; Kirkpatrick, 2014; Sagen et al., 2010; Yazbek et al., 2014). Certaines
équipes proposent méme qu’il n'y a pas de déficit hédonique chez ces patients mais
uniquement des troubles de la motivation (Foussias and Remington, 2010; Kraepelin, 1921).
Cette avolition observée chez le patient atteint de schizophrénie (par questionnaire) est en

forte relation avec des diminutions de performances en taches comportementales
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d’évaluation de la motivation (Barch et al., 2014; Bismark et al., 2018; Adam J Culbreth et al,,
2018; Fervaha et al., 2013; Gold et al., 2013; Green et al., 2015; Horan et al., 2015; Huang et
al., 2016; McCarthy et al., 2016; Moran et al., 2017; Serper et al., 2017; Strauss et al., 2016;
Treadway et al., 2015; Wang et al., 2015; Wolf et al.,, 2014), dans lesquelles les patients
schizophrénes sont moins a méme de fournir un effort ou de choisir I'option co(t élevé /
bénéfice élevé en comparaison aux individus contrdles et ce pour la plupart des taches
comportementales existantes (5 taches comparées au sein d’une méme cohorte) (Reddy et
al., 2015). Dans 50% des études, ces déficits ont été associés a un déclin cognitif (Adam J
Culbreth et al., 2018), qui est également robuste chez le schizophréne (Barch and Sheffield,
2017). D’autres études ciblent particulierement l'incapacité de ces patients a anticiper un
plaisir a venir conduisant a la réduction de I'effort investi sans modification du plaisir ressenti
au moment de l'obtention de la récompense (Kring and Moran, 2008; Strauss and Gold,

2012).

L’anhédonie chez les patients dépressifs a été précocement décrite (Klein, 1974). Elle
est souvent mal interprétée par les cliniciens (Treadway and Zald, 2011) puisque au-dela du
déficit a ressentir du plaisir, il apparait également que ces patients ont des difficultés a
déclencher un comportement, a exercer un effort et a le maintenir, qui en plus d’étre masqué
par le diagnostic d’anhédonie, sera défini comme de 'apathie, de I'anergie, de la fatigue ou
encore un retard psychomoteur (Demyttenaere et al., 2005; Marin et al., 1993; Salamone et
al., 2006; Stahl, 2002; Yuen et al., 2015). Une inhabilité de ces patients a exercer un effort a
cependant pu étre mise en évidence (Cléry-Melin et al.,, 2011; A. J. Culbreth et al., 2018;
Sherdell et al., 2012; Michael T. Treadway et al., 2012; Yang et al., 2016, 2014), altération qui
persiste aprés rémission (Pechtel et al., 2013). De plus, certaines études mettent en avant
I'inconsistance de la perte de plaisir induite par la dépression dans certaines cohortes de
patient, renforcant ainsi I'hypothése d’un déficit sélectif de la motivation chez certains
patients (Pizzagalli, 2014; Treadway and Zald, 2011) et suggérant I'existence de différents

types de dépression.

Les patients bipolaires ont également été diagnostiqués anhédoniques (Leibenluft et

al., 2003). Il est plus spécifiqguement rapporté que les patients unipolaires et bipolaires en
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phase dépressive ont une réduction des performances en PR de maniére similaire aux
patients atteints de dépression majeure (Hershenberg et al., 2016), I'une des rares études
transdiagnostique. Chez les bipolaires de type 2, avec des phases dépressives majoritaires et
des phases dites hypomaniaques, il semble que I'anhédonie soit associée a un déficit
d’anticipation de la récompense (Caseras et al., 2013; Fletcher et al., 2013; Whitton et al,,

2015).

Le méme type de symptoémes est observé lors des périodes d’abstinence de drogue
d’abus chez 'Homme (Volkow, 2001) et I'animal (Thompson et al., 2017) également qualifié
d’anhédonie par certains (Markou, 1998). De maniere plus précise, les dysfonctions
motivationnelles sont un élément clef des processus de mise en place de l'addiction
(Venugopalan et al.,, 2011; Vezina et al., 2002), puisque les personnes dépendantes aux
substances d’abus vont considérablement augmenter leurs efforts pour obtenir la substance
d’abus au détriment de tout autre forme de récompense, se traduisant par un déficit
généralisé de la motivation en faveur d’une impulsivité accrue dirigée vers la substance
d’abus. Autrement dit, le patient dépendant agit dans le but d’obtenir une faible récompense
immédiate plutdt qu’une plus grosse récompense, plus tardive ou moins concréte (Groman
and Jentsch, 2012; Trifilieff et al., 2017; Trifilieff and Martinez, 2014). De plus, I'impulsivité est

un potentiel phénotype prédictif de I'addiction (Belin et al., 2008; Dalley et al., 2011).

L'anhédonie et I'apathie sont des symptomes également classiquement décrits chez
les patients atteints de la maladie de Parkinson (Isella et al., 2003; Lemke et al., 2005). Plus
spécifiqguement, il a pu étre observé une réduction de leur capacité a fournir un effort pour
obtenir une récompense (Chong et al., 2015; Friedman et al., 2011; Porat et al., 2014; Shore
et al., 2011). La maladie d’Alzheimer va aussi mettre en jeu une potentielle dérégulation du
systeme de récompense et de motivation puisque des symptdmes anhédoniques (Starkstein
et al., 2005) ainsi que des déficits motivationnels et autres symptémes apathique (Lopez et
al., 2003; Siafarikas et al., 2018; Zhao et al., 2016) y ont été décrits. Cependant, la prévalence
de I'apathie chez ces patients est trés variable (entre 19% et 88% selon une méta-analyse)
supposément a cause de la difficulté d’isoler ce symptdme des symptomes de démence (Zhao

et al., 2016). Mais I"apathie est tout de méme considéré comme un marqueur important de la
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progression de cette maladie (Spalletta et al., 2015). Une étude transdiagnostique montre
que les troubles associés a I'apathie sont similaires entre les patients atteints d’Alzheimer et
de Parkinson (Dario et al., 2013). Des troubles du maintien de l'effort chez les patients
atteints du cancer sous traitement entrainant une forte réaction inflammatoire (Dantzer et
al.,, 2012) ou lors d’infections ou de maladies inflammatoires (Dantzer et al., 2008; Miller,
2009) ont également pu étre observés. Pour finir, la perte de motivation est décrite suite a un
AVC ou une lésion cérébrale traumatique, lors d’'une démence vasculaire et dans les maladies
de Huntington et de Pick (Husain and Roiser, 2018). A l'inverse, de maniére intéressante, les
patients atteints d’autisme ont plus de volonté a travailler pour une récompense (Damiano et
al., 2012) et cela sans prendre en compte le niveau de contingence entre la récompense et le
comportement a effectuer et malgré la présence du méme diagnostique d’anhédonie chez

ces patients (Chevallier et al., 2012).

Enfin, comme abordé plus t6t, il apparait que le terme clinique d’anhédonie, tel qu’il
est diagnostiqué dans toutes les pathologies susmentionnées, ne correspond réellement pas
a sa définition premiére. En effet, un test préclinique permettant de cibler plus précisément la
véritable hédonie, c'est-a-dire le plaisir percu par la consommation de la récompense, a été
adapté chez I'Homme. Il s’agit du test de préférence au sucrose classiqguement utilisé chez
I'animal bien qu’il existe des tests plus spécifiques encore (Delamater et al., 1986; Johnson,
2018). Cette translation de ’'Homme a I'animal a pour l'instant démontré que, pour certaines
pathologies citées ci-dessus comme la dépression majeure, les troubles bipolaires, la
schizophrénie ou 'autisme, il n"existe pas de déficit de la réactivité hédonique pour le sucrose
en comparaison aux contrdles (Berlin et al., 1998; Damiano et al., 2014; Dichter et al., 2010).
Cela veut dire que, soit ce test n’est pas valide chez 'Homme pour mesurer le plaisir, soit ces
maladies psychiatriques ne sont pas associées a ce déficit. Ce dernier point se confirme au fil
des études, en particulier pour la schizophrénie (Barch et al., 2015; Gard et al., 2007; Heerey

and Gold, 2007).

Collectivement, ces études démontrent que les déficits motivationnels face a un effort
a fournir ne sont spécifiques a aucune des pathologies citées ci-dessus. Pourquoi ces

différentes pathologies, qui conduisent dans leur ensemble a des troubles distincts,
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entrainent-elles des conséquences phénotypiques similaires telles qu’une réduction de la
motivation face a leffort? Cela sous-entendrait que ces altérations des processus
motivationnels pourraient étre sous-tendues par des perturbations de circuits cérébraux

communs.

1.4. Bases neurales

Aujourd’hui, nous avons considérablement enrichi nos connaissances a propos des
circuits neuronaux qui gerent l'information en rapport avec la valeur du stimulus
récompensant, la sélection de l'action qui guide le comportement et la régulation des
processus d’intégration du colt/bénéfice permettant d’initier et de maintenir ce

comportement.

1.4.1. Le réseau neuronal de la motivation

Un grand nombre d’études montrent que ['évaluation, la sélection et le
déclenchement d’'un comportement dirigé vers un but entraine 'activation d’un réseau de
structures cérébrales incluant le mésencéphale (contenant les noyaux dopaminergiques de la
substance noire ou SN et de |'aire tegmentale ventrale ou ATV), le striatum et diverses régions
du cortex (préfrontal, insulaire, cingulaire et pariétal) (Studer and Knecht, 2016). Plus
particulierement la computation « colt/bénéfice » est suggérée comme étant sous-tendue
par le striatum ventral (vStr), le pallidum ventral (PV) et le cortex préfrontal médian et
cingulaire antérieur (CPF médian et CCA respectivement) et I'amygdale (Amg) basolatérale
(Figure 6; Chong and Usain, 2016). Le cceur de ce réseau est composé de connexions
réciproques entre les noyaux dopaminergiques, le striatum et les structures corticales : les

voies dopaminergiques mesocorticolimbique et nigrostriée (Levy, 2012).
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N Figure 6 Schéma simplifié des régions

A \ impliqguées dans le circuit de la
: \ récompense et de la motivation chez
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\\""\\ A striatum. Les projections striatales vont

contacter le VP et la VTA (Husain et
Roiser 2018).

Dans la population générale, les individus qui possedent les plus hauts scores
d’apathie (évaluée par gquestionnaire) se sont révélés plus sensibles a I'effort physique
(déterminé par un test d’ « effort discounting ») et ont révélés une déconnexion fonctionnelle
entre plusieurs de ces structures (Bonnelle et al., 2015). De plus, des lésions de structures de
ce réseau, en particulier le noyau accumbens (NAc, sous-structure du vStr), le CPF médian ou
I’Amg conduisent a une réduction de la capacité a fournir un effort pour une récompense

(Chong et al., 2016; Kroemer et al., 2016).

Le vStr, principalement contacté par I'ATV, supporte |'activation des comportements
motivés dans le contexte plus général de I'apprentissage renforcant (Collins and Frank, 2016;
Mannella et al., 2013). L’anticipation d’une récompense entraine I'activation du vStr (Hahn et
al., 2009; Stice et al., 2009). De plus, le vStr apparait, et le NAc en particulier, comme
structure principale permettant |'évaluation de [|'utilité d’'un comportement et son
déclenchement (Kroemer et al.,, 2016). Des études d’imagerie ont identifié cette structure
comme impliquée dans les processus d’évaluation de colt / bénéfice (Botvinick et al., 2009;
Croxson et al., 2009; Kurniawan et al., 2010; Schmidt et al., 2012).

Le striatum dorsal (dStr), qui recoit majoritairement les projections dopaminergiques
originaires de la SN a surtout été étudié pour son implication dans la planification, I'exécution
et 'automatisation des comportements moteurs. Il a par conséquent été surnommé
« I'acteur » des voies du traitement de la récompense (O’'Doherty, 2004) en addition au vStr.
En effet, une connectivité ascendante, dopamine dépendante, allant du vStr vers le dStr a été
décrite (Haber et al., 2000) traduisant le mécanisme par lequel la motivation va influencer les

fonctions motrices et les réponses comportementales appropriées a l'environnement.
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Supportant cette hypothese, une étude a montré que la Iésion des neurones du dStr, laissant
le vStr intact, n’entrainait pas de déficit en PR mais impactait d’autres fonctions motrices
(Eagle et al., 1999). Les distinctions entre vStr et dStr sont cependant artificielles et il
semblerait que la séparation du striatum, basée sur la fonctionnalité des différentes sous
structures, soit autant médio-latérale que ventro-dorsale (Voorn et al., 2004). On distingue
ainsi le Str dorso-médian du Str dorso-latéral. La région dorso-médiane est suggérée comme
contrélant I'attention et la vigueur de la réponse durant une tache motivationnelle (Panigrahi
et al.,, 2015) alors que la dorso- latérale serait impliquée dans le contrbéle des actions
habituelles (Burton et al., 2015). Pour résumer, le Str dorso-latéral peut étre qualifié de
striatum moteur, dont la ressource est le mouvement, le Str dorso-médian de striatum
cognitif, qui joue un réle dans la prise de décision de s’investir ou non dans un comportement
et enfin le NAc de striatum motivationnel qui indique qu’il faut s’engager dans un effort et le
maintenir pour une certaine durée (Berke, 2018).

Le Str est fortement contacté par les noyaux dopaminergiques de la SN (voie
nigrostriée) et de I’ATV (voie mésolimbique) et il a été observé que l'activité des structures
SN/VTA, induite par I'anticipation d’une récompense, était fortement corrélée a la libération
de dopamine dans le striatum ventral (Schott et al., 2008). Cependant, certaines études
montrent que le colt (ou la quantité d’effort a fournir) pour obtenir une récompense
réduisait la réponse neuronale enregistrée dans ces noyaux (Pasquereau and Turner, 2013;
Varazzani et al., 2015). Cela suggéere que ces régions encodent la valeur d’'une récompense et
réactualisent cette valeur en fonction de l'effort qu’il va falloir fournir pour |'obtenir.
Cependant, ces études restent corrélatives. L'implication directe de I'activité de I'ATV dans la
modulation de la motivation est plus complexe a mettre en évidence puisque son inactivation,
par utilisation d’une approche pharmacogénétique, entraine une suppression générale de Ia
locomotion (Marchant et al., 2016). Cependant, certaines études ont décrit son rble dans les
performances en PR par des approches pharmacologiques plus ciblées (Sharf et al., 2005).

Le PV est une autre structure supposément impliquée dans ['activation d’un
comportement puisqu’il recoit principalement les projections GABAergiques provenant du
NAc (Root et al., 2015). Mais il n’existe que tres peu de données le démontrant directement,
puisque la majeure partie des études comportementales impliquant le PV se sont focalisées
sur son implication dans 'addiction, donc avec pour récompense, une substance d’abus (Root

et al., 2015). Cependant, quelques études supportent I"hypothese d’une implication majeure
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de la connexion entre le NAc et cette structure pour la modulation de la motivation pour une
récompense naturelle (Farrar et al., 2008; Gallo et al., 2018; Mingote et al., 2008) ce qui est
cohérent puisque c’est une voie de sortie principale du NAc.

Le Str et les structures corticales (surtout préfrontales) operent ensemble pour un
fonctionnement optimal des comportements orientés vers un but (Haber, 2016; Krawczyk,
2002). En effet, les boucles cortico-striatales sont organisées en spirale ascendante a I'image
de la connectivité entre le Str et les noyaux dopaminergiques (Haber, 2016). Le CPF ventro-
médian et le CCA sont fonctionnellement connectés au Str et a d’autres structures limbiques
(“Frontal-subcortical circuits and neuropsychiatric disorders,” 1994) et jouent un réle
essentiel dans le traitement de la récompense et l'initiation, la planification et le contréle des
comportements dirigés vers un but. Il existe de nombreuse d’évidence qui impliquent le CPF
ventro-médian dans la régulation de I'estimation de I'utilité d’un comportement dirigé vers
un but (Chong et al., 2017; Kroemer et al., 2016). La connectivité entre le NAc et le CCA joue
un réle majeur pour la motivation (Croxson et al., 2009; Hauber and Sommer, 2009; Park et
al., 2015) ainsi que la transmission dopaminergique au sein de cette derniére (Schweimer and
Hauber, 2006). Le CCA se révele important pour I'apprentissage et la stratégie d’allocation de
I'effort a fournir pour obtenir une récompense (Klein-Flugge et al., 2016; Kroemer et al.,
2016) et il semble particulierement mis en jeu dans la modulation de la motivation dans les
contextes impliquant une prise de décision (tache de choix li¢ a I'effort) (Walton et al., 2009)
ou lorsque l'effort a fournir est cognitif (Hosking et al., 2014). Des données contradictoires
existent concernant le cortex orbito-frontal et son implication dans les performances d’un
animal au cours d’une tache de PR ou il est montré comme impliqué (Cetin et al., 2004;
Gourley et al.,, 2010) ou non (Kheramin et al., 2005). Enfin, I'aire motrice supplémentaire
(AMS) est un acteur potentiel du circuit neuronal de la motivation qui pourrait notamment
agir sur la vigueur de la réponse motivée en modulant la perception subjective de |'effort a
fournir pour obtenir la récompense (Kroemer et al., 2016).

L’Amg posséde une forte connectivité avec le vStr (Haber and Knutson, 2010) et le CCA
(Floresco and Ghods-Sharifi, 2006). En plus de son implication dans les processus
émotionnels, elle apparait comme impliquée dans I'encodage de la pertinence d’un stimulus
motivationnel par le biais de I'intégration d’informations contextuelles (Anderson and Phelps,
2001; Haber and Knutson, 2010; Ousdal et al., 2012). Son implication dans les comportements

motivés face a l'effort vient, entre autre, d’une étude ouU son inactivation entraine la
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réduction des performances des animaux en conditionnement opérant (Simmons and Neill,
2009). Pour finir, d’autres structures font partie de ce réseau et ont été montrées comme
modulant la motivation comme I"hippocampe ventral (Chambers, 2002) ou le noyau sous
thalamique (Baunez et al., 2002; Bezzina et al., 2008).

[l faut retenir que d’une part, le NAc et le PV apparaissent comme majeurs pour
alimenter le comportement face a I'effort. D’autre part, les régions corticales, comme le CPF
meédian ou le CCA, sont cruciaux pour comparer les colts et bénéfices des différentes
possibilités, fonction qui devient capitale lorsque plusieurs choix s’offrent a I'organisme
(Bailey et al., 2016). Le neurotransmetteur mis en jeu dans la régulation de I'activité de toutes
les structures citées ci-dessus, lors de I'élaboration d’un comportement motivé, est la

dopamine originaire de I’ATV en particulier.

1.4.2. Le systéme dopaminergique

1.4.2.1. Ladopamine

La dopamine fait partie des catécholamines. C'est un neuromodulateur critique pour
I'apprentissage et la motivation modulant les performances d’un comportement donné (la
motivation) et affectant les comportements futurs (I'apprentissage) (Berke, 2018). Elle régule
généralement les transmissions neuronales rapides glutamatergiques et GABAergiques
(Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Elle est impliquée dans la régulation de plusieurs circuits :

nigrostrié, mésolimbique et mésocortical principalement (Figure7).

Figure 7 Illustration schématique des différentes
voies dopaminergiques (mésolimbique,
mésocorticale et nigrostriée) et des voies
glutamatergiques et GABAergiques régulées par

et régulant la transmission dopaminergique
; (Treadway et Zald, 2011). Amyg = amygdale ;
. Caud/Put = noyau caudé-putamen (dStr) ; DA =
S\ Dopamine ; GABA = projections GABAergiques ;
Glu = projections glutamatergiques ; Hipp =

— Glu
———e GABA
- Mesolimbic DA

Mesocortical DA
—— Nigrostriatal DA

hippocampe ; NAcc = nucleus accumbens ; SN =
substance noire ; VP = pallidum ventral ; VTA =

aire tegmentale ventrale.



Il existe également un systeme dopaminergique dit tubéro-infundibulaire, originaire
du thalamus et régulant la sécrétion d’hormones. Elle est également présente en périphérie
modulant ainsi des nombreux processus physiologiques incluant les fonctions

cardiovasculaires, sympathiques et rénales (Beaulieu and Gainetdinov, 2011).

Au niveau structural et cellulaire, I'aire tegmentale ventrale (noyau A10) et la
substance noire (noyau A9), ainsi que l|'aire rétrorubrale (noyau A8), composent le
mésencéphale dopaminergique. Les cellules dopaminergiques déchargent en permanence a
faible fréquence (activité tonique, 1-8 Hz) et vont occasionnellement émettre de brefs bursts
(activité phasique, >15Hz) (Berke, 2018). Les neurones dopaminergiques de la VTA projettent
en particulier sur le vStr et le CPF, les neurones de la SN vont eux, projeter majoritairement
sur le dStr (Tritsch et al., 2012; Tritsch and Sabatini, 2012). Comme dit précédemment, la
connectivité fonctionnelle entre ces noyaux dopaminergiques et le Str s’apparente a un
réseau en boucle ascendante (Haber et al., 2000) partant des connexions les plus ventrales
(VTA-NAc) et remontant vers les connexions les plus dorsale (SN-dStr). Le Str constitue donc
la structure centrale intégrant les signaux dopaminergiques. Il recoit des afférences
excitatrices provenant du cortex et du thalamus. Il est composé de trois principaux types
cellulaires : les neurones épineux moyens (ou medium spiny neurons, MSN) qui représentent
environ 95% des neurones striataux, les interneurones cholinergiques (INC) et les
interneurones GABAergiques (Burke et al., 2017) tous modulés par la dopamine. Les MSNs
sont des neurones GABAergiques formant deux populations distinctes : I'une exprimant le
récepteur a la dopamine D1 contactant la SN/VTA et I'autre exprimant le récepteur a la
dopamine D2, toutes deux classiquement décrite comme voie directe et voie indirecte
respectivement en raison de leurs projections distinctes (DeLong, 1990). Mais ce modéle est
basé sur 'organisation du dStr, organisation non commune au vStr (Fuccillo, 2016; Kupchik
and Kalivas, 2017) (Figure 8). De plus la connectivité intra-striatale présente ces deux voies
(directes et indirectes) comme structurellement et fonctionnellement interconnectés,
organisation qualifiée d’inhibition latérale (Dobbs et al, 2017, 2016) (Figure 9). La
qualification de voie directe et indirecte concerne également la fonctionnalité du réseau. En
effet le modele du « Go/No Go », dans le dStr, supporte I'existence d’effets opposés de la
dopamine, qui stimule la voie « Go » directe (dIMSNs) et inhibe la voie « No Go » indirecte
(iMSNs), résultant en une facilitation du comportement (Cui et al., 2013; Hikida et al., 2010;
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Kravitz et al., 2012). Ce modeéle, qui oppose les voies directe et indirecte sur le plan
fonctionnel est potentiellement valide pour tout le Str, y compris le ventral malgré les
différences de connectivité (Bamford et al., 2018) mais le débat est ouvert et les résultats ne
vont pas tous dans le méme sens (Flanigan and LeClair, 2017) comme nous le décrirons plus
tard. En résumé, les neurones dopaminergiques provenant du mésencéphale vont largement
contacter les MSNs, entre autres, qui recoivent également des entrées glutamatergiques
originaires du thalamus et du cortex (Lovinger and Tyler, 1996; Matsuda et al., 2009; Nicola et
al., 2000). La dopamine va alors, via lactivation de récepteurs dopaminergiques
postsynaptiques, moduler ces afférences excitatrices (Nicola et al., 2000), affinant ainsi les
signaux passants par le Str (les renforcant ou les supprimant) facilitant in fine I'expression de

I"action la plus appropriée (Bamford, 2004; Nicola et al., 2000).
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Figure 8 Représentation des entrées, sorties et connections locales du striatum. (A) Les
entrées excitatrices connues sur différentes régions striatales incluant le striatum dorso-
médian (DMS), dorso-latéral (DLS) et le noyau accumbens (NAc). Ces régions sont également
toutes sous controle de la dopamine. (B) Les neurones majoritaires du dStr sont représentées
ainsi que leurs projections (MSN D1 ou D2 et interneurones IN). Les neurones de la voie
directe exprimant le RD1 (rouge) projettent directement sur la substance noire réticulée (SNr)
et le globus pallidus interne (Gpi) alors que les neurones de la voie indirecte exprimant le RD2
(vert) projettent indirectement sur ces mémes structures en passant par le globus pallidus
externe. (C) Les neurones majoritaires du NAc core sont représentés ainsi que leurs
projections (MSN D1 ou D2 et interneurones IN). Les iMSN (vert) projettent indirectement sur
le thalamus et l'aire tegmentale ventrale (ATV) en passant par le pallidum ventral (PV). Les
dMSN (rouge) projettent directement et indirectement sur I'ATV en passant également par le
relai du PV (adaptée de M.V. Fuccillo, 2016).
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Figure 9 Inhibition latérale des iIMSN GABAergiques sur
les dMSN (Adaptée de Dobbs et al., 2017).

Au niveau synaptique, la dopamine va pouvoir interagir avec les 5 récepteurs
dopaminergiques connus, qui sont membres de la superfamille des récepteurs couplés a des
protéines G (RCPG) (Neve, 2010) et sont classifiés comme « D1-like » (RD1 et RD5) ou « D2-
like » (RD2, RD3 et RD4) en fonction de leurs séquences et propriétés de transduction
cellulaires (Civelli, 1995), la classe « D1-like » étant couplé a une protéine Gs/olf excitatrice et
la classe « D2-like » a une protéine Gi/o inhibitrice. De cela résulte une des raisons de la
différence fonctionnelle entre neurones de la voie directe et indirecte mentionnée plus tét. La
distribution de ces récepteurs dans le cerveau varie considérablement (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011; Bentivoglio and Morelli, 2005; Guillin et al., 2001). Les RD1 et RD2 sont
densément et majoritairement répartis dans le Str ainsi que dans le CPF. Le RD2, de par sa
fonction d’autorécepteur, se retrouve dans les SN/ATV. Les RD3 sont particulierement
distribués dans le shell du NAc, le mésencéphale et le pallidum. La répartition des RD4 et 5 est

qguant a elle trés limitée.

Du point de vue fonctionnel, la dopamine joue un réle critique pour le contréle de
I'action et I'activation des comportements. En conséquence, une absence de transmission
dopaminergique entraine une sévere apathie et, au final, entrainera la mort de I'animal
(Palmiter, 2011). Le role de la dopamine n’est pas unique, c’est pourquoi il ne faut pas la
considérer comme un signal global. En effet, malgré une absence de frontiére anatomique

marquée, les cellules dopaminergiques sont diverses (au niveau moléculaire et
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physiologique), et projettent sur différentes structures (e.g. dStr vs. vStr), qui elles méme
recoivent des entrées corticales différentes qui vont, en conséquence, servir différents
processus (Berke, 2018). Le systéeme dopaminergique mésocorticolimbique, quant a lui, est
considéré comme central au sein du systeme cérébral de récompense et de motivation
(Robbins and Everitt, 2007; Salamone et al., 2006). Ce « circuit de la récompense » est
constitué des neurones dopaminergiques de I’ATV projetant sur une région étendue d’aires
corticales et sous-corticales, incluant le NAc, le CPF, 'Amg et I'"hippocampe (Hc) (Figures 6 et
7). Le NAc, structure centrale de ce circuit, est une structure sous corticale composée d’une
partie dorso-latérale, le Core et d'une partie ventro-médiane, le Shell qui sont
structurellement et fonctionnellement différentes (Chau et al., 2004). En particulier, mis a
part les projections dopaminergiques, les efférences et afférences entre ces deux structures
sont distinctes. Le Core recoit des informations du CPF dorso-médian et projette sur la partie
dorsale du PV et sur la SN alors que le Shell recoit les axones du CPF ventro-médian et
projette sur le PV ventral et sur I'ATV (Buot and Yelnik, 2012). Le Shell est également
fortement connecté a d’autres structures limbiques comme I'Hc et I’Amg (Chau et al., 2004;

Sokoloff et al., 2006).

L'identification des fonctions de ce circuit repose sur I'étude du role de la dopamine
dans le renforcement, qui a commencé a devenir prépondérante dans les années 1970. Les
premieres expériences de lésion des voies dopaminergiques, entrainant une extréme
réduction des mouvements (Ungerstedt, 1971), ont d’abord conduit a étudier son implication
dans le contrble des fonctions motrices. L'utilisation de I"autostimulation intracraniale était
alors commune et quelques chercheurs ont vu le potentiel de cette technique pour étudier
les fonctions renforcantes de la dopamine en stimulant les noyaux dopaminergiques (Crow,
1972; Routtenberg and Malsbury, 1969). On découvre alors que l'autostimulation
intracraniale, ainsi que I'auto-administration de drogue d’abus comme I'amphétamine et la
cocaine, s’arrétent apres administration d’un antagoniste dopaminergique ou une lésion des
structures dopaminergiques (Wise, 2008). Ces antagonistes entrainaient également une
réduction des appuis levier pour une récompense alimentaire induisant ainsi un état
anhédonique chez I'animal (Wise, 1982; Wise et al., 1978). Ces données conduisent la
communauté scientifique a penser que la dopamine régule |'effet récompensant produit par
les récompenses, naturelles ou non. Cest l'apparition de la notion de circuit de la
récompense. Cette théorie suppose que |'expérience plaisante de la consommation d’une
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récompense résulterait de 'activation de ce circuit. Cependant cette hypothése va, par la
suite, étre remise en question (Nicola, 2016). Dans les années 1990, W. Schultz et son équipe
découvrent que les neurones dopaminergiques encodent les modifications ou les erreurs de
prédiction d’évenements récompensant a venir (Schultz et al., 1997). Puis, I'équipe de K.
Berridge, avec le modeéle de I'« incentive salience », proposent que la dopamine régulerait la
motivation, rendant I'animal plus a méme de s’engager dans une action pour interagir avec la
récompense, créant ainsi la notion de « wanting » ou de désir d’un stimulus motivationnel.
Elle n’aurait cependant aucun effet sur I'autre parametre proposé, le « liking » représentant la
valeur hédonique de la récompense, dépendant de la transmission opioidergique, et qu’ils
mesurent a l'aide d’un test qui reste aujourd’hui encore I'un des meilleurs moyens de
mesurer le « liking », la réactivité faciale induite par la récompense (Berridge, 2000). L'équipe
de J.D. Salamone proposent ensuite que la dopamine serait responsable du déclenchement et
du maintien d’'un comportement pour un stimulus motivationnel, introduisant alors la notion
d’effort (Salamone and Correa, 2012). Plus précisément, elle régulerait les composantes
activatrice et directionnelle de la motivation a obtenir une récompense, mais ne modulerait

pas les aspects hédoniques et consommatoires de cette récompense (Figure 10).
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dependent
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Figure 10 Impact de la dopamine sur les comportements
motivés. Proposition d'un modele dans lequel la
transmission dopaminergique mésolimbique module les
comportements motivés nécessitant un effort. A l'inverse,
les comportements consommatoires semblent beaucoup
moins sensibles a cette transmission dopaminergique
(Salamone et Correa, 2012).

53



1.4.2.2. Transmission mésolimbique et motivation

De nombreuses études démontrent |'implication de la voie mésolimbique
dopaminergique dans les processus d’activation comportementale en addition a son effet
pro-locomoteur (Salamone and Correa, 2012). Il existe donc un chevauchement fonctionnel
entre motivation et contréle moteur ce qui rend difficile, lors de I'étude spécifique d’un de
ces processus, I'exclusion de I'autre dans les conclusions finales. Ceci n’est par ailleurs pas le
cas pour les autres facteurs potentiellement confondants. En effet, un nombre considérable
d’études démontre que la dopamine n’intervient pas dans les processus de réactivité
hédonique (Olney et al.,, 2018) et la prise alimentaire de base, ou motivation primaire
(Salamone and Correa, 2012), bien que la deuxieme affirmation soit encore discutée

aujourd’hui (Ferreira et al., 2012; Tellez et al., 2016).

Une hypothese propose que les fonctions motivationnelles sont sous le contrdle de
I'activité  phasique dopaminergique, se traduisant par de rapides modulations
dopaminergiques régulant I'excitabilité des MSNs (Berke, 2018) alors que l'activité tonique
permettrait un maintien de I'état de veille motivationnelle pour garder le systéme sensible
aux stimuli recus (Bromberg-Martin et al., 2010; Dreyer et al., 2010). La dopamine permettrait
alors d’apprendre un renforcement et de |'anticiper, d’évaluer le rapport colt/bénéfice d’une
action, ainsi que de déclencher et d’alimenter cette action (Chong, 2018). Plus globalement,
elle servirait a indiquer la valeur du « travail a fournir » (Hamid et al., 2016). Le lien entre
dopamine et motivation n’est donc plus a démontrer mais notre compréhension des
mécanismes reste a ce jour trés générale puisque I'exacte contribution fonctionnelle des
différentes régions dopaminoceptives dans ce réseau ainsi que les sous réseaux
dopaminergiques impliqués dans la régulation de la motivation sont encore largement
méconnus.

Chez I'Homme, la prévalence du choix en faveur de l'alternative du plus gros effort a
fournir a été associée a une plus importante libération de dopamine dans le Str et le CPF
ventro-médian, via I'utilisation de la technique de tomographie par émission de positron (TEP)
(M. T. Treadway et al., 2012). De plus, la dopamine striatale se révele étre primordiale dans
les processus permettant a l'individu de surmonter les hauts niveaux d’effort imposés pour

obtenir le but désiré (Botvinick et al.,, 2009; Kurniawan et al., 2010). Ainsi la déplétion
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nutritionnelle en précurseurs dopaminergiques, réduisant alors la synthese de dopamine,
entraine une réduction des performances lors d’un choix pour obtenir une récompense
(Roiser et al., 2005) ainsi qu’une réduction de I'activité striatale induite par la recherche d’une
récompense (Bjork et al., 2014). Récemment, une étude a montré que l'inhibition de la
synthése de catécholamines dérégulait la capacité de sujets sains a fournir un effort pour
obtenir une récompense (Mueller et al., 2018). De plus, une corrélation positive entre
I"activité du vStr et du mésencéphale avec la quantité de récompense attendue a également
été mise en évidence (Croxson et al.,, 2009). Un certain nombre d’études montre que la
potentialisation de la transmission dopaminergique (L-DOPA, Amphetamine, Metylphenydate,
agoniste des RD2/3) augmente la vitesse (Guitart-Masip et al.,, 2012) et la vigueur de la
réponse (Zenon et al., 2016), la quantité d’effort fourni (Chong et al., 2015; Wardle et al,,

2011) mais également les choix risqués (Rutledge et al., 2015).

Chez I'animal, la libération de dopamine dans le NAc, et en particulier dans le Core, a
été observée comme centrale dans la modulation de la motivation, ce qui en fait un acteur
principal de l'interface « limbique-motrice » traduisant la motivation en action (Chong and
Husain, 2016; Mogenson et al., 1980). En effet, de plus en plus de données montrent qu’un
déficit dopaminergique ou une lésion de ce systéme résultent en une diminution de la
motivation a l'effort. De maniere importante, une lésion des neurones dopaminergiques
projetant sur le NAc (Core ou Shell) n’a que trés peu d’'impact sur les performances en FR1 qui
ne nécessite que tres peu d’effort (Salamone et al., 2005; Salamone and Correa, 2002).
L'augmentation du colt (FR5) conduit a une réduction des performances de I'animal
uniquement lorsque les projections vers le Core sont |ésées et |la seule corrélation évidente
s’est trouvée étre entre le nombre d’appuis leviers et la dopamine présente dans le NAc Core
(Sokolowski and Salamone, 1998). Enfin, la déplétion dopaminergique sélective du Core
entraine une réduction des performances dans des taches de PR+1 et PR+2, effet croissant
avec 'augmentation de I'effort (Hamill et al., 1999).

En accord avec ces résultats, de nombreuses études démontrent que la transmission
dopaminergique dans le NAc, est nécessaire pour gu’un animal investisse de I'effort dans le
but d’obtenir une récompense. Par exemple, des Iésions du NAc (Cardinal, 2001; Hauber and

Sommer, 2009), une déplétion dopaminergique dans le NAc (E. J. Nunes et al., 2013; Randall
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et al., 2014; Salamone et al., 2007) ou I'administration d’antagonistes dopaminergiques, que
I"'administration soit systémique (Caul and Brindle, 2001; Cheeta et al.,, 1995; Denk et al.,
2005; Olarte-Sanchez et al., 2013; Sink et al., 2008; Yohn et al., 2015), intra-ventriculaire
(Robles and Johnson, 2017) ou spécifique du NAc Core (Bari and Pierce, 2005; Nowend et al.,
2001), conduisent a une diminution de la motivation (Salamone and Correa, 2012). A
I'inverse, des substances augmentant la dopamine extracellulaire (e.g. de faible doses
d’amphétamine qui conduisent a une augmentation de la transmission dopaminergique)
induisent une augmentation de la tolérance de I'animal face a une augmentation de I'effort a
fournir (Bailey et al., 2015; Bardgett et al., 2009; Floresco et al., 2008; Mayorga et al., 2000;
Randall et al., 2015; Sommer et al., 2014). De plus, les variations interindividuelles des niveaux
de dopamine striatale sont prédictives des performances motivationnelles (Randall et al.,,
2012). Cependant, I'exact fonctionnement de la transmission de dopamine modulant les
processus motivationnels est encore débattu. Certains suggérent que les niveaux toniques de
dopamine dans le NAc signalent le colt d’'une récompense (Niv et al., 2007; Salamone and
Correa, 2012) mais la réalité est sans doute plus complexe mettant en jeux des processus
synaptiques bien spécifiques (transmission post-synaptique, contrdle local de libération de

dopamine...) (Berke, 2018).

D’autres études montrent également que le NAc Core pourrait impacter sur la
motivation en modulant la flexibilité des comportements d’approche, mais dans ces
paradigmes impliquant un choix face a différentes possibilités (taches de choix lié a I'effort), il
semblerait que la transmission dopaminergique dans les régions corticales devienne
prépondérante (Bailey et al., 2016). De plus il est proposé que 'effet la dopamine sur I'effort
semble plus spécifique a I'effort physique qu’a I'effort cognitif. En effet, une étude suggere
que la dopamine ne jouerait qu’'un réle secondaire dans la modulation de la motivation
cognitive puisque les antagonistes dopaminergiques induisent une réduction de la volonté a
effectuer un effort physique mais pas un effort cognitif (Hosking et al., 2015). Il est cependant
également proposé que les dysfonctions de ces 2 sous-types de la motivation puissent
survenir par le biais de dysfonctions dopaminergiques similaires (Schmidt et al., 2012). Il sera
donc important dans 'avenir de dissocier les symptémes d’amotivation comportementale et
cognitive pour en comprendre les mécanismes sous-jacents.

En résumé, toutes ces études suggerent que la motivation d’un animal a exercer un

effort, physique en particulier, pour obtenir une récompense est en grande partie spécifique
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de la transmission dopaminergique dans le NAc Core. Cependant, les études visant a
augmenter la motivation en stimulant la transmission dopaminergique, par |'utilisation de
substances pharmacologiques chez un sujet contréle sont peu nombreuses notamment a
cause des limitations induites par I'augmentation non spécifique de dopamine dans le
cerveau (en terme de temps, de région ou de cible cellulaire) ainsi que les potentielles cibles
non dopaminergiques des substances utilisées. Comprendre le role des différents récepteurs
dopaminergiques, des différents types neuronaux dopaminoceptifs et du réseau global
modulant la transmission dopaminergique est primordial pour approfondir les connaissances

sur les processus motivationnels et améliorer les traitements des troubles associés.

Dans ce but, plutot que d’augmenter les niveaux de dopamine de maniére non
sélective, il est aujourd’hui de plus en plus courant d’utiliser d’autres approches plus précises
et sélectives.

1) Les approches pharmacologiques récentes visent a cibler un récepteur spécifique
voire une voie de signalisation particuliere a I'aide des drogues dites « intelligentes ». L'une
des cibles majoritaires du systeme dopaminergique pour traiter de nombreuses pathologies
neuronales, comprenant souvent les troubles de la motivation, est le RD2 (Moritz et al., 2018;
Urs et al., 2017). Mais 'efficacité de ces drogues pour traiter les déficits motivationnels est
bien souvent limité de par leur fonction unique (agoniste ou antagoniste). Cette nouvelle
approche consiste donc a utiliser des agonistes partiels qui vont agir, en fonction de la
situation synaptique, en tant qu’agoniste ou antagoniste, stabilisant ainsi un systeme
dérégulé (Urs et al.,, 2017, 2016). De plus, ces agonistes, de par leur structure, ont une
sélectivité fonctionnelle, c'est-a-dire qu’ils vont pouvoir activer spécifiquement une seule des
voies possibles en aval du récepteur (Urs et al.,, 2017, 2016). Le développement de ces
nouvelles substances permettra d’étudier précisément la spécificité d’action d’un récepteur,
voire d’une voie de signalisation sélective dans le fonctionnement ou le dysfonctionnement
d’un processus.

2) Il existe un grand nombre de lignée de souris génétiquement modifiées ou
d’approches virales qui permettent d’examiner le rble spécifique de la dopamine dans
différentes régions cérébrales et types cellulaires. L'équipe de C. Kellendonk a par exemple
mis en évidence le r6le majeur de la transmission dopaminergique dépendante du RD2 dans
le Str, et en particulier la mise en place du réseau qui en dépend, pour I'expression normal de
la motivation en utilisant un modele de surexpression transgénique développementale du

57



RD2 (Drew et al., 2007; Simpson et al.,, 2011; Ward et al., 2012). Ce modele animal est
d’ailleurs considéré aujourd’hui comme un modele préclinique pertinent de la schizophrénie
par les cliniciens (Abi-Dargham, 2017) puisque |origine de cette maladie est
développementale, que la fonctionnalité du RD2 semble étre mise en jeu dans la
Schizophrénie (Frankle et al., 2018) et que ce modéle est caractérisé par certains symptomes
de cette pathologie (Drew et al., 2007; Simpson et al., 2011; Ward et al.,, 2012). Il y est
notamment question du lien entre altération de la voie de signalisation du RD2 au cours du
développement et I'émergence des symptdmes négatifs et cognitifs (e.g. les déficits
motivationnels), qui précedent l'apparition des psychoses chez certains patients (Abi-
Dargham, 2017). De plus, la surexpression virale de ce récepteur a I'age adulte dans le NAc, et
pas dans le dStr, potentialise la motivation des animaux en tache de PR et tache concurrente
(Gallo et al., 2018; Trifilieff et al., 2013). Une délétion génétique de ce récepteur entraine,
quant a elle, une réduction de la volonté a fournir un effort (Tran et al., 2002). La
surexpression du RD3 dans le Str semble également avoir des conséquences sur la motivation
(Simpson et al., 2014). Ces études démontrent le role majeur du RD2 (et R « D2 like ») et de la
voie indirecte dans la régulation de la motivation.

3) La manipulations directe des voies neuronales principalement impliqués dans les
processus motivationnels est également rendue possible aujourd’hui, notamment via
I"utilisation des techniques d’optogénétiques et de pharmacogénétiques. Par exemple, deux
études montrent que l'expression d'un récepteur DREADD couplé a une protéine Gi
spécifiqguement dans les neurones de la voie indirecte du NAc, résultant en une inhibition de
cette voie lors de I'injection du ligand exogene, le CNO, conduit a une potentialisation de la
motivation en tache de PR (Carvalho Poyraz et al.,, 2016; Gallo et al.,, 2018). D’autre part,
I'activation optogénétique in vivo de cette méme voie indirecte pendant I'exposition au
stimulus conditionnel en début de PR, conduit a une réduction des performances des
animaux dans cette tache de facon similaire a I'activation de la voie directe (Natsubori et al.,
2017; Soares-Cunha et al., 2016). Le role exact de I'activité des iMSN dans la régulation de la
motivation est donc controversé puisque des arguments en faveur du modeéle « go/no go » se
confrontent aux arguments d’une fonction motivationnelles partagées entre dMSN et iMSN
(Flanigan and LeClair, 2017). Cependant, il est intéressant de noter que I'un des facteurs
opposant ces deux hypotheses est méthodologique, opposant les résultats obtenus par

pharmacogénétique et optogénétique. D’autres études vont alors étre nécessaires pour
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comprendre la fonctionnalité de ce réseau. Enfin, c’est avec ces méthodes optogénétiques et
pharmacogénétique que le rbéle dans les processus de récompense de linhibition latérale,
inhibition spécifique des projections de la voie indirecte sur la voie directe, a pu étre mis en
évidence (Dobbs et al.,, 2016). Ces études sont toutes trés récentes et des données
supplémentaires sont nécessaires pour permettre une meilleure compréhension de la
fonctionnalité de la voie mésolimbique et de la transmission dopaminergique au niveau des
MSNs en particulier. Cependant, aux vues de I'apport non négligeable de ces résultats dans la
compréhension des processus neuronaux modulant la motivation, ces techniques
représentent une avancée majeure pour |'étude des fonctions spécifiques de voies
neuronales dans |'expression d’un comportement.

Dans leur ensemble, ces données mettent en évidence le réle majeur de la dopamine
mésolimbique dans la modulation des processus motivationnels dont un modéle fonctionnel,

basé sur celui du dStr, est présenté en Figure 11.
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Activation de la motivation

Figure 11 Représentation schématique de la transmission dopaminergique sur les dMSN et
les iMSN basé sur le modéle « Go/No Go » du dStr et son implication dans les processus
motivationnels. Glu : glutamate, DA : dopamine, RD1 : récepteur D1 a la dopamine, RD2 :
récepteur D2 a la dopamine, Gi/o : protéine G inhibitrice, Gs/olf : protéine G excitatrice,
iMSN : neurones de la voie indirecte, dMSN : neurones de la voie directe.
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1.5. Les pathologies associées aux troubles de la motivation : la transmission mésolimbique

comme endophénotype commun ?

1.5.1. Observations clinigues

1.5.1.1. Laschizophrénie

L'altération de la transmission dopaminergique est postulée comme étant un
endophénotype majeur de la schizophrénie. L’hypothese dopaminergique (Baumeister and
Francis, 2002) propose que les symptomes positifs et négatifs résultent d'une dysfonction
dopaminergique. L'implication du vStr dans les symptémes anhédoniques est supporté par les
résultats obtenus par IRM fonctionnel (Harvey et al., 2010; Lee et al., 2012). Plus précisément,
I'apathie ou les autres symptémes négatifs ont été attribués a un déficit de la transmission
dopaminergique, et en particulier dans le vStr (Wolf et al., 2014; Ziauddeen and Murray,
2010) et le CPF (Brisch et al., 2014; Huang et al., 2016; Pogarell et al., 2012; Wolf et al., 2014)
ou bien encore d’une déconnexion fonctionnelle entre le Str et le CCA (Park et al., 2015). Les
phases de psychoses sont quant a elles, associées a une potentialisation de la transmission
dopaminergique striatale (Fusar-Poli and Meyer-Lindenberg, 2013). Une hypothése propose
de réconcilier ces deux phénomeéenes opposés, I'hypothéese de '« abberant salience » qui se
base elle-méme sur I'observation qu’une élévation trop importante de dopamine dans le NAc
pourrait conduire a une perte du sens de l'information motivationnelle (Adam J Culbreth et
al., 2018). Cela résulterait en I'apparition des symptomes positifs de la schizophrénie (Howes
et al., 2009). Cette transmission dopaminergique anormale va donc entrainer de maniére plus
générale, une assignation aberrante de la valeur de certains stimuli (Kapur, 2003; Kapur et al.,
2005). En effet des études d’imagerie ont permis d’établir des corrélations entre les réponses
striatales aberrantes et les symptomes psychotiques (Howes et al.,, 2009), ainsi qu’une
réduction de l'activité du vStr pour un stimulus pertinent (Morris et al.,, 2012) et une
augmentation de celle-ci pour un stimulus aberrant (Gold et al.,, 2008). La schizophrénie
entrainerait alors des perturbations de I'allocation de I'effort résultant en une incapacité a
mobiliser un effort pour certains stimuli pertinents (symptomes négatifs) en faveur de stimuli
non pertinents (symptomes positifs) (Whitton et al., 2015). Cependant, seul un petit nombre
d’études a pu établir une association entre la réduction de la motivation et les symptédmes
positifs (Barch et al., 2014; Serper et al., 2017) suggérant un mécanisme plus complexe qu’un

simple antagonisme de deux processus. Il est également important de noter qu’un certain
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nombre d’études mettent en évidences que les altérations dopaminergiques apparaissent
avant l'expression de la maladie, notamment durant les phases prodromiques, et les
conséquences sur la mise en place du réseau pendant le développement peuvent alors étre
profondes (Howes et al., 2017). Enfin il existe également des différences régionales
concernant les altérations dopaminergiques puisque le modele majoritaire propose un exces
de dopamine (libération et synthése) dans le Str et une réduction en dehors du Str, en
particulier le cortex, I'Hc et le mésencéphale (Abi-Dargham, 2017). Une altération de la
disponibilité des RD2, exacerbée dans le Str et diminuée dans le CPF est également décrite
chez le patient schizophrene (Howes et al.,, 2009; Weinstein et al., 2017) méme si
I'observation corticale nécessite encore d’étre répliquée pour confirmer ce résultat. Il est
donc proposé que les individus atteints de schizophrénie soient dans I'incapacité de mobiliser

un effort en raison d’une transmission dopaminergique inappropriée (Whitton et al., 2015).

1.5.1.2. La dépression majeure

Des études d’imagerie cérébrale et de pharmacologie supportent I’'hypothese d’une
altération dopaminergique chez au moins certains dépressifs majeurs (Dunlop and Nemeroff,
2007; Pizzagalli, 2014; Tremblay et al., 2002; Yadid and Friedman, 2008) notamment ceux
dont I'anhédonie se traduit par un déficit de motivation et non de plaisir (Treadway and Zald,
2011). Une sous-activation du vStr a été mise en évidence pendant la phase d’anticipation
d’'une récompense chez le patient dépressif, et ce en forte relation avec l'intensité des
symptomes dépressifs, ainsi que chez I'adolescent a risque de développer une dépression, en
raison de ces antécédents familiaux (Gotlib et al., 2010; Olino et al., 2014, Stringaris et al.,
2015). Cela constitue méme un facteur prédictif du développement a venir des symptomes
dépressifs (Morgan et al.,, 2013). Des études de TEP scan ont démontré I'existence d’une
corrélation négative entre I'anhédonie/amotivation et le binding des RD2/3 et du
transporteur de la dopamine (DAT) chez les patients dépressifs (Pecifia et al., 2017;
Sarchiapone et al., 2006). De plus, les activations du NAc, du CCA et du CPF ventro-médian,
pendant l'acquisition d’'un comportement opérant, sont moins importantes chez les
dépressifs majeurs récurrents (Hall et al., 2014). L’hypofonction du vStr pourrait alors étre un
précurseur majeur dans le développement des troubles motivationnels des patients
dépressifs qui, avec I'aggravation de la maladie, pourrait conduire a la dérégulation des
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structures corticales impliquées plus tardivement. Cependant, des études utilisant la
technique de TEP, mesurant ainsi la disponibilité des récepteurs et transporteurs de la
dopamine et les niveaux extracellulaires de dopamine, n‘ont mis en évidence aucune
altération chez le patient dépressif majeur (Cannon et al., 2009; Hirvonen et al., 2011, 2008;
Montgomery et al., 2007). Cette technique étant limitée, tant au niveau de la résolution
(spatiale et temporelle), gu’en terme de diversité de traceurs dopaminergiques disponibles,
de plus amples examens sont necéssaire pour identifier les caractéristiques et mécanismes de
la dérégulation de la transmission dopaminergique dans cette pathologie (Camardese et al.,

2014).

1.5.1.3.  Les troubles bipolaires

Chez les patients bipolaires, les altérations du systéme de récompense et de
motivation ont d’abord été associés a une augmentation de la transmission glutamatergique
mais cela pourrait étre une conséquence des dérégulations dopaminergiques observées dans
le vStr et le PFC via l'effet modulateur direct de la dopamine sur la transmission
glutamatergique (Kable and Glimcher, 2009; Whitton et al., 2015). Les phases maniaques sont
associées a une hyperdopaminergie et une prise de risque plus importante (Ashok et al.,,
2017; Burdick et al, 2014) en accord avec les données d’administration d’agoniste
dopaminergique chez le sujet sain conduisant aux mémes observations (Jacobs and
Silverstone, 1986). Cette augmentation de la dopamine dans le vStr, en paralléle avec une
déconnexion entre cette structure et le CPF ventro-médian, est observée lors de I'anticipation
et la consommation d’une récompense ainsi que lors de I'exposition au stimulus conditionnel
associé (Caseras et al., 2013; Mason et al., 2014). Cette déconnexion fonctionnelle résulterait
en une perte de contréle du CPF sur I'activité du vStr (Trost et al., 2014). De plus, une plus
grande disponibilité des RD2/3 (Ashok et al., 2017) ou une plus forte expression de ces
récepteurs (Gonul et al., 2009) et une plus faible disponibilité de DAT (Anand et al., 2011) ont
été décrites. Ces évidences vont toutes dans le sens d’une hyperfonction dopaminergique
dans le vStr méme si ces résultats sont controversés (Yatham et al.,, 2002). Comme
précédemment cité, cette hyperfonction dopaminergique serait a la base des phases

maniaques du patient bipolaire. La phase dépressive serait quant a elle caractérisée entre
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autre par une hypofonction dopaminergique, cependant des études pharmacologiques
décrivent des améliorations des symptémes dépressifs des patients bipolaires avec a la fois
des substances pro- ou anti-dopaminergiques (Ashok et al., 2017) ce qui peut rappeler les
mécanismes de mise en place de I'« aberrant salience » observés chez le schizophrene. I
apparait alors primordial de comprendre les mécanismes de transition entre phases
maniaques et dépressives pour traiter ces symptémes de maniere spécifique ainsi que de
spécifier I'implication de la transmission dopaminergique dans cette pathologie. Néanmoins,
certains mécanismes mis en jeux dans le développement de la schizophrénie et/ou la

dépression majeure pourraient étre impliqués ici de maniére similaire.

1.5.1.4. Les maladies de Parkinson et d’"Huntington

Une diminution de la motivation a été rapportée, diagnostiquée comme de |'apathie,
suite a une lésion ou une dysfonction de la voie mésocoticolimbique chez des patients
atteints de la maladie de Parkinson ou de Huntington (Craufurd et al., 2001; Pedersen et al.,
2009). En effet, alors que le principal marqueur de la maladie de Parkinson est une
neurodégénérescence des neurones dopaminergiques de la SN, il y a de plus en plus
d’évidences d’une neurodégénérescence conjointe, mais néanmoins moindre, dans la VTA
(Alberico et al., 2015) mettant en jeu la voie dopaminergique mésolimbique. Il faut tout
d’abord noter que, dans les études cliniques comportementales, les patients ont des
performances similaires aux sujets contréles, malgré leurs altérations purement motrices,
mais ils abandonnent plus vite la tache avec I'augmentation de 'effort (Mazzoni et al., 2007),
effet atténué par les traitement dopaminergiques (Chong et al., 2015). Ces patients sont
également moins a méme d’investir un effort quand la récompense est faible (Chong et al.,
2015). Il est également observé une sous-réactivité du vStr et une dysfonction du circuit de la
récompense due a un effet direct de la neurodégénérescence des neurones dopaminergiques
(Remy et al., 2005). De plus, les symptdmes d’apathie apparaissent lors de la réduction des
traitements dopaminergique (Castrioto et al., 2014; den Brok et al., 2015) et sont réduits
quand ces traitements sont augmentés (Blundo and Gerace, 2015). Des associations entre

apathie et dysfonctions du NAc, des réductions des niveaux du DAT ou de son binding dans le
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Str et des altérations de la connectivité fonctionnelle fronto-striatale ont également pu étre

observés (Baggio et al., 2015; Carriere et al., 2014; Santangelo et al., 2015).

1.5.1.5. L’addiction

La dopamine est nécessaire pour augmenter la motivation a obtenir de I'alcool, du
tabac ou autres drogues d’abus (Barrett et al., 2008; Venugopalan et al., 2011) au méme titre
gu’une récompense naturelle. De plus, des études d’imageries TEP montrent une diminution
des taux de RD2 de 20% et une réduction de la libération de dopamine chez I'individus
dépendant a une drogue d’abus, quel qgu’elle soit (Trifilieff and Martinez, 2014). Ces
altérations sont d’ailleurs proposées comme étant des bio-marqueurs prédictifs d’un risque
accru pour une addiction future d’une part (Casey et al., 2014) et l'apparition de
comportements impulsifs — majoritairement orientés vers la drogue - d’autre part (Trifilieff
and Martinez, 2014) mettant en évidence les similitudes des processus neurobiologiques mis
en jeu entre les comportements impulsifs et I'addiction. L’hypothése proposée est que la
diminution du nombre de RD2 dans le vStr serait responsable de [Iapparition de
comportements impulsifs, incluant les choix pour une récompense immédiate mais
faiblement récompensante au détriment d’autres possibilités dont les colts (I'effort ou le
délai d’obtention) mais également les bénéfices sont plus importants (Trifilieff et al., 2017;
Volkow and Baler, 2015). Cette description comportementale semble correspondre a ce qui
est observé chez le patient dépendant aux substances d’abus, une augmentation des
comportements impulsifs dirigés vers la drogue et une diminution de la motivation a
effectuer la plupart des autres taches journalieres. Les altérations de transmission
dopaminergique, impliquant notamment le RD2, sont donc centrales pour la mise en place de

I’addiction et des perturbations des comportements dirigés vers un but.

1.5.1.6. Autres pathologies

La maladie d’Alzheimer n’est pas considérée comme une maladie dopaminergique,
cependant des études d’'imagerie mettent en évidence une réduction de la densité de RD2 et

en particulier dans le Str (Mitchell et al., 2011). De plus, une corrélation entre 'apathie chez
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ces patients et des niveaux anormaux de transporteurs a la dopamine et un
hypermétabolisme de I'ATV a été observé (David et al., 2008; Schroeter et al., 2011). Des
revues récentes sur I'apathie dans la maladie d’Alzheimer présentent les structures des
circuits fronto-striataux potentiellement impliquées, comme le CCA, le CPF, le vStr ou le PV
(Le Heron et al.,, 2017; Stella et al., 2014; Theleritis et al., 2014).

Pour ce qui est des cas de perte de motivation en relation avec les processus
inflammatoires (Dantzer et al., 2012, 2008; Miller, 2009), il se trouve que le systeme
dopaminergique agit comme un régulateur majeur des cellules immunitaires cérébrales et
périphériques (Ben-Shaanan et al, 2018; Yan et al, 2015) et gu’inversement, la
neuroinflammation va conduire a I'inhibition de processus présynaptiques controlant les taux
dopaminergiques (Capuron et al., 2012; Felger et al., 2013; Yohn et al.,, 2016). Ces régulations
réciproques sont nécessaires pour |'organisme lors d’une infection puisqu’il va alors falloir
réorganiser les priorités motivationnelles, c'est-a-dire réduire certains comportements pour
en favoriser d’autres dans le but d’augmenter les chances de récupération et de survie
((Vichaya and Dantzer, 2018). Cependant, elles peuvent conduire a des altérations
motivationnelles dans des conditions inflammatoires pathologiques ou dans les cas de
traitement aux cytokines inflammatoires (cancer, hépatite C) (Vichaya and Dantzer, 2018). De
plus, certaines hypothéses proposent un lien entre les déficits motivationnels observés chez
certains patients dépressifs et la neuroinflammation chronique mesurée en paralléle (Cooper
et al., 2018).

Enfin, I'apathie peut étre observée dans des cas de démence, d’accidents vasculaire
cérébraux ou de lésions cérébrales, qui ne sont généralement pas caractérisés par des
altérations dopaminergiques. Cependant, des études d’imagerie cérébrale ont pu mettre en
évidence que ces patients en particulier avaient en commun une dysfonction d’au moins une

des structures communes de la voie dopaminergique mésolimbique (Chong, 2018).

1.5.2. Les traitements dopaminergiques

De maniere générale, les troubles de la motivation, quel que soit la pathologie
associée, sont fortement résistants aux traitements (Salamone et al.,, 2018). Les thérapies

dopaminergiques (L-DOPA, agonistes RD2/RD3) chez I'Homme atteint de la maladie de
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Parkinsons sont une preuve directe de l'implication de la dopamine dans les processus
motivationnels puisqu’elles conduisent a une augmentation de la capacité a fournir un effort
pour une récompense (Chong et al., 2015; Porat et al., 2014) et une amélioration de I'apathie
(Czernecki et al., 2008; Oguro et al., 2014; Rektorova et al., 2008; Thobois et al., 2013). Cet
effet est également retrouvé chez le sujet sain aprés injection d’'amphétamine (Wardle et al.,
2011). Cependant, ces études concernent des sujets sains ou atteints de la maladie de

Parkinson dont la principale cause est une dégénérescence des neurones dopaminergiques.

Pour la schizophrénie, en revanche, les antipsychotiques, qui ont tous une activité
d’antagonistes dopaminergiques, sont le plus fréquemment utilisés pour traiter les
symptomes de cette pathologie, notamment les symptoémes positifs (ou psychotiques)
(Ginovart and Kapur, 2012). Pourtant, I'amotivation chez les patients schizophrenes est bien
associée a une hypofonction du StrV (Wolf et al., 2014) et le bénéfice des agonistes
dopaminergiques pour le traitement des symptémes négatifs de la schizophrénie a déja été
reconnu (Benkert et al., 1995; Bodkin et al., 2005; Jaskiw and Popli, 2004; Lindenmayer et al.,
2013). Le probléme ici résulte des origines de la symptomatologie de cette pathologie. La
majorité des symptdmes provient d’une dégénérescence des neurones dopaminergiques
pour la maladie de Parkinson, donc des patients dont la transmission dopaminergique est
globalement réduite. Cela n’est pas le cas pour la schizophrénie dont la symptomatologie en
lien avec les perturbations dopaminergiques est beaucoup plus complexe. En effet, la
thérapie pharmacologique pro-dopaminergique entrainerait une aggravation des symptémes
positifs (Lieberman et al., 1987), en accord avec la théorie des symptdmes positifs induits par
I"hyperdopaminergie striatale observée chez le patient. A l'inverse, les antipsychotiques
classiques, réduisant la transmission dopaminergique, vont alors améliorer les symptémes
positifs en diminuant ces associations aberrantes liées a une augmentation de la dopamine
intra-striatale, mais ne vont pas restaurer les déficits motivationnels pour une récompense
pertinente, voire les aggraver du fait de la réduction généralisée de la transmission
dopaminergique (déficits intra et extra-striataux) (Milev et al., 2005). De plus, I'observation
conjointe de comportements aberrants est d’une augmentation de la transmission
dopaminergique a été observé dans d’autres conditions pathologiques telles que I'addiction,
les épisodes maniaques des troubles bipolaires ou encore lors des thérapies dopaminergiques
de la maladie de Parkinson (Verharen et al.,, 2018). On constate également I'apparition de
comportements impulsifs chez lindividu sain suite a certains traitements pro-
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dopaminergiques (Leyton, 2007; Voon et al., 2009) comme des agonistes des RD2/D3 (Napier
and Persons, 2018).

Ces données nous amenent a aborder les stratégies récemment utilisées pour
permettre de restaurer un « optimum » de transmission dopaminergique. En effet, certains
médicaments sont étudiés, développés et méme parfois prescrits pour leur capacité a
« stabiliser » I"état dopaminergique cérébral des patients schizophrenes. C'est le cas de
I’Aripiprazole, un agoniste dopaminergique partiel, qui semble étre efficace pour améliorer a
la fois les symptdmes positifs et négatifs (Kane et al., 2000; Kasper et al., 2003; McEvoy et al.,
2007; Park et al, 2011; Petrie et al., 1997, Potkin et al.,, 2003) supposément en
contrebalangant les excés comme les déficits dopaminergiques en intra et extra-striatal.
Concernant les troubles bipolaires, I'Aripiprazole est aussi efficace en cotraitement afin
d’améliorer les compulsions des phases maniaques (Sahraian et al., 2018) et les troubles
motivationnels et 'anticipation du plaisir des phases dépressives (Liemburg et al.,, 2011;
Mazza et al., 2009). De plus, certains autres antipsychotiques ciblant la transmission
dopaminergique se sont montrés efficaces pour traiter les phases maniaques ou dépressives
(Goikolea et al., 2013; Nivoli et al.,, 2013, 2011; Vieta and Valenti, 2013). Chez le patient
atteint de dépression majeure, la sérotonine est le neurotransmetteur principalement ciblé
pour son traitement puisque ce sont des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
(ISRS) qui sont majoritairement prescrits. Ils sont efficaces pour traiter les troubles de
I"numeur et la rumination mais ont un effet limité sur les troubles de la motivation (Berman et
al., 2007; Cooper et al.,, 2014; Marcus et al., 2008; Stewart et al.,, 2014). Certains agents
dopaminergiques, comme |’Aripiprazole, sont efficaces a ce niveau et sont aujourd’hui utilisés
en co-traitement (Berman et al.,, 2007, Marcus et al., 2008; Stewart et al.,, 2014, p. 201;
Weiller et al., 2017). La mise en évidence de |'efficacité de substances identiques pour traiter
les troubles motivationnels de ces pathologies psychiatriques différentes (sans lésion ou
neurodégénération directes des noyaux dopaminergiques ou structures associées) renforce
I"hypothése d’une potentielle similarité entre schizophrénie, dépression majeure et troubles

bipolaires, en particulier concernant les altérations dopaminergiques et motivationnelles.

L’'ensemble de ces données confirment I'implication du systéme dopaminergique
mésolimbique dans les processus motivationnels mais nous aménent également a poser une
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guestion importante. Pourquoi différentes pathologies, qui conduisent a différents troubles
cérébraux, possedent-elles des manifestations phénotypiques similaires comme une
réduction de la motivation face a I'effort? Aujourd’hui, il n’est pas connu si les troubles
motivationnels, retrouvés dans toutes ces pathologies psychiatriques et neurologiques,
résultent de la méme manifestation phénotypique, impliquant les mémes altérations
cérébrales ou si ces troubles sont induits par des causes différentes pour chacune d’entre
elles. De plus, certaines de ces pathologies sont connues pour étre causées directement par
des lésions cérébrales ou des neurodégénérescences, qui comme nous I'avons vu touchent au
systétme mésolimbique directement (la maladie de Parkinson, certains cas de lésions
traumatiques ou AVC...). Cependant, dans d’autres cas, aucune altération de cet ordre n’a pu
étre observé (Schizophrénie, dépression majeure, troubles bipolaires, addiction...) bien
gu’une dérégulation de la transmission dopaminergique semble étre centrale dans la mise en
place de ces pathologies.

Il existe quelques éléments de réponse. En plus de l'altération de la transmission
dopaminergique observée conjointement dans la Schizophrénie, les troubles bipolaires ou la
dépression majeure (Whitton et al., 2015), une méta-analyse de 33 études sur la dépression
et 24 sur la schizophrénie conclue que les activités induites par I'anticipation d’une
récompense sont significativement réduites dans le Str et le CCA pour les deux pathologies
(Zzhang et al., 2016), résultat qui montre un lien plus direct d’une altération structurelle
commune conduisant a des phénotypes similaires. De plus il est proposé que certains
symptomes propres a la dépression, sont également observés chez le patient schizophréne
(Harvey et al.,, 2016) ou bipolaire (Hershenberg et al.,, 2016) suggérant un mécanisme
commun entrainant ces troubles de la motivation. Ceci, couplé au fait que les traitements des
troubles de la motivation sont largement insuffisants et inefficaces (Calabrese et al., 2014),
conduit bon nombre de chercheurs a identifier des marqueurs neuronaux transdiagnostiques
des dysfonctions du systeme de récompense et de motivation observées dans les pathologies

citées (Hershenberg et al., 2016; Whitton et al., 2015).

Cela laisse apercevoir un potentiel endophénotype commun a ces pathologies
psychiatriques et développementales, en particulier la schizophrénie, la dépression majeure
et les troubles bipolaires. Alors si d’autres facteurs, moins évidents qu’une lésion directe des
voies dopaminergiques, peuvent entrer en jeu dans les dysfonctions conduisant aux troubles
motivationnels, quels sont-ils ? Et surtout, peuvent-ils étre communs aux différentes
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pathologies susmentionnées ? Dans le futur, des études d’imageries couplées au
comportement, et ce, au cours de différentes phases de ces pathologies (a risque, premiers
épisodes...) et de différents états cliniques (épisodes dépressifs, rémission...), vont permettre
de répondre en partie a ces questions. Cela permettra d’identifier de potentiels facteurs
prédictifs et/ou facteurs de risque de ces pathologies, d’en comprendre les mécanismes de
mise en place ou d’aggravation et d’en préciser les points communs et distinctions, tant au
niveau symptomatiques que neurologiques. De plus, il apparait aujourd’hui que I'étude et le
traitement de symptomes unitaires d’une pathologie pourrait représenter une stratégie
efficace pour traiter ces pathologies (Insel, 2010). Cela vient s'opposer a la stratégie visant a
associer un traitement a une pathologie dans son ensemble étant donné que les délimitations
entre différentes pathologies sont artificielles, basée sur I'observation clinique des
symptomes. Et cela semble d’autant plus vrai lorsque de tels endophenotypes communs

semblent étre identifiés.

2. La déficience en AGPI comme facteur de risque transdiagnostique

Comme I"écrit D. Piommelli: “Neuroscientists have a problem with fat. They know that
the greasy substance makes up more than half of the human brain in dry weight, yet they
don’t seem to pay much attention to it” (Piomelli et al., 2007). Pourtant, les cliniciens ont pu
observer que certaines pathologies neurologiques, et en particulier les pathologies
psychiatriques précédemment citées (la schizophrénie, les troubles bipolaires et la dépression
majeure) étaient associées a une réduction des taux en acides gras polyinsaturés cérébraux
(AGPI), en particulier les AGPI de la famille n-3, et ce de fagon reproductible (Messamore and
McNamara, 2016). Cette observation transdiagnostique est a lorigine d’hypothéses
proposant que ces modifications des taux d’AGP| pourraient étre impliquées dans I'étiologie
de ces pathologies. Ceci est en accord avec I'augmentation du nombre d’études démontrant
leur réle important pour les fonctions et le développement cérébral. En effet, les fonctions
multiples des acides gras polyinsaturés en font des acteurs de nombreux mécanismes
cellulaires. Les moduler va en particulier agir sur la composition en acide gras de la membrane
cellulaire. Ces modifications peuvent en retour différentiellement réguler les propriétés

membranaires, les interactions lipide-protéine et protéine-protéine, les fonctions de
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transport membranaire, la signalisation intracellulaire, la formation des radeaux lipidiques, la
régulation de I'expression de genes ou encore la production de médiateurs lipidiques ou

peptidiques (Calder, 2012; Feller et al., 2002).

2.1. AGPI et fonctions cérébrales
2.1.1. Généralités

2.1.1.1.  Structure, nomenclatures, classification

Les acides gras (AG) sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe
possédant tous un groupement méthyl, une chaine hydrocarbonée plus ou moins longue et
une fonction carboxylique. lls sont qualifiés de chaine courte (2 a 6 atomes de carbone),
chaine moyenne (8 a 12 atomes de carbone), chaine longue (14 a 18 atomes de carbone) et
trés longue (20 a 26 atomes de carbone). Ils sont dits saturés en I'absence de double liaison
entre atomes de carbone, ou insaturés en présence d’'une ou plusieurs de ces doubles
liaisons. lls vont donc se distinguer par la longueur de leur chaine carbonée ainsi que le
nombre, la position et la structure spatiale (cis ou trans) des doubles liaisons. Leur
nomenclature prend donc en compte ces parametres comme suit : x:y n-z, ou x correspond
au nombre de carbone, y au nombre d’insaturations et z a la position de la premiére double

liaison par rapport au groupement methyl (e.g. Figure 12).

Nombre d’atomes E-flf . 22:6 n-
carbone dans la chaine

aliphatique J/

Nombre d’insaturation

Figure 12 Nomenclature des acides gras : exemple de I'acide docoxahexaénoique

Les AG peuvent ainsi étre saturés (x=0, AGS), monoinsaturés (x=1, AGMI) ou polyinsaturés

(x>1, AGPI). Chaque double liaison est distante de la prochaine de 3 atomes de carbone.ll
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existe donc des AG n-9 et n-7 (AGMI) ou n-6 et n-3 (AGPI). Parmi les principaux AGPI on
trouve I'acide linoléique (LA), I'acide arachidonique (AA) et I'acide docosapentaénoique (DPA)
pour la famille des AGPI n-6 et I'acide a-linolénique (ALA), I'acide eicosapentaénoique (EPA) et

I"acide docosahexaénoique (DHA) pour la famille des AGPI n-3 (Figure 13).

LA 18:2 n-6 2 ALA 18:3 n-3

/\/\/=\/a/\/\/vu\ — —_ —

AA 20:4 n-6 , EPA 20:5 n-3

DPA 22:5 n-6 ? DHA 22:6 n-3

Figure 13 Structure moléculaire des principaux AGPI n-6 (a gauche) et n-3 (a droite)
2.1.1.2. Synthése

Les mammiféres sont capables de synthétiser eux-mémes plusieurs AG a partir de 'acide
palmitique, premier produit issu de la lipogénese. Cependant, contrairement aux végétaux et
certains invertébrés, les mammiféres ne possedent pas les enzymes (les désaturases n-3 et n-
6, appartenant a la famille des FADS ou fatty acid desaturase) permettant l'insertion d’une
double liaison aux positions n-3 et n-6 spécifiqguement. C’est pourquoi les AGPI LA et ALA sont
dits indispensables, ils ne sont pas synthétisables par I'organisme mais une fois ingérés, ils
peuvent étre convertis en AGPI| a chaine plus longue par une série d’élongations et de
désaturations successives dont ils sont les précurseurs (Figure 14) (Rustan and Drevon, 2005).
De plus, les AGPI n-3 et n-6 ne peuvent pas étre inter-convertis, a I'exception des especes
possédant la désaturase n-3 permettant ainsi la conversion des AGPl n-6 en n-3. Chez les
mammiféres, ces voies métaboliques sont donc en compétition puisque les mémes enzymes
sont mises en jeu pour élonguer/désaturer les AGPI n-3 et n-6. Les désaturases A6 et A5 ainsi
que les élongases 2 et 5 sont majoritairement exprimées dans le foie en comparaison aux
autres organes, y compris le cerveau, ce qui en fait le principal organe de synthese des AGPI

(Cho et al., 1999; Rapoport et al., 2007; Wang et al., 2005).
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l Ab-désaturase l

18:3 n-6 18:4 n-3
l Elongase 5 l
20:3 n-6 18:4 n-3

l Elongase 2 i

22:4n-6
J Elongase 2
24:4n-6 24:5n-3
l Ab-désaturase l
24:5n-6 24:6 n-3

l B-oxydation l

Figure 14 Voies de synthese des AGPI n-6 (a gauche)
et n-3 (a droite) et enzymes impliquées

2.1.1.3.  Sources alimentaires

Les précurseurs des AGPI proviennent exclusivement de sources végétales. L'ALA est
le précurseur de la famille des AGPI n-3. On le trouve en grande partie dans les graines et
huiles de colza, noix et lin. Certains poissons, de par leur alimentation riche en algues et
phytoplanctons seront quant a eux une bonne source d’EPA et DHA. Le précurseur de la
famille n-6 est le LA, que I'on trouvera dans les graines et huiles de tournesol et de soja. La
consommation de viande et produits animaux (ceufs, viande) va généralement permettre un
apport en AGPI n-6 a chaine plus longue comme I'AA. Du fait de la compétition existante
entre ces deux voies métaboliques, il existe une recommandation alimentaire pour favoriser
les taux optimums des lipides de ces deux familles. Les apports nutritionnels conseillés (ANC)
mis a jour en 2010 par I'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation de
I'environnement et du travail (ANSES), préconisent un apport calorifique journalier en lipide

de 35 a 45% chez I'adulte (Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, 2011).
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Concernant I'aspect qualitatif de I'ingestion de ces acides gras, il est conseillé de consommer
1 AGPI n-3 pour 4 AGPI n-6, recommandation qui correspond au besoin physiologique
optimal, visant a prévenir certaines pathologies et en particulier des pathologies
périphériques (e.g. métaboliques, cardio-vasculaires...). Les recommandations pour le
fonctionnement cérébral optimal ne sont, quant a elle, pas encore déterminées. Aujourd’hui,
et ce de maniére globale, les apports sont largement déséquilibrés en faveur des AGPI n-6
(Bazinet and Layé, 2014; Cordain et al., 2005). En France nous consommons en moyenne 10
AGPI n-6 pour 1 AGPI n-3, révélant un ratio n-6/n-3 déséquilibré (Tressou et al., 2016). Ce
déséquilibre provient majoritairement d’un déficit des apports en AGPI n-3 spécifiquement
puisque les apports en AGPI n-6 sont conformes aux recommandations (Guesnet et al., 2018;

Tressou et al., 2016).

2.1.2. Les AGPI dans le cerveau

2.1.2.1.  Mécanismes de transport

Le systeme nerveux central (SNC) est un organe tres riche en AGPI et, a I'inverse des
AGS et AGMI gu’il est capable de synthétiser, leur origine est intégralement plasmatique
(Bazinet and Layé, 2014). IIs sont donc transportés dans la circulation générale depuis le foie
vers le cerveau par les lipoprotéines, LDL (low density lipoprotein) et VLDL (very low density
lipoprotein) ou complexés a I'albumine. Le transport peut aussi bien s’effectuer sous forme
estérifiée (triacylglycérides, phospholipides ou esters de cholestéryle) que libre (Liu et al,,
2015). Les lipoprotéines transportant les AGPI sont hydrolysées au niveau des cellules
endothéliales par la lipoprotéine lipase et les AG non estérifiés pourront alors étre transférés
dans la membrane (Brecher and Kuan, 1979; Purdon et al.,, 1997). Au niveau de la barriere
hémato-encéphalique (BHE), barrieére physiologique protectrice entre les vaisseaux sanguins
et lymphatiques et I'environnement extracellulaire cérébrale, le transport des acides gras vers
le cerveau peut s’effectuer de deux manieres : par transport passif ou actif.

La diffusion passive repose sur le fait que les AG a chaine courte et moyenne
possedent un fort coefficient de perméabilité leur permettant d’intégrer ou de traverser la
bicouche lipidique. Les acides gras plus longs voient leur solubilité diminuer. C'est par

utilisation d’'un modele artificiel de BHE que ce transport a pu étre mis en évidence : apres
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intégration dans la partie externe de la bicouche de phospholipide, les AG vont pouvoir
diffuser latéralement dans ce feuillet ou se transloquer dans le feuillet interne par le
mécanisme de « flip-flop » (Kornberg and McConnell, 1971; Zhang et al., 2017).

Le transport actif des lipides est pris en charge par différents types protéiques qui
voient leur expression varier selon la région cérébrale et la période développementale. Parmi
ces protéines, les majoritaires sont les FATP (Fatty Acid Transport Protein), les FABP (Fatty
Acid Binding Protein), la FAT/CD36 (« Fatty Acid Translocase CD36) et le transporteur MFSD2A

(« major facilitator superfamily domain-containing protein D2A) (Figure 15).

Plasma Cellule endnthellale

LDLR
S Vésicule
O !

— \‘

O Llp-oproteme lipase |
Acide gras F::::[ _
non-estérifié t:rj -
FATP
FABFP
MFSDZA CD% %L?

I

Cerveau

Albumine Diffusion passive

Figure 15 Mécanismes de transport des AGPI dans le cerveau (adaptée de Bazinet et Layé, 2014)

Les FATP possédent une activité acyl-CoA synthétase facilitant le passage des AG a
chaine longue dans les cellules cérébrales et permettant leur utilisation dans les différentes
voies métaboliques (élongation, désaturation, production de métabolites...) (DiRusso et al.,
2005; Jia et al., 2007; Mashek et al., 2007). Les membres de la famille des FATP, en particulier
la FATP1 dans le SNC, sont importants pour |'absorption du DHA (Ochiai et al., 2017).

La protéine FABP facilite la dissociation des AG et de l‘aloumine et permet
I’accumulation de ces derniers dans la bicouche lipidique des cellules de la BHE en attendant
leur absorption par flip-flop (Zhang et al., 2017). Plus précisément, elle prévient |'oxydation

des AGPI, régule leur transport cellulaire et leur métabolisme et permet leur stockage pour
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enclencher ultérieurement leur diffusion dans la membrane plasmique (Zhang et al., 2017). La
FABP-5 régule les taux de DHA cérébraux en particulier (Pan et al., 2016) alors que la FABP-3 a
une affinité préférentielle pour les AGPI n-6.

La FAT/CD36 n'est pas un transporteur d'AG a proprement parler mais elle contribue a
leur absorption en libérant des protéines de transports mais aussi en facilitant I'estérification
des AG au sein des cellules (Jay and Hamilton, 2016; S. Xu et al., 2013).

Le transporteur MFSD2A, qui est exclusivement exprimé par les cellules endothéliales,
permet |'absorption cérébrale de lyso-phosphatidylcholine contenant du DHA (Lagarde et al.,
2001; Nguyen et al., 2014; Sugasini et al., 2017). Il serait donc le transporteur majeur du DHA
puisque de nombreuses études montrent que cette forme, bien que minoritaire en
comparaison aux formes estérifiées du DHA dans les lipoprotéines, fournirait la majorité du
DHA cérébral (Lagarde et al., 2001; Nguyen et al., 2014; Rapoport et al., 2001; Sugasini et al.,
2017).
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Figure 16 Différentes voies métaboliques des AG incorporés dans les

phospholipides (PL) membranaires impliquant les phospholipases.
Les PL ont communément un AGS en position snl et un AGPI en
position sn2. Les quatre phospholipases possédent différents sites
d’action spécifiques conduisant a I"hydrolyse des AG membranaires
(adaptée de Elinder et Liin, 2017).

Une fois dans les membranes cellulaires cérébrales, les AGPI estérifiés peuvent étre
libérés des membranes par la phospholipase A2 (PLA2) qui hydrolyse les acides gras estérifiés
en position sn-2 des phospholipides (Figure 16). Il existe plusieurs isoformes de PLA2 qui vont
permettre, de maniére préférentielle mais non spécifique, I’hydrolyse des AGPI n-3 et n-6
(Farooqui and Horrocks, 2006) permettant ainsi une réorganisation membranaire et un
transport, une métabolisation ou une dégradation de I'AG décroché. Par exemple, 85% de

I’AA plasmatique est retrouvé au niveau des phospholipides du SNC (Washizaki et al., 1994).
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Environ 97% de cet AA va aussitdt étre réincorporé a la membrane. Une faible quantité sera
toutefois B-oxydée ou entrainera la génération de seconds messagers lipidiques. La méme
chose est observée pour le DHA libéré, dont environ 90%, va étre re-estérifié en position sn-2,
et le reste transformé en 2" messager ou B-oxydé (Chen et al., 2008; Green et al., 2008). Les
taux d’EPA centraux sont 250 a 300 fois inférieurs aux taux de DHA. Ces taux sont le résultat
d’une B-oxydation rapide lors de son entrée dans le cerveau (Chen et al., 2009) révélant un

renouvellement particulierement efficace.

2.1.2.2.  Composition du cerveau

Le cerveau, deuxieme organe le plus riche en lipides aprés le tissu adipeux, est
constitué de plus de 50% de lipides et parmi eux, 50% sont des phospholipides (PL) dans
lesquels s'incorporent la grande majorité des AGPI (Sastry, 1985). Ces AGPIl sont
principalement incorporés dans les phosphatidylcholines (PC; ~40% des PL), les
phosphatidyléthanolamines (PE; ~40%), les phosphatidylsérines (PS; ~10%), les
phosphatidylinositols (PI; ~¥3%), les phosphatidylglycérols (PG) ou encore la sphingomyéline
(SM) (Sastry, 1985).

Le DHA est majoritairement incorporé aux PE et PS tandis que I’AA est présent surtout
dans les PC et les Pl (Bascoul-Colombo et al., 2016; Bazinet and Layé, 2014; Garcia et al.,
1998). Chez 'Homme, une étude montre que le CPF d’un adulte, analysé en post-mortem, est
composé de ~40% d’AGS, de ~30% d’AGMI et de ~30% d’AGPI par rapport aux AG totaux
(McNamara and Carlson, 2006). Les principaux AGPI sont I’AA (~9%) et le DHA (~14%) tandis
que le LA, le DPA n-6, 'ALA, et I'EPA représentent chacun moins de 1% des AG totaux de
cette structure (McNamara and Carlson, 2006). Il est particulierement intéressant de
constater que ces données sont tres similaires a ce que l'on trouve chez le rongeur,
démontrant une importante conservation de ces parameétres au cours de I'évolution. En effet,
on trouve dans le CPF du rongeur adulte ~40% d’AGS, ~25% d’AGMI et ~25% d’AGPI (Joffre et
al., 2016; Xiao et al., 2005). Les AGPI majoritaires sont 'AA (~10%) et le DHA (~12%) et, ici
aussi, les autres AGPI ne sont présents qu’a des concentrations <1% (Carrié et al., 2000a;

Joffre et al., 2016; Little et al., 2007).
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L’ALA et le LA, de par leur faible concentration dans le cerveau, ne contribuent pas
significativement au stock important de DHA et d’AA (DeMar et al., 2005; Rapoport et al,,
2007). Ainsi, ces AGPI majoritaires proviennent quasi-exclusivement de la circulation sanguine
(Rapoport et al., 2001). ~5% de I’AA etdu DHA se renouvellent chaque jour dans le cerveau.
Chez le rongeur, les demi-vies de I’AA et du DHA sont de 42 jours et 33 jours respectivement
(Chen et al., 2011; DeMar et al., 2005; Green et al., 2010). Leur taux de renouvellement est
beaucoup plus faible chez I'Homme, leur demi-vie étant estimée a 147 jours pour I'AA et 773

jours pour le DHA (Bazinet and Layé, 2014).

2.1.2.3.  Spécificités régionales et structurelles

Il existe une hétérogénéité notable dans la distribution des AGPI dans le cerveau
notamment d’une région a I'autre mais également d’un type cellulaire a I'autre (Carrié et al.,
2000a; Delion et al., 1994; Joffre et al., 2016, McNamara et al., 2009a). En effet, une étude
montre que I'on retrouve différents taux d’AGPI chez des souris C57BL6/J adultes nourries au
régime standard (A04), parmi une liste non exhaustive de structures cérébrales. Par exemple,
les plus hauts niveaux d'AA se trouvent dans I'Hc (10,2%), suivi du CPF (9,7%), de
I'hypothalamus (8,5%), du cervelet (6,5%) et du tronc cérébral (5,5%). Pour ce qui est du DHA,
les plus fortes concentrations se trouvent dans le CPF (14,3%) et dans I'Hc (13,7%), suivi du
cervelet (12,2%), de I'hypothalamus (10,1%) et du tronc cérébral (8,2%) (Joffre et al., 2016).
Le ratio des AGPI n-6 sur AGPI n-3, qui reflete I'équilibre entre les deux familles d'AGPI, varie
de 1,2 dans I'hypothalamus a 0,7 dans le cervelet.

Les mécanismes d’entrée des AGPI different en fonction de la structure cérébrale. De
plus ces structures sont constituées de différents types cellulaires dans des proportions
variables au sein desquelles les taux d’AGPlI membranaires peuvent varier. Ces différents
parametres peuvent contribuer a expliquer ces variations inter-structures. Notamment, ces
différences ont été attribués a des processus évolutifs, puisque les AGPI s'accumulent
préférentiellement dans les structures associées aux fonctions supérieures (e.g. processus
cognitifs) (Broadhurst et al., 2002; Crawford et al., 1999; Layé et al., 2018). Cette hypothese
est d’ailleurs renforcée par I'observation préalable des similitudes Homme-rongeur notée

plus tot et révélant I'importance de la préservation de ces taux au cours de I"évolution.
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2.1.3. Mécanismes d’action des AGPI

Le but premier des AGPI est commun : apporter un degré suffisamment important
d’insaturation dans les membranes. Cependant, tandis que d’un point de vue structurel les
différences entre AGPI n-3 et n-6 semblent minimes, leurs propriétés biophysiques sont
différentes, ce qui pourrait expliquer pourquoi leurs fonctions physiologiques sont différentes
et parfois méme opposés. La balance n-3/n-6 se révele alors importante pour certains

mécanismes physiologiques et pathophysiologiques (Liu et al., 2015).

2.1.3.1. Roéle structural des AGPI : impact sur la neurotransmission

La membrane plasmique est une membrane biologique semi-perméable qui
démarque les milieux intra et extracellulaires, constituant ainsi une interface entre la cellule
et son environnement. Les AG, sous forme de PL, sphingolipides et cholestérol, vont
constituer les briques de la bicouche lipidique qui constitue cette membrane du fait de leurs
propriétés d’agrégation : les queues hydrophobes vont s’associer entre elles et les tétes
polaires vont interagir avec les milieux intra et extra-membranaires (Sonnino and Prinetti,
2013). Pour la plupart des membranes, les PL sont les composants majoritaires, bien souvent
constitués d’AGS, AGMI et AGPI. Quelgues compartiments spécifiques, comme la membrane
synaptique ou les vésicules synaptiques (Pinot et al., 2014) sont particulierement enrichis en
PL contenant des AGPI (jusqu'a 80%) (Lauwers et al., 2016) ce qui témoigne d’une fonction
particuliere de ces AGPI incorporés a la membrane. En effet, leur haut niveau d’insaturation,
pour les plus longues chaines en particulier, leur confere des propriétés physicochimiques
spécifiques : les AGPI vont augmenter la fluidité membranaire, modulant ainsi sa courbure, sa
microviscosité et sa structure, et ce du fait de leur capacité a adopter un grand nombre de
conformations différentes (Lauwers et al., 2016; Pinot et al., 2014) (Figure 17). Cette

propriété va avoir différentes conséquences sur les fonctions membranaires et neuronales.
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Figure 17 Effet des insaturations sur la flexibilité membranaire (A) Exemple d’AG dont
la longueur de la chaine et le degres d’insaturation varient, ce qui définit la hauteur,
la forme et la flexibilité d’'un AG. (B) La membrane est sensible a la composition en
AG des phospholipides membranaires qui vont réguler la courbure, la fluidité et
I'epaisseur de celle-ci. Les AGPI (en vert) peuvent adoptés plusieurs conformations
différentes pour favoriser ces processus (adaptée de Lauwers et al., 2016).

Au niveau présynaptique, le rdéle des AGPI sur la fluidité membranaire a
particulierement intéressé les chercheurs. En effet, de nombreux travaux ont cherché a
établir le lien entre les lipides membranaires et les mécanismes de neurotransmission
présynaptiques tels que l'exocytose et I'endocytose, fortement dépendant de la fluidité
membranaire (Lauwers et al., 2016). Des données montrent que les AGPI, en fluidifiant la
membrane, réduisent le colt énergétique des mécanismes de courbure et fission de celle-ci
lors de la formation vésiculaire, en particulier dans les terminaisons nerveuses ou ils sont le
plus abondant (Pinot et al., 2014). De plus, ils vont faciliter I'assemblage du complexe SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor), indispensable aux
mécanismes d’endocytose et d’exocytose vésiculaires, et maintenir son intégrité (Bazinet and
Layé, 2014; Pinot et al., 2014), en particulier le DHA et I’AA (Darios and Davletov, 2006). Cette
interaction protéines-lipides est qualifiee de machinerie protéo-lipidique (Lauwers et al.,
2016). Une autre étude suggere que les AGPI ont un réle membranaire important pour la
fonctionnalité de la transmission neuronale. Dans cette étude, la déplétion en AGPI a chaine
longue du C.elegans conduit a une dysfonction de la neurotransmission, les animaux voient
leur nombre de vésicules synaptiques séverement réduites, causé par une incapacité

d’endocytose et/ou de formation des précurseurs de ces vésicules (Marza and Lesa, 2006).

Les lipides sont également de potentiels régulateurs clefs de la structure et de

I'activité des récepteurs membranaires, notamment via les modifications des propriétés
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physico-chimiques membranaires (e.g. épaisseur, courbure, tension...) ou méme l'interaction
directe des lipides avec certaines protéines. Cependant, la compréhension des effets des PL
de maniére générale, et des AGPI| en particulier, sur la fonctionnalité des protéines est
aujourd’hui largement lacunaire. Quelques données permettent cependant d’en appréhender
les mécanismes. Dans les disques photorécepteurs de la rétine, il a été démontré que les PL
jouaient un rdle majeur dans les processus de modification de conformation de la
Rhodopsine, le RCPG responsable de la sensibilité de I'ceil a la lumiere (Pinot et al., 2014).
C’est d’ailleurs en étudiant ce récepteur que le réle des AGPI sur les fonctions des récepteurs
membranaires a été découvert. En effet, ce sont les propriétés hautement flexibles du DHA,
ainsi que l'existence d’un site de liaison spécifique au DHA, permettant des changements de
conformation de la Rhodopsine dans la membrane, qui vont faciliter la photo-transduction,
révélant ainsi une coopération directe entre protéines et lipides (Grossfield et al., 2006;
Lauwers et al., 2016; Sanchez-Martin et al., 2013) (Figure18). De plus, un autre mécanisme
possible est que le DHA faciliterait le recrutement de la protéine G induit par la lumiere
(Jastrzebska et al., 2011; Mitchell et al., 2003; Niu et al., 2004) modulant ainsi les fonctions
visuelles comme cela a été montré chez I'animal (SanGiovanni and Chew, 2005). Enfin, il a été
montré que les PL, en fonction de leur type, pouvaient agir comme modulateurs allostériques
des récepteurs adrénergique B2, notamment en modulant différentiellement I'affinité de
ligands (agonistes ou antagonistes) pour ce récepteur (Dawaliby et al., 2015).

Figure 18 L’environnement lipidique
membranaire affecte I'activité des protéines
transmembranaires. L'exemple de |Ia
rhodopsine est présenté ici, pour laquelle la
flexibilité membranaire induite par les AGPI,

et le DHA en particulier, favorise son
changement conformationnel facilitant ainsi

la phototransduction (adaptée de Lauwers et
al., 2016).

rhodopsin

Metarhodopsin Il

Pour ce qui est des récepteurs canaux, il semble que l'insaturation des lipides peut
également jouer un réle important. En effet, des études de modélisation proposent que les
AGPI, et pas les AGS ou AGMI, semblent posséder des sites potentiels d’interaction avec des

récepteurs canaux. Cela conduirait a I'obstruction direct du canal, a modifier la probabilité
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d’ouverture du canal ou encore a modifier la période d’inactivation de ce canal (Elinder and
Liin, 2017). Chez le vers C.elegans, il a été plus directement montré que les AGPI n-3 étaient
nécessaires pour I'activité du canal TRPV4. Cette étude montre également que ces AGPI n-3
augmentent l'activation de ce canal présent sur les cellules endothéliales humaines,
démontrant leur role régulateur (Caires et al., 2017). Enfin, la déformation mécanique de la
membrane a été montrée comme pouvant directement activer le récepteur canal NMDA au
glutamate et d’autres données proposent I'existence d’un site de liaison spécifique aux AGPI

sur ce récepteur (Piomelli et al., 2007).

Protéines transmembranaires

'

Figure 19 Représentation
schématique d’un radeau
lipidique

Radeau lipidique

PL avec . . PL avec i
AGPI Sphingolipides AGS Cholestérol

Le dernier réle structurel des AGPI que nous aborderons est plus indirect et concerne
I'implication des AGPI dans 'intégrité des radeaux lipidiques membranaires. L'élaboration de
I"hypothése des radeaux lipidiques provient des travaux de Simons et van Meer (Simons and
lkonen, 1997; Simons and van Meer, 1988; van Meer and Simons, 1988) (Figure 19). lIs
consistent en des compartiments, ou microenvironnements lipidiques des membranes
cellulaires riches en cholestérol et sphingolipides (composés d’AGS essentiellement) de
'ordre du nanometre (Shaikh, 2012). Le cholestérol, autre constituant majeur des
membranes plasmiques, est connu pour rigidifier la bicouche lipidique, a l'inverse des AGPI
qui la fluidifient (Yehuda, 2003). Beaucoup de protéines impliquées dans la transduction du
signal, incluant les RCPG, sont en majeur partie présentes au sein de ces radeaux, qui sont
qualifiés de plateformes de signalisation dynamiques (Villar et al., 2016). Elles vont jouer sur

la fonctionnalité des protéines, favoriser les interactions entre protéines mais également
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entrer en jeu dans la mobilité protéique a la membrane (Piomelli et al., 2007; Villar et al.,,
2016). Les AGPI vont pouvoir réguler ces radeaux lipidiques. Le DHA favoriserait la stabilité de
ces radeaux puisqu’il est particulierement présent en dehors de ces derniers, du fait de leur
faible affinité pour le cholestérol, créant ainsi une délimitation entre les radeaux et les
domaines extra-radeau, et reflétant I'importante hétérogénéité de la membrane (Levental et
al., 2016; Piomelli et al., 2007). Cet environnement plus fluide entourant le radeau permet
entre autre une plus grande mobilité de celui-ci (Villar et al., 2016). Le DHA pourrait
également réorganiser ces radeaux et perturber leur formation, de par sa capacité a changer
de conformation (Shaikh, 2012) et méme conduire a la dissociation d’une protéine et de son
radeau (Ravacci et al., 2013). Il faut tout de méme noter que I'existence de ces radeaux n’a
été démontrée que de facon indirecte ce qui en fait aujourd’hui un sujet toujours

controverseé.

Ainsi, le nombre d’insaturation, la distribution des AGPI dans la membrane ou le type
de phospholipide sur lequel ils sont incorporés sont autant d’éléments qui vont modifier la
structure dynamique de la membrane (Calder, 2012; Rajamoorthi et al., 2005). Cependant,
nous ne savons pas comment la modification de la composition lipidique en AGPI de la
membrane peut conduire a des modifications des fonctions neuronales. Pour cela, il faut
étudier ce qui différencie les AGPI n-3 des AGPI n-6. De maniére générale, il apparait que les
propriétés viscoélastiques des membranes enrichies en AGPI n-3 ou n-6 sont différentes. Cela
est due aux propriétés hautement flexibles du DHA, le principale AGPI n-3, par rapport a I'AA,
le principal AGPI n-6, qui va pouvoir changer de conformation sur une échelle de temps
inférieure a la nanoseconde (Gawrisch and Soubias, 2008). Cette grande flexibilité est rendue
possible par le haut degré d’insaturation du DHA (6 doubles liaisons contre 4 pour I'AA). Et
cette différence peut avoir un effet biologique significatif puisqu’il a été montré que la perte
d’une seule double liaison (entre le DHA n-3 et son équivalent n-6, le DPA) suffisait a modifier
la dynamique des lipides membranaire agissant ainsi potentiellement sur les changements
conformationnels des protéines comme les RCPG (Gawrisch and Soubias, 2008) (Figure 20).
Cela expliquerait la présence majoritaire de ces RCPG dans des régions membranaires
hautement concentrées en DHA. De plus, il existerait d’autres distinctions entre AGPI n-3 et
AGPI n-6, notamment la capacité de certaines protéines membranaires a reconnaitre ces

AGPI ainsi qu’une interaction différente de ces lipides avec le cholestérol (Yehuda, 2003). Il
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pourrait donc se révéler important de déterminer le ratio n-6/n-3 idéal permettant d’obtenir

un index de fluidité membranaire favorisant un fonctionnement neuronal optimal.

A Figure 20 Les chaines carbonées des AGPI
W sont hautement flexibles. (A) Les

différents états conformationnels du

DHA obtenu par simulation moléculaire

dynamique. (B) Représentation

schématique des liens flexibles du DHA
B DHA

20 19 17 16 14 13 1 10

n-3 (en haut) et de son équivalant en
terme de longueur de chaine carbonée,
le DPA n-6 (en bas) (Adaptées de Garwish
et Soubias, 2008 et S.R. Shaikh, 2012).
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2.1.3.2. Roéles des AGPI dans la signalisation lipidique

Les lipides peuvent influencer les fonctions cérébrales par voie de signalisation.
L'exemple de leur implication dans la signalisation cellulaire le plus connu concerne la voie
intracellulaire induite par le recrutement de la protéine Gg a un RCPG. En effet, apres
activation de la protéine Gq, la PLAc recrutée va cliver le Pl de la membrane qui sera alors
converti en inositol tri-phosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG) (Piomelli et al., 2007). D’'une
part, ces deux composés vont pouvoir influencer les fonctions neuronales en induisant la
libération de calcium intracellulaire ou en activant différentes kinases et autres effecteurs.
D’autre part, le DAG produit est bien souvent constitué d’un AGPI. Lorsqu’il s’agira d’un AA
par exemple il sera hydrolysé en arachidonoylethanolamide (anandamide, AEA) ou 2-

arachidonylglycerol (2-AG), faisant partie du systeme endocannabinoide (eCB).

Au niveau central, les eCB jouent le rbéle de neurotransmetteurs inhibiteurs
rétrogrades. La synthése de ces eCB est non seulement rendue possible par le mécanisme
précédemment cité, mais de maniere plus générale sous contréle du calcium intracellulaire.
lls sont donc synthétisés a la demande a partir des PL membranaires du neurone post
synaptique et assurent un rétrocontrole négatif du neurone présynaptique modulant ainsi de
nombreuses fonctions cérébrales (Dyall, 2017). Ces eCB forment donc un groupe de
médiateurs lipidiques. Les deux principaux eCB caractérisés sont dérivés de I'AA, 'AEA et le 2-
AG (Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995). Cependant, le DHA et I'EPA sont également
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des précurseurs d’eCB, le docosahexaenoylethanolamide ou DHEA et |'eicosapentaenoyl-
ethanolamide ou EPEA dont le réle est peu connu (Dyall, 2017). Néanmoins, il a été montré
qu'une carence en AGPl n-3 déséquilibrait ce systeme et diminuait ses capacités de
modulation de la transmission synaptique conduisant a des déficits comportementaux (Bosch-
Bouju et al.,, 2016; Lafourcade et al.,, 2011; Larrieu et al.,, 2012; Manduca et al., 2017,
Thomazeau et al., 2016). Les mécanismes de signalisation lipidique sont aujourd’hui encore
mal compris. En effet, les signaux lipidiques opérent dans le cerveau en parcourant de courtes
distances depuis leur site de production jusqu’a leur cible en restant majoritairement dans un
environnement lipidique du fait de leurs propriétés hydrophobes. Cela rend cette

neurotransmission spécifique difficile a mesurer.

2.1.3.3. Rdles des AGPI dans I'inflammation

Les AGPIl et leurs médiateurs jouent un role important dans les processus
inflammatoires, contrélant ainsi lincidence et la sévérité de nombreuses réponses
inflammatoires, y compris pathologiques. Les AGPI n-3, et le DHA en particulier, possédent
des propriétés anti-inflammatoires et pro-résolutives dans les tissus périphériques et le
cerveau (Orr and Bazinet, 2008; Serhan, 2014). En effet, des taux élevés de DHA cérébraux
entrainent une réduction de I'expression de cytokines pro-inflammatoires cérébrales apres
une injection systémique de lipopolysaccharide (LPS) bactérien, une ischémie cérébrale, une
|ésion de la moelle épiniére ou encore au cours du vieillissement (Delpech et al., 2015b;
Huang et al., 2007; Lalancette-Hébert et al., 2011; Mingam et al., 2008; Minogue et al., 2007;
Rey et al., 2018). Cette effet anti-inflammatoire pourrait résulter d’une action directe du DHA
sur les macrophages et microglies via différents mécanismes (De Smedt-Peyrusse et al., 2008;
Figueroa et al., 2012) permettant notamment le passage d’une fonction pro-inflammatoire de
ces cellules a des fonctions anti-inflammatoires, d’ou la notion de pro-résolution de
I'inflammation (Hjorth et al., 2013). La majeure partie des études sur culture cellulaire de
microglie confirment cet effet inhibiteur des AGPI n-3 sur le systéme pro-inflammatoire (De
Smedt-Peyrusse et al., 2008; Inoue et al.,, 2017; Moon et al., 2007), notamment via la

synthése de dérivés lipidiques bioactifs dont ils sont précurseurs (Rey et al., 2018, 2016).
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A l'inverse, les AGPI n-6, et principalement I’AA, ont été largement impliqués dans les
réponses pro-inflammatoires précoces (Bosetti, 2007; Farooqui et al., 2006). Les médiateurs
lipidiques dont I'AA est le précurseur semblent étre principalement mis en jeu (Funk, 2001;
Hjorth et al., 2013). L’AA est supposé comme pouvant également intervenir dans la phase de
résolution de l'inflammation, en conservant cependant une cinétique et des cibles différentes

de celles du DHA (Bazinet and Layé, 2014) nuangant quelque peu cette opposition n-3/n-6.

En résumé, ces effets pro- et anti-inflammatoires peuvent étre attribués a différents
mécanismes cellulaires et moléculaires. Les AGPIl vont pouvoirs réguler I'expression de
récepteurs et facteurs de transcriptions majoritairement impliqués dans ces processus
inflammatoires (Calder, 2012). Ils sont également précurseurs de métabolites lipidiques
bioactifs, de facon similaire aux eCB, qui sont impliqués directement dans la régulation des
processus inflammatoires (Gabbs et al., 2015; Rey et al., 2018). Enfin, leur effet direct sur les
fonctions membranaires (e.g. organisation, fluidité...), de par leur insaturation élevée, va

également pouvoir entrer en jeu ici, comme nous I'avons vu précédemment.

2.1.3.4. Roéle des AGPI dans le développement cérébral

Comme décrit plus haut, I'AA et le DHA sont les principaux AGPI du cerveau. lls
s'accumulent au cours du développement cérébral, en particulier pendant la période
périnatale. Chez I'Homme, cette accumulation a lieu entre le début du troisieme trimestre de
grossesse et |'age de deux ans. Les 1000 premiers jours de vie, durant lesquels les AGPI se
concentrent dans le cerveau, sont critiques pour le développement cérébral, notamment du
fait d'un intense remodelage synaptique ou encore de linitiation du processus de
myélinisation (Georgieff et al., 2018; Jiang and Nardelli, 2016). Chez les rongeurs, elle débute
entre les jours embryonnaires 14 et 17 et continue pendant la période de lactation pour
atteindre un plateau a I'age adulte, avant de décliner au cours du vieillissement (Figure 21)
(M. T. Clandinin et al., 1980; M.T. Clandinin et al., 1980; Green et al., 1999). Il est important
de noter que les ANC en AGPI précurseurs pour les femmes enceintes ou allaitantes
s‘inspirent de ceux proposés pour I'Homme adulte car nous ne disposons pas encore de
données expérimentales suffisantes pour déterminer les besoins optimaux (périphériques

comme centraux) en AGPl au cours du développement (Agence nationale de sécurité
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sanitaire de l'alimentation, 2011). Pourtant, certaines de leurs propriétés précédemment
décrites leurs conferent une multitude de propriétés régulatrices cruciales pour le

développement cérébral.
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Comme précisé plus tot, le principal déséquilibre observé chez 'Homme résulte de
taux trop faibles en AGPI n-3 cérébraux. Bien que la famille des AGPI soit capitale dans son
ensemble pour le développement cérébral, comme le montre une étude de déplétion globale
en AGPI (Harauma et al., 2017) la plupart des données cliniques et précliniques présentées
par la suite concernent les AGPI n-3 du fait de ce constat. De plus il est maintenant admis que
la composition en AG des membranes érythrocytaires était un excellent biomarqueur pour
évaluer la composition membranaire des autres organes (Fenton et al., 2016), y compris le
cerveau (Carver et al., 2001; Kuratko and Salem, 2009), rendant ainsi les études corrélatives
possibles.

Des taux sanguins de DHA élevés, mesurés chez I'enfant ou la mere pendant ou aprées
la grossesse, sont associés a de meilleures capacité cognitives et émotionnelles de ces mémes
enfants (Braarud et al., 2018; Hibbeln et al., 2007; Jumbe et al., 2016; Loomans et al., 2014;
McNamara et al., 2013b; Oken et al., 2008). Ces mémes taux mesurés dans le sang ombilical
sont par ailleurs associés a un meilleur développement neurologique et une réduction de
I"apparition de déficit comportementaux tels que l'inattention, I'agressivité ou I’hyperactivité,
chez I'enfant entre 1 et 10 ans (Colombo et al., 2004; Kannass et al., 2009; Kohlboeck et al.,
2011). Enfin on observe chez I'adulte une plus grande quantité de substance grise, une plus
grosse épaisseur de cortex et une meilleure oxygénation des tissus cérébraux en association
avec de plus haut niveaux d’AGPI n-3 (Conklin et al., 2007; Hamazaki-Fujita et al., 2011,
Walhovd et al., 2014).
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Les études précliniques étudiant les effets d’une déficience en AGPI n-3
développementale sur le fonctionnement cérébral se basent, en grande majorité, sur des
modeles nutritionnels. Ceci étant du au fait qu’il est relativement aisé de moduler les taux de
ces lipides du fait de leur caractere indispensable chez le mammifére. Cette approche
nutritionnelle a déja été montrée comme efficace pour moduler les taux d’AGPI cérébraux
(Joffre et al., 2016). Nombreuses d’entre elles montrent qu’une déficience en AGPI n-3 au
cours du développement entraine des déficits comportementaux variés (Bondi et al., 2014;
Bourre et al., 1989; Carrié et al., 2000b; Catalan et al.,, 2002; Fedorova et al., 2009, 2007;
Garcia-Calatayud et al., 2005; Greiner et al., 1999; Lozada et al., 2017; Moriguchi et al., 2000;
Reisbick et al., 1997; Xiao et al., 2006). Lorsque la déficience est maintenue sur plusieurs
générations, aggravant le déséquilibre de génération en génération, les chercheurs ont pu
mettre en évidence une corrélation entre l'intensité du déséquilibre n-6/n-3 et les déficits
comportementaux (Chalon, 2006; Moriguchi et al., 2000). De plus, quelques études montrent
que les altérations cognitives induites par la déficience pouvaient étre normalisés par un
apport en AGPI n-3 a partir de la naissance (Garcia-Calatayud et al., 2005; Lozada et al., 2017),
renforcant I'hypothése de leur role majeur au cours du développement cérébral périnatal.
Enfin, plusieurs études, chez I'Homme comme chez I'animal, mettent en évidence des
variations en fonction du sexe, avec des taux de DHA en particulier plus élevés chez les
femelles (Extier et al., 2010; Geppert et al., 2010; Lin et al., 2016). Cette différence, attribuée
a l'effet catalyseur des hormones femelles sur I'activité des désaturases (McNamara et al,,
2009a), témoigne de limportance des AGPlI pendant le développement périnatal

(Simopoulos, 2011).

2.2. Déficience en AGPI n-3, pathologies psychiatriques et transmission dopaminergique

2.2.1. Déficience en AGPI n-3 et pathologies psychiatriques

L'impact sociétal et individuel des pathologies psychiatriques est énorme et les
traitements existants pour ces pathologies psychiatriques sont limités dans leur efficacité. Il
est donc devenu crucial d’identifier de potentiels facteurs de risque de ces pathologies,
génétiqgues ou environnementaux. Dans ce contexte, un nombre croissant d’études

translationnelles suggere qu’une déficience en AGPI n-3, en particulier le DHA et/ou I'EPA, au
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cours des phases de développement cérébral, pourrait étre impliquée dans la
pathophysiologie de différentes maladies psychiatriques comme la schizophrénie, la

dépression majeure ou les troubles bipolaires (Messamore and McNamara, 2016) (Figure 22).
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Figure 22 Lien entre pathologies psychiatriques et déficience en AGPI n-3

(A) Comparaison des taux moyens de DHA + EPA chez le patient adulte atteint de syndrome
coronarien aigue (ACS, érythrocytes), troubles bipolaires (BD, érythrocytes), dépression
majeure (MDD, érythrocytes), conditions psychiatriques variées (Patient Sample, sang) ou
chez des individus sains américains (U.S. Norms, sang) et japonais (Japan Norms,
érythrocytes). Les zones de risque proposées ne concernent que la survenue d’attagues
cardiaques mais sont proposées comme étant valide pour certaines conditions psychiatriques
également. (B) Représentation de la proportion d’individus dont I'index d’AGPI n-3 (DHA +
EPA sanguins) est inférieur a 4% de la composition total d’AG pour différentes conditions
psychiatriques (n=131, =70%) en comparaison a la population générale (n=27426, =25%)
(Messamore et McNamara, 2016).

La plupart des études ont évalué les niveaux de DHA et EPA dans les PL des
érythrocytes et/ou du plasma de patients atteint de pathologies psychiatriques, étant donné
gue ces taux sont positivement corrélés aux taux cérébraux (Carver et al., 2001; Kuratko and
Salem, 2009). D’autres études se sont intéressées directement aux taux cérébraux d’AGPI de
patients en postmortem. Certaines d’entre elles ont observé des taux d’AGPI n-3 cérébraux
réduits (Conklin et al., 2010; McNamara et al., 2008a, 2007a, 2007b; Tatebayashi et al., 2012)
tandis que d’autres n’ont révélé aucune différence, pour ce qui des AGPI n-3, avec les sujets
controles (lgarashi et al., 2010; Lalovic et al., 2007; Yao et al., 2000). Cependant, les limites
associées a cette approche postmortem, comme l'absence de controle des taux d’AGPI en
amont du déces des sujets par exemple, peuvent expliquer en parties ces résultats
contradictoires (McNamara and Jandacek, 2011). Enfin, de nombreuses études d’imagerie

cérébrale ont montré une association entre les taux d’AGPI n-3 dans le sang et l'intégrité
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structurelle et fonctionnelle cérébrale (Conklin et al., 2007; McNamara et al., 2013b; Robert K
McNamara et al., 2010; Pottala et al., 2014; Samieri et al., 2012). Par exemple, les niveaux
faibles en DHA et EPA dans les érythrocytes sont associés a une surface réduite de matiere
grise dans le cortex (Conklin et al., 2007). Une observation similaire est faite chez les patients
atteints de pathologies psychiatriques (Castellanos et al., 2002; Glahn et al., 2008; Kempton,
2011). Ces données renforcent I’hypothese d’un lien entre de faible taux d’AGPI n-3 et une
altération de l'intégrité fonctionnelle et structurelle du cerveau des patients atteint de

maladies psychiatriques.

2.2.1.1.  Laschizophrénie

Le lien entre déficience en AGPI n-3 et la schizophrénie a pu étre mis en évidence par
certaines études épidémiologiques (Akter et al., 2012; Mitra et al., 2017). D’autres études
montrent plus spécifiqguement que les patients atteints de leur premier épisode psychotique
et non médicamentés possedent des taux d’AGPI érythrocytaires réduits (DHA et AA) (Evans
et al., 2003; Khan et al., 2002; Reddy et al., 2004) appuyant I’hypothése du facteur de risque.
Cette déficience a par ailleurs été observée chez les patients sur le plus long terme, traités ou
non aux antipsychotiques (Arvindakshan et al., 2003; Ranjekar et al., 2003). De plus, une
récente méta-analyse de 18 études de cas révele la présence de ce déficit en AGPI chez le
patient schizophréne (Hoen et al.,, 2013). De maniére intéressante, la réduction des taux
membranaires érythrocytaires en AGPI a été associée aux symptomes négatifs (Solberg et al.,
2016). Une réduction des AGPI n-3 chez les patients schizophrenes ayant une prédominance
des symptomes négatifs a pu étre observée (Kim et al., 2016). De plus, ces taux en AGPI n-3
sont positivement associés avec l'intégrité de la substance blanche et négativement corrélés a
I'intensité des symptdmes négatifs (McNamara et al.,, 2017; Peters et al., 2013, 2009;
Vijayakumar et al.,, 2016). Une étude préclinique récente propose par ailleurs qu’'une
déficience développementale en AGPI n-3 et n-6 serait un modeéle du stade prodromique de
la schizophrénie (Maekawa et al., 2017). D’un point de vue mécanistique, des altérations de
I'induction de la PLA2, responsable du clivage des AGPI membranaires, ont été proposées

comme participant a ces observations (Peet et al., 2002; Smesny et al., 2014; van Rensburg et
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al., 2009). L'activité de la PLA2 a d’ailleurs été associée aux altérations de substance blanche

chez les patients schizophrenes (McNamara et al., 2017; Smesny et al., 2014).

2.2.1.2. La dépression majeure

De nombreuses données de la littérature suggerent également qu’il existe une
association entre de faibles niveaux tissulaires en AGPI n-3 et les symptdmes dépressifs
(Freeman and Rapaport, 2011). Malgré la grande diversité des protocoles expérimentaux, il
semble ressortir qu’un faible apport en AGPI n-3 entraine |'apparition de symptoémes
dépressifs, alors qu’un taux tissulaire approprié aurait un effet opposé (Levant, 2013). Plus
spécifiqguement, la sévérité de la dépression a été négativement corrélée avec les taux de
DHA dans le sang et le sérum (Maes et al.,, 1999; Peet et al., 1998) ainsi que dans le tissu
adipeux, reflétant le stockage a long terme des lipides (Mamalakis et al., 2002). De méme,
une méta-analyse de 14 études de cas a révélé un déficit significatif en DHA et EPA dans le
plasma et les érythrocytes de patients dépressifs majeurs (Lin et al., 2010). De plus, un déficit
érythrocytaire en DHA et EPA chez I'adolescent a haut risque de développer une dépression a
pu étre observé (Clayton et al., 2008; McNamara et al., 2014; Pottala et al., 2012). Enfin, un
examen postmortem de cerveaux de patients dépressifs, dont une étude se focalisant sur les
patients morts d’un suicide, met en évidence des taux de DHA inférieurs aux groupe contréle

dans certaines régions corticales (Conklin et al., 2010; McNamara et al., 2013a, 2007b).

2.2.1.3. Les désordres bipolaires

Une altération du statut en AGPI a également été trouvée chez le patient bipolaire. En
effet, quelques études montrent une réduction significative des taux de DHA et/ou d’EPA
dans le plasma ou les érythrocytes en comparaison au groupe contrdle (Chiu et al., 2003; Lin
et al, 2010; McNamara et al., 2015; Robert K. McNamara et al.,, 2010), ainsi qu’'une
modification du ration n-6/n-3 supportant ce déficit en AGPl n-3 (Evans et al., 2014;
McNamara et al., 2015). Cependant, les diminutions de taux en DHA n’ont pas été associées a
la sévérité des phases maniaques chez les patients bipolaires (McNamara et al., 2015). Les

études postmortem montrent, quant a elles, une réduction des AGPI dans leur globalité (mais
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celle du DHA est supérieur a I’AA) chez les patients bipolaires, en particulier dans le cortex

frontal (McNamara et al., 2008a).

Toutes ces données cliniques suggérent que ces différentes pathologies psychiatriques
sont caractérisées par une réduction des taux en AGPIl n-3 sanguins et cérébraux. Ce
phénotype précéderait I'apparition des premiers symptomes de ces pathologies, notamment
les symptoémes négatifs et dépressifs, faisant de la déficience en AGPI n-3 un potentiel facteur

de risque.

2.2.2. Origine et réversibilité des perturbations en AGPI

2.2.2.1. Impact de la nutrition sur les taux d’AGPI n-3

Les causes de la déficience en AGPI n-3 dans les maladies psychiatriques n’ont pas été
clairement déterminées. D’'un point de vue nutritionnel, la consommation en AGPI n-3 est
jugée insuffisante dans une fraction importante de la population, incluant les femmes
enceintes et allaitantes, en Europe et en Amérique du Nord (de Groot et al., 2004; Innis and
Elias, 2003; Loosemore et al., 2004). Une étude canadienne montre que 25 % des femmes au
3éme trimestre de grossesse consomment moins de DHA que la quantité moyenne théorique
nécessaire pour une accumulation optimale chez le feetus (Innis and Elias, 2003). De plus,
I"’étude individuelle nationale de consommation alimentaire en France (INCA 2, base de
données francaise couvrant les années 2006-2007) rapporte que I"apport moyen quotidien en
AGPI n-3 est au moins deux fois inférieur aux ANC dans la population générale. En revanche,
I'apport moyen en AGPI n-6 est satisfaisant par rapport a la recommandation de I’ANSES. Ces
déficits d’apport en AGPI n-3 ont un impact direct sur la composition plasmatique des

phospholipides en DHA et EPA (Tableau 4).

Servings of fish/wk

Fatty acid 0 0.1-0.9 1-1.9 =2 P
mg/100 g farfy acids

DHA 3.89+0.33 448 +0.25 5.19+£0.27 575+0.39 <0.01

EPA 0.26 £0.05 0.47 £0.04 0.49 +£0.04 0.71 £0.11 <0.01

AA 8.33+0.30 8.55+0.26 8.76 £0.36 829+ 0.44 NS

LA 23.6+0.78 20.2 +0.66 20.7 £0.64 21.0+1.0 NS

ALA 0.40 £0.10 0.33+£0.07 0.35+0.02 0.43+0.03 NS

Tableau 4 Relation entre la consommation de poisson (nombre de poisson par semaine) et les
taux d’AGPI n-3 (DHA, EPA, ALA) et n-6 (AA, LA) dans les phospholipides du plasma mesurés
au cours de la gestation. (Innis et Elias, 2003).
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Du point de vue symptomatologique, des études épidémiologiques internationales ont
mis en évidence une corrélation inverse entre la consommation de poisson et autres produits
marins et la prévalence au développement de la dépression majeure (Hibbeln, 1998; Peet,
2004) et des troubles bipolaires (Noaghiul and Hibbeln, 2003), ce qui n’est pas le cas pour la
schizophrénie (Peet, 2004). D’autres études établissent un lien entre les régimes alimentaires
appauvris en AGPI n-3 et la prévalence de symptomes dépressifs chez I'adolescent (Allen et
al., 2013; Murakami et al., 2010; Oddy et al., 2011; Swenne et al., 2011). Une équipe montre
également que des patients a haut risque de développer la schizophrénie ont une
alimentation pauvre an AGPI n-3 et riche en AGPI n-6 en comparaison aux contréles

(Pawetczyk et al., 2016).

Les modeles précliniques nutritionnels sont largement utilisés pour moduler les taux
d’AGPI dans I'organisme entier, y compris le cerveau (Bazinet and Layé, 2014). Chez le
rongeur, une faible consommation d'AGPI n-3 induit une diminution des taux de DHA
cérébraux couplée a une augmentation du DPA, 'analogue métabolique de la série n-6 du
DHA (Joffre et al., 2016; Mingam et al., 2008). A l'inverse, les taux en AGPI n-3 augmentent
lorsque les animaux sont soumis a des régimes riches en AGPI n-3 (Joffre et al., 2016). De
plus, on observe une réversibilité rapide des déficiences, méme a I'dge adulte, par cette
approche nutritionnelle dans différents modéles animaux (Araya et al., 1994; Connor et al.,
1990; Weisinger et al., 1999), et ce méme lorsque la déficience est multigénérationnelle
(Moriguchi et al., 2001). En effet, la supplémentation en précurseurs d’AGPI n-3 de la 2"
génération a partir du sevrage suffit a restaurer les taux cérébraux en AGPI n-3 dans le
cerveau, pourtant réduits de 75% en ce qui concerne les taux de DHA chez les animaux non
supplémentés (Xiao et al., 2005) et ce indépendamment du type cellulaire (neurones et
cellules gliales; (Bourre et al., 1989). Il est important de noter que cette approche
nutritionnelle entraine des modifications au niveau central et périphérique de I'organisme.
Elle va donc impacter I'expression des enzymes impliquées dans le métabolisme des AGPI
dans le cerveau et a la périphérie, incluant le foie. Ainsi, dans le foie, un régime déficient en
AGPI n-3 conduit a 'augmentation de I'activité de la A6-désaturase et des élongases (Cho et

al., 1999; Igarashi et al., 2007; Wang et al., 2005). Cette augmentation du métabolisme des
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AGPIl en réponse a la déficience a pour but de stimuler la synthése d’AGPI a chaine longue afin

d’en augmenter la biodisponibilité, en particulier dans le cerveau.

Enfin, il existe un modele alternatif a I'approche nutritionnelle pour étudier le réle des
les AGPI dans 'organisme : la souris transgénique Fat-1. Cette souris est porteuse du gene fat-
1 codant pour une désaturase, absente chez les mammiferes mais naturellement exprimée
par le ver C.Elegans, qui catalyse la conversion des AGPI n-6 en AGPI n-3 par ajout d’une
insaturation en position n-3 (Kang et al., 2004). Lorsque ces animaux sont exposés a un
régime déficient en AGPI n-3, on constate alors une augmentation des taux cérébraux de DHA
ainsi qu’une diminution des taux de son équivalent n-6, le DPA (Boudrault et al., 2010; Orr et

al., 2010).

2.2.2.2. Lasupplémentation en AGPI n-3

Le statut lipidique du cerveau n’est donc pas fixe et peut étre facilement modulé,
notamment par des approches nutritionnelles. C'est pourquoi, dans le but d’évaluer si la
déficience en AGPI n-3 est directement impliquée dans le développement de pathologies
psychiatriques, de nombreuses études ont étudié Iimpact d'une supplémentation
nutritionnelle en AGPI n-3 sur les symptdmes psychiatriques. Un nombre croissant de
données suggere que la supplementation pourrait étre efficace dans le traitement des
symptémes négatifs et positifs chez les patients a haut risque de développer la schizophrénie
(Amminger et al., 2010; Emsley et al., 2002; Mellor et al., 1995) ainsi que pour prévenir ou
retarder |'apparition de psychoses chez le jeune prédisposé a développer la maladie
(Amminger et al., 2015, 2010). Une méta-analyse va également dans ce sens, proposant que
les AGPI n-3 pourraient étre efficaces durant la phase prodromique ou des I'apparition des
premiers épisodes psychotiques de la schizophrénie, mais pas lorsque la pathologie en est
déja a son stade chronique (Chen et al., 2015). En revanche, une étude a grande échelle n’a
pas confirmé cet effet (McGorry et al., 2017), notamment du fait, d’apres les auteurs, d'un
taux de transition vers la pathologie trop faible dans I'ensemble de la population étudiée,
indépendamment de la supplémentation. Au vue de toutes ces données, seule l'intervention
effectuée durant les stages précoces de la schizophrénie semble étre potentiellement

efficace. D’autres études préliminaires montrent qu’une supplémentation en AGPI n-3, seule
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ou en combinaison d'un traitement, peut significativement réduire les symptomes de
dépression et de manies chez I'enfant et I'adolescent (Clayton et al., 2009; McNamara et al.,
2014; Nemets et al., 2006; Wozniak et al., 2007). Il est également observé, par méta-analyse,
une amélioration des symptomes chez les patients dépressifs majeurs et bipolaires suite a la
supplémentation (Grosso et al.,, 2014; Sarris et al., 2012; Sublette et al., 2011). Une autre
méta-analyse, se focalisant sur le patient adulte atteint de dépression majeure, observe une
amélioration modeste des symptomes dépressifs (Appleton et al.,, 2015). De plus, il est
intéressant de noter que la supplémentation en AGPI n-3 semble également réduire
I'intensité des symptoémes de type anxieux, un autre symptdme psychiatrique commun et
bien souvent comorbide avec les troubles dépressifs, comme le montre une méta-analyse
récente de 19 essais cliniqgues (Su et al.,, 2018). Enfin, une étude a montré que la
supplémentation en AGPI n-3 entrainait une augmentation de lintégrité structurelle de la
substance blanche en association avec une réduction de la sévérité des symptémes dépressifs

(Chhetry et al., 2016).

Il faut également prendre en compte que la plupart des effets bénéfiques de la
supplémentation en AGPlI n-3 ont été observés en présence d'un cotraitement
médicamenteux, suggérant que les AGPI n-3 pourraient contribuer a I'augmentation de
I'efficacité thérapeutique de ces médicaments. En effet, les AGPI n-3 ont été décrits comme
capables d’augmenter I'efficacité de la fluoxetine ou du citalopram, des ISRS classiquement
utilisés chez les patients dépressifs (Gertsik et al., 2012; Jazayeri et al., 2008). Il a également
été observé une réduction des symptdmes dépressifs suite a I'addition d’un traitement en
AGPl n-3 chez le patient atteint de dépression majeure préalablement résistant aux
traitements médicamenteux classiques (McNamara et al., 2014; Peet and Horrobin, 2002). La
supplémentation est aussi efficace pour réduire les rechutes de patients bipolaires adultes
sous traitement classique (Stoll et al., 1999) et la sévérité des symptdmes de manie chez
I'enfant sous traitement (Clayton et al.,, 2009, p. 200). Enfin, elle accélére la réponse au
traitement, augmente la tolérance et permet méme de réduire la dose d’antipsychotique de
20% chez les patients atteints de leur premier épisode psychotique (Berger et al., 2007).

La limite majeure de cette approche concerne I'hétérogénéité des approches
expérimentales de supplémentation (e.g. type et dose d’AGPI, durée du traitement,

cotraitement associé, taille de |'échantillon, stade de la pathologie et sévérité des
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symptomes) contribuant a la grande variabilité des résultats (Messamore and McNamara,
2016). De plus, la période développementale étant centrale dans la mise en place des
perturbations cérébrales chimiques et structurelles induites par la déficience en AGPI n-3, il
est probable que la supplémentation a court terme et tardive ne soit pas suffisante pour
aboutir a un effet thérapeutique bénéfique. C'est pourquoi cette approche n’est peut-étre
envisageable que lors des phases précoces de ces pathologies dans le but de prévenir
I"apparition de ces symptdmes (Amminger et al., 2015).

De maniere générale, ces études cliniques, épidémiologiques et interventionnelles
supportent une implication de la déficience en AGPl n-3 dans le développement de
pathologies psychiatriques. De plus, la supplémentation semble avoir un effet bénéfique sur
I'apparition des symptdmes associés et une présence d’effet secondaires quasi nulle.
Cependant, la variabilité des résultats obtenus montre bien la nécessité d'une meilleure
compréhension des mécanismes de mise en place des pathologies psychiatriques ainsi qu'une
meilleure caractérisation d’éventuels sous-groupes de patients. De plus, ce facteur
nutritionnel ne peut étre le seul paramétre a prendre en considération puisqu’un grand
nombre d’autres variables peuvent entrer en jeu, favorisant ou diminuant cet impact
environnemental. L'autre facteur d’importance, sur lequel de nombreuses données sont
également disponibles, n’est pas environnemental mais génétique et va également pouvoir
participer a |'apparition de ces déséquilibres lipidiques par le biais d’altérations du
métabolisme des AGPI. Ce facteur génétique, s’il existe, pourrait empécher de potentiels

effets bénéfiques d’une supplémentation.

2.2.2.3.  Les polymorphismes génétiques

La déficience en AGPI n-3 observée dans ces pathologies psychiatriques pourrait
également provenir de prédispositions génétiques impliquant des polymorphismes de genes
codant pour les enzymes du métabolisme des PL, et des AGPI en particulier, comme les FABP,
les FADS ou les phospholipases.

Tout d’abord, hors du contexte pathologique, une relation entre la densité de
substance blanche, les taux d’AGPI n-3 circulants et un polymorphisme du géene codant pour
la FADS2 a été identifiée (biosynthése des AGPI) (Peters et al.,, 2014) associant ainsi les

altérations génétiques, lipidiques et structurelles. Les polymorphismes de ce type sont
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capables de moduler les taux d’AGPI circulants dans I'organisme, y compris chez la mere ainsi
que dans le lait maternel (Bokor et al.,, 2010; Harslgf et al.,, 2013; Koletzko et al., 2011;
Mathias et al., 2010; Schaeffer et al., 2006; Xie and Innis, 2008) permettant d’entrevoir les
potentielles conséquences de ces polymorphismes au cours du développement.

Dans le contexte des pathologies psychiatriques, des polymorphismes pour les génes
de la FABP2 (transport des AG a chaine longues, (Roel J.T. Mocking et al., 2013), la PLA2 et Ia
COX2 (décrochage de la membrane et transformation des AGPI en dérivés lipidiques (Pae et
al., 2004, Su et al., 2010) ont été décrits chez le patient dépressif. De plus, il a été démontré
que I'expression d’un gene codant pour la FADS1 diminue chez les patients dépressifs morts
de suicide (Lalovic et al.,, 2010; McNamara and Liu, 2011). De méme, la méthylation de la
région régulant I'expression de Elovl5 (élongation des AGPI a chaine longue) a été associée
avec la dépression majeure (Haghighi et al., 2015). Les troubles bipolaires ont été associés a
des variants d’allele codant pour la iPLA2 (décrochage du DHA en particulier) (C. Xu et al.,,
2013), la PLCy (signalisation lipidique) (Covault et al., 2004; Ftouhi-Paquin et al., 2001; Lgvlie
et al.,, 2001; Turecki et al., 1998), la FA-CoA ligase 4 (dégradation des AGPI longue chaine)
(Covault et al., 2004). De la méme maniére, le patient schizophréne est caractérisé par des
polymorphismes pour les génes de la FABP3, 5 et 7 (Maekawa et al., 2010), la cPLA2
(décrochage de I’'AA en majorité) (Barbosa et al., 2007; Chowdari et al., 2001; Nadalin et al,,
2008; Tao et al., 2005; Wei and Hemmings, 2004; Yu et al., 2005), la PLAP (activation de la
PLA) et 'ACSM1 (synthése et dégradation des lipides) (Athanasiu et al., 2010). De plus,
I'expression des FABP3 et FABP5 diminue dans le cerveau des patients schizophrénes
(Hamazaki et al., 2016; Shimamoto et al., 2014) et les niveaux périphériques de FABP sont
positivement corrélés aux réponses aux traitements médicaux et a I'amélioration des
symptémes psychotiques (Tomasik et al., 2016).

Bien que les informations sur les polymorphismes génétiques associés au métabolisme
des AGPI soient incomplétes et que les conséquences fonctionnelles de ces polymorphismes
sur le statut lipidique des patients n‘aient été que peu exploré, ces données suggerent qu’une
prédisposition génétique serait a méme d’étre en partie responsable de la diminution des

taux en AGPI n-3 observée chez les patients atteint de maladies psychiatriques.

L'ensemble de ces données suggere qu'un régime déficient en AGPI n-3, un ou

plusieurs polymorphismes de genes codant pour les enzymes impliquées dans le métabolisme
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des AGPI ou une association des deux peut résulter en une déficience en AGPI n-3 au niveau
cérébral. Cependant, les causes de la déficience en AGPI n-3 observé en clinique ainsi que les
mécanismes par lesquels cette déficience entrainerait une vulnérabilité pour le
développement de symptémes psychiatriques ne sont a ce jour pas identifiés. A ce jour, il a
été démontré en préclinique que la déficience en AGPI n-3 avait un impact en particulier sur
la transmission dopaminergique au niveau central, transmission par ailleurs dysfonctionnelle
chez les patients dépressifs majeurs, bipolaires et schizophrénes comme nous |'avons décrit

précédemment.

2.2.3. Déficience en AGPI n-3 et transmission dopaminergique mesolimbigue

Les modeles précliniques animaux de déficience en AGPI n-3, utilisant I'approche
nutritionnelle durant le développement périnatal, sont largement utilisés. En effet, cette
approche est la plus @ méme de « mimer » la déficience en AGPI n-3 générale observée chez
le patient atteint de pathologies psychiatriques. Cette déficience résulte en de multiples
altérations, néanmoins toujours légeres, comme des perturbations de la neurogénése (Beltz
et al., 2007), de la migration des neuroblastes (Yavin et al., 2009), de la différentiation
neuronale (Calderon and Kim, 2004), de I'expression de facteurs neurotrophiqgues (Rao et al.,
2007), de I'élagage synaptique (de Velasco et al., 2012), ou de la neuroinflammation (Madore
et al., 2014). En ce qui concerne la neurotransmission, ces modeles de déficience en AGPI n-3
ont mis en évidence des altérations de la transmission monoaminergiques, comprenant les
systémes sérotoninergique, dopaminergique et noradrénergique (Levant, 2013, p. 201; Liu et
al., 2018). Les AGPI n-3 régulent également le systeme endocannabinoide (Lafourcade et al.,
2011; Larrieu et al., 2012). Toutes ces altérations neurobiologiques pourraient participer au
développement de certains endophénotypes des pathologies psychiatriques. Mais les
modifications de la transmission dopaminergique constituent I'une des principales altérations
induites par ces modeles de déficience en AGPI n-3, décrite de facon robuste et consistante

par de nombreuses études.

Le groupe de Sylvie Chalon en particulier a utilisé un modele multigénérationnel de
déficience nutritionnelle en AGPI n-3 dans lequel plusieurs marqueurs de la transmission

dopaminergique ont été étudiés (Chalon, 2006). lls ont montré que ce modéle conduit d’une
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part a une réduction de 70% du DHA cérébral, et d’autre part a une augmentation et une
diminution de la libération de dopamine extracellulaire basale dans le vStr et le CPF
respectivement (Kodas et al., 2002), une diminution de la densité du RD2 dans le CPF et une
augmentation dans le NAc (Delion et al., 1997; Zimmer et al., 2002, 2000a), une diminution
de la libération de dopamine apres stimulation dans le NAc et le CPF (Delion et al., 1997,
Kodas et al., 2002; Zimmer et al., 1998), une augmentation de la capacité de liaison du RD2
avec un ligand dans le vStr mais pas le dStr (Delion et al., 1994; Zimmer et al., 2000a), une
réduction du nombre de vésicules dopaminergiques dans la présynapse dopaminergique
(Zimmer et al.,, 2000b) et une diminution de I'expression du transporteur vésiculaire des
monoamines 2 (VMAT2) dans les régions susmentionnées (Kodas et al., 2002; Zimmer et al.,
2002, 2000a). De maniére intéressante, lorsqu’ils ont été mesurés, les niveaux protéiques des
RD1 et du DAT ne sont pas modifié par le régime (Delion et al., 1997; Zimmer et al., 20003,
1998). De plus, I'activité des monoamines oxydases (MAO A et B), enzymes de dégradation de

la dopamine, ne semble pas étre altérée dans ce modele (Zimmer et al., 1998).

Dans une autre étude, la déficience en AGPI n-3 induite aprés la conception, donc sur
une seule génération, entraine une réduction de 80% du ratio DHA/AA et une augmentation
des densités de RD1 et RD2 dans le NAc, le dStr et le CPF a la naissance (Kuperstein et al.,
2008, 2005). Toutefois, une autre équipe, qui étudie une déficience unigénérationnelle,
entrainant une réduction plus faible des taux de DHA cérébraux (environ 50%), ne retrouve
pas ces altérations de densité des RD1 et RD2 ou de libération basale de dopamine dans ces
trois structures (Levant et al.,, 2010). La déficience périnatale semble aussi augmenter le

turnover dopaminergique (DOPAC/Dopamine) mesuré dans le CPF (McNamara et al., 2009b).

Ces altérations semblent avoir un impact fonctionnel sur les fonctions cérébrales
puisque ce méme modele de déficience développementale en AGPI n-3 augmente la
sensibilisation comportementale a I'amphétamine, et altere 'apprentissage instrumental des
animaux, deux variables dépendante de la transmission dopaminergique (Bondi et al., 2014;
McNamara et al., 2008c, 2008b). Ces données indiquent que la déficience en AGPI n-3 a
entraine une altération de la transmission dopaminergique dans le NAc et le CPF associée a
des déficits comportementaux. Cependant, ces observations restent purement corrélatives et
les mécanismes mis en jeu par la déficience en AGPI n-3 et conduisant a ces altérations

restent inconnus a ce jour.
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La motivation, définie comme la volonté d’un I'organisme a initier et maintenir un
comportement qui lui permette de se rapprocher d'un objectif, est un processus
comportemental majeur et hautement adaptatif (Salamone and Correa, 2012). Les troubles
de la motivation sont par ailleurs observables dans de nombreuses conditions médicales,
incluant les pathologies psychiatriques (American Psychiatric Association, 2013; Chong and
Husain, 2016; World Health Organization, 1992). Ces déficits motivationnels face a un effort a
fournir — qu’il soit physique ou cognitif — représenteraient alors un endophénotype commun a
différentes pathologies psychiatriques et développementales, en particulier la schizophrénie,
la dépression majeure et les troubles bipolaires. Cette volonté d’identifier des
endophénotypes communs est d’ailleurs une stratégie sérieusement envisagée par la
communauté scientifigue, comme en témoigne la création récente du RDoC (Insel et al,,
2010). Il a pour objectif de modifier les méthodologies d’approche de la recherche sur les
maladies neurologiques en se basant, non plus sur I'observation clinique des symptémes,
(catégories diagnostiques du DSM par exemple) mais sur la physiologie et la pathologie
cérébrale. C'est une démarche translationnelle favorisant I’étude des mécanismes cérébraux

physiologiques qui permet d’en comprendre les dysfonctionnements (Insel et al., 2010).

En ce sens, le raisonnement suivant est proposé: d'une part, la transmission
dopaminergique mésolimbique joue un rbéle majeur dans la modulation des processus
motivationnels (Chong, 2018; Hamid et al., 2016; Salamone and Correa, 2012). D’autre part,
un nombre important de données montre que des perturbations de celle-ci participeraient a
la mise en place et l'expression des troubles motivationnels dans les pathologies
psychiatriques précédemment citées (Cooper et al.,, 2017; Der-Avakian et al., 2015; Husain
and Roiser, 2018; Whitton et al., 2015). Les altérations de la motivation, mettant en jeu des
perturbations d’'un méme systéme cérébral, correspondent donc a la définition du RDoC
d’une physiopathologie commune a ces désordres psychiatriques. A la suite d’un tel constat, il
apparait alors nécessaire d’identifier la ou les causes de ces perturbations, ce qui est en parti
rendu possible par [l'utilisation d’approches précliniques expérimentales chez [|'animal.
Répondre a ces interrogations pourrait permettre de comprendre les mécanismes de mise en

place de cet endophenotype commun et d’en améliorer les traitements.
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Le but a alors été d’identifier de potentiels facteurs prédictifs et/ou facteurs de risque
communs a ces pathologies psychiatriques. De facon intéressante, les cliniciens ont mis en
évidence que la schizophrénie, la dépression majeure et les troubles bipolaires étaient
associés a une réduction des taux en AGPI n-3 au niveau périphérique et central, semblant
précéder I'apparition des premiers symptomes (Messamore and McNamara, 2016). A cela
s’ajoute I'existence de polymorphismes pour des génes indispensables a la métabolisation de
ces AGPI chez les patients atteint de ces pathologies (Athanasiu et al., 2010; Haghighi et al.,
2015; Maekawa et al., 2010; Roel J. T. Mocking et al., 2013; C. Xu et al., 2013) ainsi que le
constat d’une réduction des apports nutritionnels en AGPI n-3 dans la population générale
(de Groot et al.,, 2004; Innis and Elias, 2003; Loosemore et al., 2004). Cette observation
transdiagnostique, couplée aux études démontrant le réle de ces AGPI dans les fonctions
cérébrales (Calder, 2012; Feller et al.,, 2002), en particulier au cours du développement
(Georgieff et al., 2018), est a I'origine de I'hypothese selon laquelle ces modifications des taux
d’AGPI pourraient étre impliquées dans I'étiologie de ces maladies psychiatriques et
notamment dans le développement de leurs symptémes communs. De plus, un nombre
croissant de données précliniques visent a renforcer cette hypothése puisqu’elles mettent en
évidence une association entre les déficits développementaux en AGPI n-3 et une altération
de la transmission dopaminergique, en particulier au niveau du noyau accumbens (Chalon,
2006; Delion et al., 1997, 1994; Kodas et al., 2002; Kuperstein et al., 2008, 2005; Zimmer et
al., 2002, 2000b, 2000a, 1998). De plus, quelgues études décrivent une altération de
comportements dépendant de la dopamine suite a la mise en place d’'une déficience en AGPI
n-3 (Bondi et al., 2014; McNamara et al., 2008c, 2008b).

Ces études cliniques et précliniques sont toutefois corrélatives et a ce jour aucun lien
causal n'a pu étre établi. Néanmoins, ces données suggerent que les niveaux d’AGPI n-3
pourraient représenter un facteur de risque au développement de ces pathologies
psychiatriques en agissant sur les fonctions cérébrales et plus particulierement sur le systeme

dopaminergique.

Nous proposons alors I'hypothese selon laquelle la déficience développementale en
AGPI| n-3 participe au développement de I'endophénotype motivationnel présent dans
différentes pathologies psychiatriques en agissant sur la fonctionnalité de la transmission
dopaminergique mésolimbique.
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L'objectif de ce travail de these préclinique a été d’identifier les conséquences
comportementales et neurobiologiques a long terme d’une déficience en AGPI n-3
développementale, en particulier sur le systeme de récompense et de motivation, et d’en

comprendre les mécanismes d’actions au niveau cellulaire et moléculaire.

Nous avons donc utilisé un modele de déficience développementale nutritionnelle en
AGPI n-3 chez le rongeur afin d’étudier les conséquences sur 1) la motivation a fournir un
effort dans le but d’obtenir une récompense et 2) la fonctionnalité du réseau au sein du NAc
core, structure centrale du systéme mésolimbique dans la régulation des processus
motivationnels, dans le but d’identifier 'origine des perturbations. Nous avons également
recherché un potentiel mécanisme d’action directe des AGPI n-3 sur la fonctionnalité de la
transmission dopaminergique, en étudiant la transduction du signal dépendante du récepteur
a la dopamine RD2, central dans la modulation de la motivation. La stratégie de
supplémentation en AGPI n-3 a également été utilisée afin d’identifier les fenétres
développementales de susceptibilité a la déficience. Enfin, nous avons déterminé si la
modulation des taux en AGPI n-3 au sein de populations neuronales spécifiques (les MSN)
était suffisante pour induire la mise en place des déficits comportementaux observés dans le

but d’identifier les populations neuronales qui en seraient responsables.

Objectif 1) Etudier I'impact d’une déficience développementale en AGPI n-3 sur les processus

motivationnels et identifier les périodes développementales de susceptibilité

Pour évaluer la motivation, nous avons utilisé des paradigmes comportementaux, déja
bien caractérisés chez 'Homme et I'animal, afin de mesurer la capacité des animaux a fournir
un effort dans le but d’obtenir une récompense. Ces tests ont été réalisés a I’age adulte suite
a I'exposition aux régimes déficient ou équilibré en AGPI n-3 depuis la gestation. Nous avons
par ailleurs supplémenté certains animaux en AGPI n-3 a chaine longue, a la naissance ou au
sevrage, afin de déterminer les périodes de vulnérabilité du systéeme de la motivation a la

déficience en AGPI n-3.
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Enfin, nous avons évalué le lien entre altération motivationnelle et perturbation de la
transmission dopaminergique dans ces paradigmes en stimulant la libération de dopamine au

cours de la tache comportementale.

Objectif 2) Etudier I'impact d’une déficience développementale en AGPI n-3 sur la transmission

mésolimbique et la fonctionnalité du réseau des MSN au sein du NAc

La transmission dopaminergique mésolimbique est centrale dans la modulation de la
motivation. Nous avons donc évalué les effets de la déficience en AGPI n-3 sur I'intégrité de la
transmission dopaminergique mésolimbique comme cela a précédemment été proposé
(Chalon, 2006). Pour cela, nous avons mesuré les niveaux protéiques des principaux
marqueurs de la synapse dopaminergique ainsi que les taux de dopamine extracellulaire
basale et stimulée dans le NAc.

Dans un second temps, nous avons cherché a identifier les mécanismes neuronaux par
lesquels la déficience en AGPI n-3 entraine un déficit motivationnel. Nous avons donc réalisé
une étude électrophysiologique de patch clamp en cellule entiére des MSN, principaux
neurones dopaminoceptifs, dans le NAc core. Cette étude a eu pour but de déterminer si la
déficience en AGPI n-3 pouvait entrainer des perturbations des propriétés intrinseques de ces
neurones ainsi que de l'intégrité de leurs propriétés excitables en réponse a une stimulation
et ce en parallele d’'une étude de l'intégrité de la transmission GABAergique recue pas ces
MSN.

Enfin, nous avons caractérisé I'impact de I'exposition au régime déficient en AGPI n-3
sur I'intégrité de la voie de signalisation du RD2. Pour cela, nous avons étudié différents
comportements fortement dépendants de la transmission dopaminergique suite a l'injection
de ligands pharmacologiques de ce récepteur. Puis, nous avons mesuré les niveaux des
principaux marqueurs de cette voie de signalisation ainsi que son activation en réponse a un

ligand.
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Objectif 3) Déterminer dans quelle(s) population(s) neuronale(s) la déficience
développementale en AGPI n-3 est nécessaire pour induire les perturbations motivationnelles

et neurobiologiques

Nous avons utilisé un modele murin transgénique exprimant |'enzyme Fatl,
permettant la conversion des AGPI n-6 en AGPI n-3, sous dépendance de la Cre recombinase.
Cela nous a permis d’évaluer si la restauration des taux d’AGPIl n-3 dans une population
neuronale spécifique (en l'occurrence les neurones exprimant les principaux récepteurs
dopaminergiques) était suffisante pour prévenir I'apparition des troubles de la motivation et
des altérations neurobiologiques induits par la déficience en AGPI n-3. Une approche
pharmacogénétique a également été utilisée dans le but de vérifier le lien causal entre la

déficience en AGPI n-3 et les altérations électrophysiologiques des MSN du NAc core.
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SUMMARY

Avolition is a shared symptom of several psychiatric disorders such as schizophrenia, major
depression and bipolar disorders, however, whether the underlying pathological mechanisms
are common is unknown. Herein, we asked whether a decrease in n-3 Polyunsaturated Fatty
Acids (PUFAs), which has been consistently described in these pathologies, could result in
reward processing deficits. We show that developmental n-3 PUFA deficiency in mice leads to
selective motivational deficits in adulthood, paralleled by increased lateral inhibition of
dopamine D2 receptor (D2R)-expressing medium spiny neurons (iMSNs) onto dopamine D1
receptor (D1R)-expressing dMSNs in the nucleus accumbens in a D2R-dependent manner.
Strikingly, using a unigue transgenic model, we show that preventing n-3 PUFA deficiency in
D2R-, but not D1R-expressing neurons, reverses MSNs lateral inhibition and enhances
performance in deficient animals. These results constitute the first demonstration of a causal
link between n-3 PUFA deficiency in a discrete neuronal population and a behavioral deficit,
and suggest that the deficiency in n-3 PUFAs in psychopathologies could participate to the

etiology of reward-related symptomes.
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INTRODUCTION

Symptom-focused transdiagnostic approach is increasingly considered in psychiatric research
in order to identify common pathological mechanisms for the improvement of treatment algorithms.
In this context, avolition, defined as the decrease in the motivation to initiate and perform self-
directed purposeful activities (Diagnostic and statistical manual of mental disorders : DSM-5), is a
common symptom of several psychiatric disorders such as major depressive disorder (MDD), bipolar
disorders (BP) and schizophrenia (SCZ), that remains largely resistant to current pharmaceutical
treatments. Several data support that this behavioral endophenotype originates from alterations
within the brain reward system (Whitton et al., 2015). However, whether this common symptom relies

on shared pathological mechanisms, remains largely unclear.

A growing body of evidence suggests the existence of a relationship for SCZ, BPD and MDD, as
several common genetic variants and pattern of gene expression (Gandal et al., 2018; Witt et al.,
2017), as well as environmental factors (Nestler et al., 2016) have been identified as risk factors for
the etiology of these diseases. Notably, meta-analyses and cross-sectional, case-control studies have
revealed consistent decreased levels of phospholipid-containing n-3 long-chain polyunsaturated fatty
acids (n-3 PUFASs) in erythrocytes and/or plasma in patients at high risk or with SCZ (Hoen et al., 2013),
BP (Clayton et al., 2008; Pottala et al., 2012) and MDD (Lin et al., 2010; McNamara et al., 2014) (for
review: Messamore and McNamara, 2016), suggesting that low n-3 PUFA biostatus coincides with, and
may precede the initial onset of psychopathologies. Moreover, even though there are some
discrepancies (lgarashi et al., 2010; Lalovic et al., 2007; Yao et al., 2000) some postmortem analyses
revealed lower brain n-3 PUFA levels in psychiatric patients (Conklin et al., 2010; McNamara et al.,
2007b, 2007a, 2008; Tatebayashi et al., 2012). However, the implication of such decrease in n-3 PUFA

levels in the etiology of the diseases remains largely controversial.

Numerous studies have evaluated the effect of dietary n-3 PUFA supplementation on
psychiatric symptoms but resulted in discrepant outcomes. Meta-analyses have observed a significant
advantage of n-3 PUFA supplementation over placebo for reducing symptoms in MDD (Grosso et al.,
2014; Sublette et al.,, 2011) or BP (Sarris et al., 2012), but another more recent one employing
exclusively adult patients with MDD reported a modest benefit (Appleton et al., 2015). Similarly, a
meta-analysis suggests that n-3 PUFA may be efficacious during the prodromal stage and in first-
episode psychotic patients, but not in patients with chronic SCZ (Chen et al., 2015). However,
Amminger et al., (Amminger et al., 2015) reported reduced risk of progression to psychotic disorders

in a 6.7 year follow-up study, but failed to reproduce this effect in a multi-center clinical trial (McGorry
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et al., 2017). These findings highlight that, if any, the neurostructural and neurochemical
perturbations resulting from n-3 PUFA deficiency could be difficult to reverse with short-term
supplementation late in the course of the iliness, maybe due to their developmental origin (Amminger

et al., 2015), in accordance with the strong developmental etiology of these psychiatric disorders.

As main constituents of cell membrane phospholipids, PUFAs accumulate in the brain during
pregnancy and constitute roughly 30% of total brain lipids in adulthood, where they can modulate
membrane properties, signaling pathways and cell metabolism (Bazinet and Layé, 2014). Preclinical
models revealed that developmental n-3 PUFA deficiency disrupts neurogenesis and neuronal
differentiation (Beltz et al., 2007; Calderon and Kim, 2004), expression of neurotrophic factors (Rao et
al., 2007) and synaptic pruning (de Velasco et al., 2012), which are relevant pathological mechanisms
for psychiatric symptoms. Functionally, gestational n-3 PUFA deficiency in rodents recapitulates some
behavioral dimensions of psychiatric disorders such as anxiety-like behaviors and cognitive deficits
(Lafourcade et al., 2011; Larrieu et al., 2012, 2014; Maekawa et al., 2017). However, the causal links
between n-3 PUFA deficiency-induced neurobiological alterations and behavioral deficits are poorly

characterized.

Herein, we focused on reward processing since it is a main common behavioral dimension that
is altered in psychiatric disorders in which decreased n-3 PUFA levels have been described. We show
that developmental n-3 PUFA deficiency leads to selective motivational deficits in adulthood,
paralleled with increased lateral inhibition of medium spiny neurons of the indirect pathway (iMSNs)
onto MSNs of the direct pathway (dMSNs) in the nucleus accumbens, in a dopamine D2 receptor
(D2R)-dependent manner. Strikingly, using a unique genetic model, we demonstrate that preventing
n-3 PUFA deficiency in D2R-expressing neurons selectively, reverses lateral inhibition between MSNs
and enhances motivational performance in n-3 PUFA deficient animals. This study establishes for the
first time, a causal link between PUFA alteration in a discrete neuronal population and behavioral
deficits, and suggests that developmental n-3 PUFA deficiency could participate to the etiology of

reward processing impairments in psychiatric disorders.
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RESULTS

Developmental n-3 PUFA deficiency leads to selective motivational deficits in adulthood

N-3 PUFA deficiency from gestation to adulthood (Fig. 1A) led to whole-brain increase in n-
6/n-3 ratio that originated mostly from a decrease in the n-3 PUFA DHA and an increase in the n-6
PUFA precursor LA and of the n-6 PUFA DPA, with no change in phospholipid species or cholesterol
levels (Fig. S1A). We used operant conditioning paradigms in order to assess the effect of
developmental n-3 PUFA deficiency on incentive processes. The performances of n-3 PUFA deficient
animals were similar to controls in low work requirement tasks. However, they displayed a discrete,
though consistent decrease in performance in 2 effort-based tasks, namely the progressive ratio and
the concurrent lever pressing/free-feeding tasks, that assess the ability of animals to exert effort in
face of increasing motivational demand, and the capacity of mice to exert an effort to obtain a
preferred reward in the presence of a less preferred, though freely accessible food, respectively (Fig
1B and S1B). This deficit was also present in n-3 PUFA deficient females (Fig. S1B). Importantly, neither
the licking microstructures during consumption of the palatable reward, that allows assessing hedonic
reactivity, palatability of the tastant and postingestive feedback mechanisms (Ducrocq et al. in press,
see Annex 1), nor spontaneous locomotion were altered in n-3 PUFA deficient animals, suggesting that
the deficit in motivational tasks is specifically related to impairments in incentive processes (Fig. 1C,

D).

Increasing evidence suggest that psychiatric disorders such as SZ, bipolar disorders or MDD
have a strong developmental etiology. In order to evaluate the developmental component of n-3
PUFA deficiency-induced motivational deficits, we assessed if supplementing n-3 PUFA deficient
animals with LC-PUFAs starting at birth or at weaning could reverse motivational deficits in adulthood.
LC-PUFA supplementation efficiently rescued brain PUFA levels (data not shown). However, whereas
supplementation at P21 failed to reverse the motivational deficit, PO supplementation rescued
performance in the PRx2 task (Fig. 1E and Fig. S1C), suggesting that n-3 PUFA deficiency during the

perinatal period could be responsible for the motivational deficits in adulthood.

In order to assess the integrity of mesolimbic dopamine transmission, a main
neuromodulatory system for incentive processes (Salamone and Correa, 2012), we challenged animals
with amphetamine and evaluated the impact on performance in motivational tasks. Strikingly,
deficient animals were insensitive to the pro-motivational effect of amphetamine (Fig. 1F), suggesting
that developmental n-3 PUFA deficiency impacts mesolimbic dopamine transmission, as previously

shown with multigenerational models (Bondi et al., 2014; Chalon, 2006).
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Fig.1: Developmental n-3 PUFA deficiency leads to motivational deficit in adulthood

(A) Experimental models of nutritional n-3 PUFA deficiency in mice from gestation to adulthood (1)
and supplementation with LC n-3 PUFA at either P21 (2) or PO (3). (B) N-3 PUFA deficient mice (n-3
def; pool of n=76) displayed similar lever pressing than control animals (Ctrl; pool of n=71) during
fixed and random ratio tasks (FR-RR) (Two-Way RM ANOVA: Task effect: F(3,426)=639.8, p<0.001;
Group effect: F(1,142)=0.19, p>0.05; Interaction: F(3,246)=0.47, p>0.05; n-3 def), but had shorter
session duration during the progressive ratio task (PRx2) (Mann-Whitney test: p<0.05; n-3 def) and
lower lever presses for the reward (t test: t(145)=2.22, p<0.05) but higher consumption of the freely
available food (Mann-Whitney test : p<0.05) during the concurrent lever pressing/free feeding task.
(C) Analyses of licking microstructures during consumption of the freely-available reward showed
that total consumption (Mann-Whitney test: p>0.05), number of licks (t test: t(22)=0.77, p>0.05),
number of bursts (t test: t(22)=0.28, p>0.05), number of licks per burst (t test: t(17.5)=1.01, p>0.05)
and bursts duration (t test: t(18.4)=0.93, p>0.05) were similar between n-3 def (n=13) and Ctrl
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(n=11). (D) Spontaneous locomotion consisting in the measure of the distance travelled in 1-hour
session revealed no difference between groups (Two-Way RM ANOVA: Group effect: F(1,20)=0.73,
p>0.05; Time effect: F(5,100)=45.71, p<0.001; Interaction: F(5,100)=1.58, p>0.05) (Ctrl: n=11 and n-3
def: n=11). (E) N-3 supplementation starting at PO, but not P21, abolished the decrease in session
duration in n-3 PUFA deficient animals in the PRx2 task (Two-Way RM ANOVA: Group effect:
F(1,84)=8.34, p<0.01; Suppl. effect: F(2,84)=4.33, p<0.05; Interaction: F(2,84)=0.86, p=0.43; post hoc
test for no suppl. condition, Ctrl vs. n-3 def: p<0.05; post hoc test for n-3 def, no suppl. vs. suppl. PO:
p<0.05) (Ctrl, n=21; Ctrl + suppl. PO, n=7; Ctrl + suppl. P21, n=12; n-3 def, n=26; n-3 def + suppl. PO,
n=12 and n-3 def + suppl. P21, n=12). (F) While i.p. amphetamine at 1 mg/kg enhanced lever pressing
in control animals (One sample t test: t(7)=3.20, p<0.01; n=8), it has no effect in n-3 PUFA deficient
animals (One sample t test for n-3 def: t(11)=1.64, p>0.05, n=12). Data are means * sem. *p<0.05.
Ctrl: control group; n-3 def: n-3 PUFA deficient group; suppl. P21: group with n-3 PUFA
supplementation at postnatal day 21 and suppl. PO: group with n-3 PUFA supplementation at
postnatal day 0.

Developmental n-3 PUFA deficiency enhances inhibitory inputs onto dMSNs.

We did not detect any change in basal and amphetamine-induced extracellular dopamine
amounts in the NAc (Fig. S2A), nor in the expression levels of the dopamine transporter DAT and of
the L-DOPA synthetizing enzyme tyrosine hydroxylase (TH) (Fig. S2B), suggesting that the presynaptic
component of mesolimbic dopamine transmission was spared in n-3 PUFA deficient animals.
Moreover, expression of the 2 main dopamine receptors D1 and D2 was not significantly changed —

despite a trend of an increase for D2 - in the NAc of n-3 PUFA deficient animals (Fig. S2B).

Considering their central role in the modulation of motivation (Carvalho Poyraz et al., 2016;
Natsubori et al., 2017; Soares-Cunha et al., 2016), we then assessed the integrity of dopaminoceptive
MSNs of the NAc. Developmental n-3 PUFA deficiency strongly altered membrane PUFA composition
in the striatum, with slight changes in the levels of some phospholipid species and cholesterol (Fig.
S2C). Whole-cell patch-clamp recording on acute NAc slices from D1-GFP mice revealed that basic
intrinsic properties of both dMSNs and iMSNs, the two major dopaminoceptive neurons, were spared
in n-3 PUFA deficient animals (Fig. S2D). However, the firing probability for a given EPSP slope (E-S
coupling) resulting from electrical stimulation of cortical afferences was decreased in dMSNs but not
iMSNs (Fig. 2A-B), revealing a decrease in excitability of dMSNs in n-3 PUFA deficient animals. This
difference in E-S coupling in dMSNs between n-3 PUFA deficient and control animals was abolished
under application of the GABA, antagonist Gabazine (Fig. 2C). These data confirm that GABA
transmission is a main factor that regulates E-S coupling in MSNs (Daoudal, 2003) and suggest that the
decrease in E-S coupling in n-3 PUFA deficient animals results from an increase of GABAergic inputs

onto dMSNs. In accordance, frequency of spontaneous inhibitory postsynaptic currents (sIPSCs) — but
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not excitatory postsynaptic currents (sEPSCs) — was increased onto dMSNs, with only a trend in iMSNs,
in n-3 PUFA deficient animals (Fig. 2D and S2E). This effect was preserved on miniature IPSCs (mIPSCs)
obtained under blockade of synaptic transmission by tetrodotoxin (TTX) application (Fig. 2E and S2F).
Finally, the increased inhibitory input onto dMSNs in n-3 PUFA deficient animals was further
confirmed through an enhancement of extrasynaptic GABA-mediated tonic conductances, which have
been demonstrated to strongly modulate neuronal excitability both ex vivo and in vivo (Borgkvist et al.,
2015; Lemos et al.,, 2016; Maguire et al., 2014). Herein, we found that the effect of gabazine on

GABA,-mediated tonic conductances was slightly more pronounced in dMSNs of n-3 deficient mice

(Fig. S2G).
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Fig.2: Developmental n-3 PUFA deficiency leads to decreased excitability of medium spiny neurons
from the direct pathway (dMSN) through a D2R-dependent increase in GABA transmission.

(A) Schematic representation of a mouse sagittal slice with the patch pipette located in the core part
of the nucleus accumbens and the stimulating electrode located on the glutamatergic fibers coming
from the cortex that innervate the nucleus accumbens. (B) Measure of the E-S coupling in both
dMSNs (Ctrl: n=8 and n-3 def: n=11 neurons) and iMSNs (Ctrl: n=8 and n-3 def: n=8 neurons) revealed
a significant decrease in excitability in dMSNs (Log-rank test: x2=14.34, p<0.001), but not iMSNs (Log-
rank test: x2=0.07, p>0.05) in n-3 PUFA deficient mice. (C) This effect was abolished by application of
the GABAA receptor antagonist Gabazine (Log-rank test for Ctrl vs. n-3 def: x2=10.7, p<0.01; Log-rank
test for the effect of Gabazine in Ctrl: x*=20.62, p<0.001; Log-rank test for the effect of Gabazine in n-
3 def: x’=56.72, p<0.001; Log-rank test for Ctrl vs. n-3 def post Gabazine: x*=1.50, p>0.05) (Ctrl: n=14
and n-3 def: n=13 neurons). (D) N-3 PUFA deficient animals displayed decrease in spontaneous IPSCs
(sIPSC) frequency (t test for total sIPSC frequency: t(29)=2.67, p<0.05) but not amplitude (Two-Way
RM ANOVA for sIPSC Frequency/sIPSC Amplitude: Group effect: F(1,290)=6.07, p<0.05; Ampl. effect:
F(9,290)=27.7, p<0.001; Interaction: F(9,290)=0.61, p=0.79) in dMSNs. (left) Representative sIPSC
traces, (middle) plot of sIPSC frequencies and (right) plot of sIPSCs frequency/amplitude in dMSNs
(Ctrl: n=13 and n-3 def: n=18 neurons). (E) Frequency of miniature IPSCs (mIPSCs) measured after
application of TTX was decreased (t test for total mIPSC frequency, Ctrl vs. n-3 def: t(29)=2.53,
p<0.05), while amplitude was increased for events of 20-30 pA (Two-Way RM ANOVA for mIPSC
Frequency/mIPSC Amplitude: Group effect: F(1,290)=8.18, p<0.01; Ampl. effect: F(9,290)=26.02,
p<0.001; Interaction: F(9,290)=0.90, p=0.52). (left) Representative mIPSC traces, (middle) plot of
mIPSC frequency and (right) plot of mIPSCs frequency/amplitude in dMSNs (Ctrl: n=13 and n-3 def:
n=18 neurons). (F) The decrease in E-S coupling in n-3 PUFA deficient animals was abolished by
application of the D2 receptor agonist quinpirole (Log-rank test for Ctrl vs. n-3 def : x’>=14.34, p<0.001
; Log-rank test for the effect of Quinpirole in Ctrl: x¥*=0.95, p>0.05; Log-rank test for the effect of
Quinpirole in n-3 def: x’=12.78, p<0.001 and for Ctrl vs. n-3 def post Quin : x’=0.59, p>0.05 ; Quin
effect: E=S shift for Ctrl is 0.15 mV ms-1 ; E-S shift for n-3 def is -1.53 mV/ms) (Ctrl: n=8 and n-3 def:
n=11 neurons). (G) The difference in sIPSC frequency was abolished by application of quinpirole (t
test for Ctrl vs. n-3 def: t(15)=2.28, p<0.05 ; Paired t test for Quin in Ctrl: t(8)=0.52, p=062 ; Paired t
test for Quin in n-3 def: t(7)=3.62, p<0.01 and t test for Ctrl vs. n-3 def post Quin: t(15)=0.43, p>0.05)
with no effect on sIPSC amplitude (Two-Way RM ANOVA for IPSC Frequency/IPSC Amplitude post
Quin: Group effect: F(1,150)=0.098, p>0.05). (left) Representative sIPSC traces, (middle) sIPSC
frequency and (right) plot of sIPSCs frequency/amplitude in dMSNs (Ctrl: n=9 and n-3 def: n=8
neurons). Data are means + sem. *Significantly different from Ctrl (*p<0.05). Ctrl: control group; n-3
def: n-3 PUFA deficient group.

It has been recently shown that a main GABAergic input onto dMSNs originates from
projections of iIMSNs and that this inhibitory transmission depends on the activity of dopamine D2
receptors (Dobbs et al., 2016; Lemos et al., 2016). We therefore tested whether the increase in GABA
inputs onto dMSNs in n-3 PUFA deficient animals could be reversed by stimulation of D2 receptors. In
accordance, application of the D2 receptor full agonist quinpirole normalized both E-S coupling (Fig.
2F) and sIPSCs frequency (Fig. 2G) in dMSNs from n-3 PUFA deficient animals. Altogether, these data
suggest that the decreased excitability of dMSNs in n-3 PUFA deficient animals results from enhanced

inhibitory inputs from iMSNs.
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D2 receptor-dependent transmission is blunted in n-3 PUFA deficient animals.

Since GABA transmission from iMSNs strongly depends on the activity of the dopamine D2
receptor (Dobbs et al., 2016; Kharkwal et al.,, 2016; Lemos et al., 2016; Liang et al.,, 2014), we
evaluated the integrity of D2-dependent transmission. GTPyS assay on NAc extracts showed no
difference in the activation of G proteins at the receptor under stimulation with quinpirole between n-
3 PUFA deficient and control animals (Fig. 3A). This suggests that D2-dependent modulation of cAMP
signaling is spared under n-3 PUFA deficiency. However, we found a decrease in expression of B-
arrestin2, another major effector of the D2 receptor (Beaulieu et al., 2009; Del’Guidice, 2011), as well
as a decrease in the basal levels of phosphorylation of GSK3B, a main protein kinase downstream of

the D2/B-arrestin2 pathway (Fig. 3B).
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Fig.3: Developmental n-3 PUFA deficiency leads to alteration in D2R-dependent transmission in
adulthood.

(A) GTPyS assay in response to quinpirole application on nucleus accumbens membrane extracts
revealed no difference between Ctrl and n-3 def animals (Ctrl: logEC50 = -5.22 + 0.28, Emax = 30.06
3.47 %; n-3 def: logEC50 = -5.06 + 0.29; Emax = 28.15 + 3.51 %,; Ctrl: n=17, n-3 def; n=17). (B) Western
blot analyses from nucleus accumbens extracts shows decreased levels of PBArrestin2 and
phosphorylation of GSK3B in n-3 PUFA deficient animals (Mann-Whitney test for BArrestin2: p<0.01,
GSK3B: p>0.05, P-GSK3B: p<0.05; Ctrl, n=5, n-3 def: n=7). (C) Locomotor response to i.p.
administration of the D2R agonist quinpirole (0.5 mg/kg) following repeated administration (1 per
day for 7 days) of quinpirole (1 mg/kg) is blunted in n-3 def animals (Two-Way ANOVA: Group effect:
F(1,18)=1.76, p>0.05; Time effect: F(5,90)=21.87, p<0.001; Interaction: F(5,90)=5.09, p<0.001; post
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hoc test for 120-150min bins, Ctrl vs. n-3 def: p<0.1 ;post hoc test for 150-180min bins, Ctrl vs. n-3
def: p<0.05; Ctrl: n=10 and n-3 def: n=10). (D) Ratio of lever presses during the PRx2 task under
aripiprazole (0.1 and 0.5 mg/kg) over vehicle i.p. injections reveals that n-3 PUFA deficient animals
are partially insensitive to the impairing effect of acute aripiprazole on lever responding (Two-Way
RM ANOVA: Group effect: F(1,19)=6.36, p<0.05; Drug effect: F(1,19)=10.93, p<0.01; Interaction:
F(1,19)=6.12, p<0.05; post hoc test for Arip 0.1, Ctrl vs. n-3 def: p<0.01 ;post hoc test for n-3 def, Arip
0.1 vs. Arip 0.5: p<0.01; One sample t test for Ctrl Arip 0.1: t(10)=5.36, p<0.001; One sample t test for
Ctrl Arip 0.5: t(10)=5.18, p<0.001; One sample t test for n-3 def Arip 0.1: t(9)=0.88, p>0.05; One
sample t test for n-3 def Arip 0.5: t(9)=2.10, p<0.1; Ctrl: n=11 and n-3 def: n=10).

Functionally, the pro-locomotor effect of i.p. injection of the full D2 agonist quinpirole
(Akhisaroglu et al., 2005), which is known to depend on postsynaptic D2 receptors in the NAc, was
decreased in n-3 PUFA deficient animals (Fig. 3C), supporting an impairment of D2 receptor-
dependent signaling. In order to more selectively probe for the integrity of the D2/B-arrestin2/GSK3B
pathway, we assessed the effect of peripheral administration of aripiprazole, a partial D2 agonist that
displays biased antagonistic activity at the D2/B-arrestin2/GSK3B pathway (Masri et al., 2008), and
that we recently showed to impair performance in motivational tasks (Ducrocq et al., under review ;
see Annex 2). N-3 PUFA deficient animals were partially insensitive to the antagonistic effect of
aripiprazole on motivational performance (Fig. 3D). This is in accordance with previous data showing
that aripiprazole mediates its effects on behavior mostly through its antagonistic activity at the B-
arrestin2/GSK3pB pathway of D2 receptor-expressing neurons (Urs et al., 2012) and that knocking out
B-arrestin2 in iIMSNs — but not dMSNs — leads to similar impairments (Urs et al., 2016). Altogether,

these data suggest that the D2/B-arrestin2/GSK3B pathway is altered in n-3 PUFA deficient animals.

Selective rescue of PUFA levels in iMSNSs reverses both dMSNs activity and motivational deficit in n-3

PUFA deficient animals.

We next asked whether preventing n-3 PUFA deficiency in iMSNs selectively could be
sufficient to reverse the neurobiological and behavioral alterations we observed in n-3 PUFA deficient
animals. To do so, we used the “iFAT1 mouse” a unique transgenic model (Clarke et al., 2014) that
allows the cre-dependent expression of the FAT1 enzyme, a desaturase from c. elegans that allows the
conversion of n-6 PUFAs in n-3 PUFAs by the addition of one insaturation (Fig.S3A). The A2A-cre
mouse is the model of choice for cre-dependent recombination in iIMSNs selectively. However, the
A2A receptor is highly expressed at the periphery, notably in hepatocytes which are involved in the
synthesis of LC-PUFAs from precursors (Alchera et al., 2015). Therefore, expression of the FAT1
enzyme by crossing the iFAT1 mouse with A2A-cre line would have resulted in a peripheral rescue of

PUFA levels.
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Fig.4: Preventing n-3 PUFA deficiency selectively in D2R-expressing neurons rescues the lateral
inhibition of iMSNs onto dMSNs and enhances motivational performance of n-3 PUFA deficient
animals.

(A) Schematic representation of the genetic strategy for expression of the FAT1 transgene in D2R-
expressing neurons. (B) Expression of FAT1 in D2R-expressing neurons reverses the increase in sIPSC
frequency (Two-Way ANOVA: Group effect: F(1,35)=0.57, p>0.05; FAT1 effect: F(1,35)=0.63, p>0.05;
Interaction: F(1,35)=4.903, p<0.05; post hoc test for FAT-, n-3 def vs. ctrl: p<0.05; post hoc test for n-
3 def, FAT- vs. FAT+: p<0.1; Ctrl/Fat-: n=12, Ctrl/Fat+: n=7, n-3 def/Fat-: n=13 and n-3 def/Fat+: n=7
neurons) and the increase in E-S coupling in MSNs (Log-rank test for n-3 def, Fat- vs. Fat+: x2=41.86,
p<0.001; Ctrl/Fat-: n=28, Ctrl/Fat+: n=26, n-3 def/Fat-: n=26 and n-3 def/Fat+: n=27 neurons). (C)
Schematic representation of injection of the double-inverted open-reading frame (DIO) hM4Di-
mCherry-carrying viral vector injection in the NAc core of n-3 deficient Drd2-Cre, FAT1+ or FAT1-
mice (left). This strategy allows restricting the expression of the inhibitory DREADD to D2R-expressing
neurons that express (FAT1+) or not (FAT1-) the FAT1 enzyme (middle) and record non-fluorescent
neurons (right), putative dMSNs of the NAc core. (D) Sagittal image showing that viral vector-
mediated expression of hM4Di-mCherry is largely restricted to neurons in the NAc core with
mCherry-positive terminal fields in the dIVP. (E) Activation of the inhibitory DREADD by CNO
application abolished the difference in mIPSC frequency (left; Mann-Whitney test, FAT- vs. FAT+:
before CNO p<0.05, after CNO p>0.05; n-3 def/FAT-: n=18 and n-3 def/FAT+: n=17 neurons) and E-S
coupling (right; Log-rank test, FAT- vs. FAT+: before CNO x2=15.71, p<0.001, after CNO x2=1.21,
p>0.05; CNO effect: FAT+: E=S shift is —-0.36 mV/ms, FAT-: E=S shift is -0.97 mV/ms; n-3 def/FAT-:
n=15 and n-3 def/FAT+: n=10 neurons) in dMSNs between FAT1+ and FAT1- n-3 PUFA deficient
animals). (F) Schematic representation of the genetic strategy for expression of the FAT1 transgene in
D2R- or D1R-expressing neurons. (G) (Top): Expression of FAT1 in D2R-expressing neurons had no
effect on lever pressing during fixed and random ratio tasks (left, FR-RR) in n-3 PUFA deficient
animals despite a slight effect of Cre-expression (see table 3) but enhanced session duration in the
PRx2 task (right, Two-Way ANOVA: FAT1 effect: F(1,35)=2.60, p>0.05; Cre effect: F(1,35)=4.73,
p<0.05; Interaction: F(1,35)=3.55, p<0.1; post hoc test for FAT1+/Cre+ vs. FAT1-/Cre- : p<0.05; post
hoc test for FAT1+/Cre+ vs. FAT1+/Cre- : p<0.05; post hoc test for FAT1-/Cre+ vs. FAT1-/Cre- :p<0.1;
D2cre-/Fat-: n=10, D2cre+/Fat-: n=9, D2cre-/Fat+: n=9, D2cre+/Fat+: n=11). (Bottom): Expression of
FAT1 in D1R-expressing neurons had no effect on lever pressing during fixed and random ratio tasks
(left, FR-RR) (see table 3) nor on session duration in the PRx2 task (Two-Way ANOVA: FAT1 effect:
F(1,31)=0.29, p>0.05; Cre effect: F(1,31)=0.004, p>0.05; Interaction: F(1,31)=1.51, p>0.05; All post
hoc tests: p>0.05; D1cre-/Fat-: n=10, D1cre+/Fat-: n=10, Dicre-/Fat+: n=9, D1cre+/Fat+: n=9). Data
are means * sem. # p<0.1, *p<0.05. Ctrl: control group; n-3 def: n-3 PUFA deficient group, Fat+: Fatl
expression, Fat-: no expression of Fatl.

Therefore, we crossed iFAT1 mice with D2-cre animals (Fig. 4A), which resulted in a strong expression
of the FAT1 transgene in the striatum, as well as a slight, though significant expression in the
prefrontal cortex and the hypothalamus — brain regions in which the D2 promoter is known to be
active (Beaulieu and Gainetdinov, 2011) — but not in the hippocampus (Fig. S3B). In the striatum, but
not the hypothalamus, this resulted in a significant conversion of n-6 PUFAs linolenic acid and
arachidonic acid into their n-3 PUFA equivalents alpha-linoleic acid and ecosapentaenoic acid,
respectively, (Fig. S3C). Importantly, the PUFA composition of red blood cells was not altered in FAT1-
expressing animals, supporting the absence of PUFA conversion in peripheral organs involved in the

biosynthesis and/or storage of LC-PUFAs (Fig. S3C).
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FAT1 expression in D2-expressing neurons was sufficient to normalize both sIPSCs frequency
and E-S coupling of MSNs in n-3 PUFA deficient animals (Fig. 4B). In order to ensure that these effects
were due to a selective rescue of the inhibitory input of iIMSNs onto dMSNs, we expressed cre-
dependent inhibitory DREADDs (hM4DGi) by viral gene transfer in the NAc of n-3 PUFA deficient D2-
cre animals expressing (FAT1+), or not (FAT1-), the FAT1 enzyme, and performed patch-clamp
recordings of dMSNs (Fig. 4C, D). Application of the DREADD ligand Clozapine-N-Oxide (CNO) had no
effect on basal properties or sEPSC frequency of dMSNs (Fig. S3D), but abolished the difference
between FAT1+ and FAT1- animals for both mIPSC frequency and E-S coupling of dMSNs (Fig. 4E).
These data demonstrate that the decreased excitability of dMSNs under n-3 PUFA deficiency is the

direct consequence of an increase in inhibitory projections from iMSNs.

Decreased excitability of dMSNs from the NAc has been shown to result in decreased operant
responding in motivational tasks (Natsubori et al.,, 2017). We therefore reasoned that, since
preventing n-3 PUFA decrease in iMSNs selectively is sufficient to restore dMSNs excitability, the same
manipulation should allow enhancing performance in motivational tasks. Accordingly, n-3 PUFA
deficient animals — but not non-deficient ones - that expressed the FAT1 enzyme in D2-expressing
neurons displayed enhanced performance in the progressive ratio task (Fig. 4F, G and Fig. S3E).
Importantly, expression of the FAT1 enzyme in dMSNs had no effect (Fig. 4G) and postnatal forebrain-
specific expression of FAT1 failed to reverse the motivational deficit in n-3 PUFA deficient animals (Fig.
S3E), confirming that the effects of n-3 PUFA deficiency on motivational performance results from

perinatal effects.

Altogether, these data demonstrate that the motivational deficits resulting from
developmental, whole-body n-3 PUFA deficiency, are a direct consequence of the alteration in PUFA

levels in iMSNs.

DISCUSSION

Whole-body decrease in n-3 PUFA levels has been consistently described in MDD, BP and SCZ,
three pathologies that share common symptoms, notably an alteration of reward-related processes.
Even though these pathologies have been classically considered as distinct, an increasing trend in
psychiatry is to favor symptom dimensions, avoiding categorical diagnostic boundaries, in order to
identify transdiagnostic markers of common symptoms (Whitton et al., 2015). In this context, our data
suggest that the decrease in n-3 PUFA levels could be involved in the etiology of motivational deficits
characteristic of the psychopathologies. Indeed, increasing evidence suggests that, rather than just a

“loss of pleasure”, anhedonia in patients suffering from MDD could originate from alterations in
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reinforcement learning, reward anticipation and willingness to exert efforts to obtain rewards,
supporting a deficit in incentive processes (Whitton et al., 2015). Strikingly, individuals with MDD are
less willing to exert effort to obtain potentially larger reward in the effort expenditure for rewards task
(Treadway et al., 2012), which resembles what we observed in the effort-based choice task in n-3
PUFA deficient animals. Similarly, even though reward sensitivity is rather increased in manic phases
of BP, patients in euthymic or depressive states display negative symptoms including avolition
(Mancuso et al., 2015; Strauss et al., 2016; Thaler et al., 2013; Whitton et al., 2015). Avolition is also
one of the main negative symptoms of SCZ and has been described as resulting from difficulty in
representing rewarding experiences accurately (Strauss and Gold, 2012), leading to an inability to
mobilize effort effectively (Whitton et al., 2015). The decreased performance of n-3 PUFA deficient
animals in 2 motivational tasks, i.e. the progressive ratio paradigm and the effort-based choice task,
which resemble tests that are used in the clinic to measure incentive processes, suggests that the
lower levels of n-3 PUFAs could participate to the etiology of reward processing symptoms.

The mechanisms behind the whole-body decrease in n-3 PUFAs in psychiatric disorders are
unknown. Some studies report a correlation between functional outcomes and dietary n-3 PUFA
consumption, but prevalence rates for these diseases as a function of dietary habits seem to be
unaffected (Noaghiul and Hibbeln, 2003; Peet, 2004). A recent transcriptomic profiling study revealed
a common pattern in fatty acid metabolic pathways in these diseases (Gandal et al., 2018), further
supporting an implication of PUFA deficiency in the pathologies. Polymorphisms in several genes
involved in PUFA metabolism such as Fatty Acid Binding Proteins (Hamazaki et al., 2016; Iwayama et
al., 2010; Mocking et al., 2013) or phospholipases (Nadalin et al., 2008; Nurnberger et al., 2014; Su et
al., 2010) have been described, suggesting that genetic predispositions could likely be responsible for
n-3 PUFA decrease in psychiatric disorders. However, the causal link between such polymorphisms
and the etiology of the diseases remain to be established. Nonetheless, it supports that, if any, the
implication of n-3 PUFA deficiency in the psychopathology is likely to have a developmental
component — in accordance with the strong developmental origin of these diseases — and could
constitute an early biomarker for reward-related symptoms. Strikingly, we show that the deleterious
impact of n-3 PUFA deficiency on incentive processes in adulthood has a prenatal/perinatal origin.
Further work will be needed to unravel the developmental mechanisms involved in the etiology of
such alterations.

The impairment in reward processing in psychiatric disorders has been linked to alterations in
dopamine transmission, which has been largely demonstrated to be involved in the modulation of
motivation (Berke, 2018; Salamone and Correa, 2012). However, positron Emission tomography (PET)
imaging, that allows measuring markers of dopamine transmission, such as receptor availability,

dopamine synthesis and release, or transporter binding, so far failed to identify a common alteration
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in dopamine transmission. Indeed, such markers seem to be spared in patients with MDD (Cannon et
al., 2009; Hirvonen et al., 2011, 2008; Montgomery et al., 2007), while dopaminergic abnormalities in
BP have been related to lower dopamine transporter availability (Anand et al., 2011; Whitton et al.,
2015), and the most robust finding in SCZ is elevated striatal dopamine levels (Weinstein et al., 2017).
However, functional imaging studies have consistently described abnormal reward-related activity of
dopaminoceptive regions of the reward system, including the striatum, in patients with MDD (Bress et
al., 2013; Pizzagalli et al., 2009), BP (Caseras et al., 2013; Mason et al., 2014) and SCZ (Howes et al,,
2009; Morris et al., 2012). Strikingly, in n-3 PUFA deficient animals, we found no difference in markers
of dopamine transmission but rather an alteration in the functionality of dopaminoceptive MSN
network in the NAc, which has been largely shown to be involved in the modulation of motivation
(Carvalho Poyraz et al., 2016; Flanigan and LeClair, 2017; Gallo et al., 2018; Natsubori et al., 2017;
Soares-Cunha et al., 2016).

Our data strongly support that n-3 PUFA deficiency enhances the lateral inhibition of iIMSNs
onto dMSNs in the NAc, resulting in decreased excitability of dMSNs. The functional importance of this
lateral connectivity between MSNs in the NAc has been recently unraveled and proposed to be a main
mechanism for the control of reward-related behaviors (Burke et al., 2017; Dobbs et al., 2016; Lemos
et al, 2016; but see Gallo et al.,, 2018). Knowing that activation of dMSNs facilitates operant
responding in motivational tasks (Natsubori et al., 2017; Soares-Cunha et al., 2016), it is likely that
enhanced inhibition from iMSNs onto dMSNs participates to decreased motivational performance in
n-3 PUFA deficient animals. Accordingly, preventing n-3 PUFA decrease in D2R-expressing neurons
rescued lateral inhibition of iMSNs onto dMSNs, reversed dMSNs excitability and enhanced
performance in n-3 PUFA deficient, but not Ctrl, animals. Importantly, preventing n-3 PUFA decrease
in D1R-expressing neurons — which includes dMSNs — did not have any effect on motivational
performance, further supporting that the enhanced inhibitory output of iMSNs onto dMSNs is a main
mechanism responsible for decreased motivation. Another main output of iMSNs is the dIVP and
decreased excitability of iIMSNs has been shown to enhance motivation through disinhibition of dIVP
neuron activity (Gallo et al., 2018). Our preliminary data show that, in n-3 PUFA deficient animals, dIVP
neurons receive lower inhibitory inputs (data not shown), going against an implication of MSN
projections onto dIVP neurons in the motivational deficit. Altogether, our data suggest that the
motivational deficit in n-3 PUFA deficient animals results from enhanced lateral inhibition of iMSNs
onto dMSNs of the NAc. Importantly, to our knowledge, this constitutes the first demonstration of a
causal link between behavioral alteration and manipulation of PUFA levels in a discrete neuronal
population, here the D2R-expressing neurons.

The fact that the manipulation of PUFAs in iMSNs, but not dMSNs, results in functional

alterations suggests a unique sensitivity of iIMSNs to PUFA levels. One intriguing possibility would be
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that dMSNs and iIMSNs display distinct lipid composition, making them differentially sensitive to PUFA
manipulations. However this is unlikely considering the high similarities between both types of MSNs,
despite their output projections. Alternatively, our data suggest that the unique vulnerability of iMSNs
could be a consequence of D2R-dependent signaling sensitivity to membrane PUFA manipulations.
Studies of the prototypical class A GPCR rhodopsin demonstrate the existence of putative binding sites
for the n-3 PUFA DHA (Grossfield et al., 2006; Palczewski et al., 2000; Soubias et al., 2006), allowing
the preservation of optimal conformation of the receptor (Sdnchez-Martin et al., 2013). Functionally,
in vivo and in vitro experiments demonstrate that decreased DHA levels in phospholipids impair
rhodopsin-dependent signaling and visual function (Niu et al., 2004; SanGiovanni and Chew, 2005),
suggesting that DHA acts as an allosteric modulator of rhodopsin. Molecular Dynamic (MD)-simulation
showed that membrane DHA levels modulate membrane diffusion rate of the D2R (Guixa-Gonzalez et
al., 2016), and we obtained recent data demonstrating that membrane levels in DHA directly influence
the activity of the D2R (not shown). Our data reveal that Gy, protein-dependent signaling is spared in
n-3 PUFA deficient animals, though the integrity of the Gg, component of signaling remains to be
explored. However, the decreased expression in B-arrestin2 and phosphorylation levels of GSK3, as
well as the impaired sensitivity to the B-arrestin-biased D2R ligand aripiprazole suggest that this
pathway could be selectively altered in n-3 PUFA deficient animals. Interestingly, it has been recently
shown that biasing D2R-dependent signaling towards the B-arrestin2 pathway selectively impacts the
activational component of motivation in PRx2 tasks — i.e. the session duration (Donthamsetti et al.,
2018). Similarly, whereas lever pressing and breakpoint were spared (data not shown), session
duration was selectively decreased in n-3 PUFA deficient animals, further supporting a perturbation of
D2R-dependent B-arrestin2 pathway in these animals.

The activity-independent increase in inhibitory transmission from iMSNs onto dMSNs could be
explained by an impairment of D2R-dependent signaling onto GABA synaptic release probability
(Kharkwal et al., 2016; Lemos et al., 2016; Liang et al., 2014; Tecuapetla et al., 2009). However, this
effect is largely mediated by the G protein pathway (Herlitze et al., 1996; lkeda, 1996), which seems to
be spared in n-3 PUFA dependent animals. Alternatively, this effect could result from an increase in
the number of GABAergic projections of iMSNs onto dMSNs, related to a developmental effect of n-3
PUFA deficiency on the connectivity of MSNs networks. Even though this is speculative, it has been
shown that the activity of D2R during development influences the wiring of MSNs (Cazorla et al,,
2014).

Altogether, we demonstrate for the first time that manipulation of PUFA levels in a discrete
neuronal population can causally result in behavioral deficit. Our data also support that developmental
n-3 PUFA deficiency may be a main vulnerability mechanism for the development of reward

processing deficits characteristic of psychiatric disorders such as MDD, BP and SCZ and could therefore
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constitute a transdiagnostic marker for these diseases. Further preclinical and clinical research is
needed to identify the mechanisms responsible for such alteration in the pathologies in order to

confirm the implication of n-3 PUFA deficiency in the etiology of psychiatric symptoms.

MATERIAL AND METHODS

Table reagent or resource (see table 1)

Experimental model and subject details

Mice were housed in groups of 4-10 animals in standard polypropylene cages and maintained in a
temperature and humidity-controlled facility under a 12:12 light-dark cycle (8 :00 on) with ad libitum
access to water and food. All animal care and experimental procedures were in accordance with the
INRA Quality Reference System and to french legislations (Directive 87/148, Ministere de I’Agriculture
et de la Péche) and European (Directive 86/609/EEC). They followed ethical protocols approved by the
Region Agquitaine Veterinary Services (Direction Départementale de la Protection des Animaux,
approval ID: A33-063-920) and by the animal ethic committee of Bordeaux. Every effort was made to

minimize suffering and reduce the number of animals used.

The following mouse lines were used in this study: C57BL/6J from Janvier Laboratories (Robert Janvier,
Le Genest St-Isle, France), D1-Cre (MMRC: 029178-UCD, strain code: Tg(Drd1-cre)FK150Gsat/Mmucd),
D2-Cre (MMRC: 017263-UCD, strain code: Tg(Drd2-cre)ER44Gsat/Mmucd), CamK2-Cre (MGI:
2181426, strain code: Tg(Camk2a-cre)2Gsc), D1-EGFP (MGI: 3840915, strain code: Tg(Drd1-
EGFP)X60Gsat) and iFAT1 (Provided by the Laboratory of Dr. David Ma (Clarke et al., 2014)).
Homozygote or heterozygote iFAT1 females were crossed to heterozygote D1-Cre, D2-Cre or CamK2-
Cre males in order to generate double transgenic animals and the respective single transgenic and WT

controls.

Female C57BL6/) mice were fed with isocaloric diets containing 5% fat with a high (n-3 def diet, see
table 2) or low LA/ALA ratio (Ctrl diet, see table 2) across gestation and lactation and offspring were
maintained under the same diet after weaning (Delpech et al., 2015; Madore et al., 2014), unless
stated otherwise. A third diet, enriched in long chain n-3 PUFAs, was used in the supplementation

experiments starting at P21 or PO (table 2). All experiments were performed in adulthood.
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Behavioral procedures

Operant conditioning

Apparatus

The operant chambers (Imétronic, France) had internal dimensions 30x40x36 (cm) and were located in
a light- and sound- attenuating cabinet. Each operant chamber had two opaque panels at the right
and left walls and two clear Plexiglas panels at the back and front walls and was illuminated
throughout all sessions with a houselight located at the top of the chamber. The chambers were
equipped with two retractable levers (2x4x1 cm), only one of which was reinforced. Reinforced lever
presses were indicated by a brief tone (65 db, 3000 Hz, 200 ms) and a cue light, mounted 8.5 cm
above the lever. A drinking trough was positioned 4 cm above the grid floor at equidistance between
the two levers. Milk was used as a reward, consisting of 10% sweetened condensed milk dissolved in
water (3.25 Kcal/g), which was provided through 15ul drops. The number of presses on the reinforced
lever and on the alternative lever were recorded, as well as the number of licks in the full or empty

trough.

Procedures

One session (1 hour) was run each day, 5-7 days per week. Animals were food-restricted in order to

maintain them at 85-90% of their ad libitum weight.

Pavlovian training: During 2-3 sessions the mice were accustomed to the operant box. During these
sessions, the milk solution was delivered in the liquid trough at 1 min intervals. Reward was indicated

by a brief tone and the illumination of a cue light mounted above the lever.

Fixed ratio training: Following the two habituation sessions, mice were trained to lever respond for the
milk solution in 1h sessions under a fixed ratio 1 (FR1) schedule of reinforcement, in which each lever
press leads to reward delivery. Sessions began with the illumination of the house light and the
insertion of the levers inside the chamber. The animals were exposed to this schedule until

achievement of the acquisition criterion of 200 lever responses per session.

Random ratio training: When the animals reached the acquisition criterion as described above, they
were shifted to a random ratio (RR) schedule of reinforcement, in which lever-responses were
reinforced with a given reward probability in order to increase the motivational demand of the task.

The training consisted of three consecutive steps characterized by a different RR value that defined
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the probability of reinforcement [specifically RR5 (p=0.25); RR 10 (p=0.1); RR2 20 (p=0.05)]. Condition
to move from one ratio to a higher one was the achievement of stable values of lever responses

across 2 consecutive sessions.

Progressive ratio testing: In the progressive ratio PRx2 schedule, the number of lever presses required
to earn a reward was doubled respective to the previous one obtained. Sessions were considered to
be finished when the animal stopped lever-pressing for 3 min, allowing the measurement of the
session duration. Mice were tested multiple times in PRx2 with RR20 sessions intercalated between

each PR tasks.

Amphetamine and Aripiprazole (prepared as described below) were administered intraperitoneally 10
min before the beginning of the PRx2 test sessions. Amphetamine (Amph ; Merck) was dissolved in
NaCl 0.9% at the dose of 0.1mg/kg. Aripiprazole (Arip ; Merck) was dissolved in a mixture of saline
(NaCl 0.9%) and cremiphore (2%) at the doses of 0.1 and 0.5 mg/kg. The ratio of lever presses under
drugs over lever presses after vehicle injection were measured for each animal and averaged in order

to evaluate the effect of the drugs on operant responding.

Concurrent lever pressing/free feeding task: This task was adapted from a procedure designed by John
Salamone (Salamone et al., 1991). Briefly, in this effort-based choice task the animals had the choice
between lever pressing for the palatable milk reward under a RR20 schedule or consume the freely-
available, though less-palatable, regular chow. Total lever presses and amount of concurrent food
(mg) consumed were measured. Non-concurrent RR20 were intercalated between each concurrent

session.

Licking microstructures

A home-made lickometer was used to record the licking microstructures in response to a palatable
solution. The lickometer consisted of a testing chamber (20 cm wide, 30 cm deep, 15 cm tall), a bottle
containing the solution connected to a dedicated computer (with a software that recorded the precise
timing of each lick). All licks were recorded, and the short response latency provided a precise
measure of the onset and offset of licks. Before testing, mice were first habituated to the
experimental chamber for 2 days with free access to water during a 30 min-session. On the testing
day, water was replaced by 10% sweetened condensed milk and each mouse was placed individually
in the chamber for 30 min during which the amount of milk consumed, the number of licks and bursts,
the number of licks per burst and burst duration were recorded (a burst is defined by an interlick

interval lower than 0.25 seconds between each licks that compose it (Johnson, 2018).

128



Spontaneous locomotion

Animals were transferred to small Plexiglas cages (10cm wide, 20cm deep, 12cm tall)
equipped with a video tracking system (Smart, Panlab, Barcelona, Spain) allowing the recording of
total distance travelled (cm) as a measure of spontaneous locomotor activity in basal condition for one
hour. Quinpirole-induced locomotor response was evaluated as described previously (Akhisaroglu et
al., 2005). Briefly, animals received 7 i.p. injection of 1mg/kg quinpirole (Quin; Tocris) dissolved in 0.9%
saline every 72 hours. Locomotion was immediately measured for 3 hours after the g injection of

0.5mg/kg Quin.
Lipids extraction and quantification

Fatty acids extraction and methylation

Mice were dislocated and the striatum, the hypothalamus and the red blood cells were immediately
sampled and homogenized in a potter with 2 ml of HCI/MeOH. One ml of hexan was added and the
homogenates were then heated up to 103°C during 1h in order to methylate fatty acids. Four ml of
distilled H20 saturated with NaHCO3 and 4 ml of hexan were then added. Samples were centrifuged
3min at 3000 rpm. The hexanic superior phase containing the fatty acid methyl esters was taken and
transferred to an Eppendorf and evaporated under nitrogen. The fatty acid methyl esters were then

solubilized in 1 ml chloroform and stored at -20°C.

Gas chromatography / mass spectrometry analysis:

Briefly, fatty acid methyl esters were analyzed in the CSGA (INRA, Dijon, France) on a Hewlett-Packard
5890 series Il gas chromatograph equipped with a split/splitless injector, a flame ionization detector
(Palo Alto, CA, USA), and a CPSil88-silica capillary column (100m x 0.25mm i.d., film thickness 0.20um,
Varian, Les Ulis, France). Injector and detector were maintained at 250°C and 280°C, respectively.
Hydrogen was used as a carrier gas (inlet pressure 210 kPa). The oven temperature was fixed at 60°C
for 1min, increased to 85°C at a rate of 3°C/min and then to 190°C at a rate of 20°C/min and left at
this temperature for 65min. Fatty acid methyl esters were identified by comparing with commercial
standards. Cholesterol was measured on the same samples by gas chromatography/mass

spectrometry (GC/MS) method (Edwards et al., 2011; Gambert et al., 2017).
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Slice preparation and whole-cell patch clamp recording

Mice were anaesthetized with isoflurane and dislocated. The brain was quickly removed and
sagittal slices (350um) were prepared with a vibratome (VT1000S, Leica) in 4°C artificial cerebrospinal
fluid (aCSF) containing (in mM) 125 NaCl, 25 NaHCO3, 2.5 KCl, 1.25 NaH2P0O4, 2 CaCl2, 1 MgClI2, 25
glucose and 1.25 pyruvate (oxygenated with 95% 02/5% CO2). After 60 min of recovery, slices were
transferred to a recording chamber and perfused continuously at = 1-1.5 mL/min with oxygenated
ACSF, containing (in mM) 125 NaCl, 25 NaHCO3, 2.5 KCl, 1.25 NaH2P0O4, 2 CaCl2, 1 MgCI2 and 25
glucose at room temperature. Cells were visualized with a water-immersion objective on an upright
fluorescent microscope (Eclipse E600FN; Nikon Instruments) equipped with infrared-differential
interference contrast video microscopy and epifluorescence. Patch pipettes (3-6 MQ) were pulled
from borosilicate glass (BF-150-86-10; Sutter Instruments) with a micropipette horizontal puller (P-97,

Sutter Instruments) and filled with internal solutions.

Electrophysiological recordings were made at room temperature using a MultiClamp700B
amplifier (Molecular Devices) and acquired using a Digidata 1440A digitizer (Molecular Devices),
sampled at 20 kHz for current clamp and 200 KHz for voltage-clamp recordings, and filtered at 1 kHz.
All data acquisitions were performed using pCLAMP 10.7 software (Molecular Devices). Stimulation of
fibers from the frontal cortex was performed with a stimulating electrode (bipolar concentric
electrode from Phymep and stimulator A365, World Precision Instruments). Only cells that maintained
a stable access resistance (<30MQ, no compensation) throughout the entire recording were included
in analyses. In D1-EGFP mice, GFP-positive and negative MSNs were recording within the NAc core. For
the pharmacogenetics experiments (D2-cre mice), recordings were restricted to mcherry-negative

MSNs (putative dMSNs).

Cesium-chloride internal solution which consisted of (in mM) 150 CsCl, 2 MgCl2, 1 EGTA, 2
Na2-ATP, 0.2 Na-GTP, 0.2 cAMP, 10 HEPES, 0.2% neurobiotin pH 7.35 was used to record GABA-
mediated spontaneous inhibitory post-synaptic currents (sIPSC). They were recorded in the presence
of 10 uM CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione, Merck) and 50 uM D-AP5 (D-2-amino-5-
phosphonovalerate, Tocris) to block AMPA and NMDA receptors, respectively. When appropriate, the
voltage-gated sodium channel antagonist tetrodotoxin (TTX, 1 uM, Tocris) was added to the perfusing
solution in order to isolate miniature inhibitory postsynaptic currents (mIPSC) and Gabazine (Gbz, 5
UM, Tocris) was used in order to measure GABA, receptors-mediated tonic inhibition. In these cases,

neurons were voltage clamped at -70 mV.
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For recordings of basic intrinsic properties and EPSP/Spike coupling, we used the potassium-
gluconate internal solution which consisted of (in mM) 128 KGlu, 20 NaCl, 1 MgCl2, 1 EGTA, 0.3 CaCl2,
2 Na2-ATP, 0.3 Na-GTP, 0.2 cAMP, 10 HEPES and 0.2% biocytine, pH 7.35. To record basic intrinsic
properties of MSNs, cells were held in current-clamp mode in the absence of any current injections. A
series of depolarizing current steps starting at -150 pA with 10 pA increment were then applied. For
the spontaneous excitatory post-synaptic currents (EPSCs) recordings, neurons were clamped at -
60mV. For the EPSP/Spike (E-S) coupling protocol, neurons were current clamped at -60 mV. The
intensity of stimulation applied on cortical afferences was from 100pA to 2000pA. For E-S coupling,
the firing probability was plotted as a function of the EPSP slope based on a previously published study
(Campanac and Debanne, 2008). EPSP slopes measured during the first 2.5ms and the percentage of
spikes were determined by establishing a survival curve where, for each measured slope, a spike is
considered as an event. The E=S shift for a firing probability of 50% was also analyzed to evaluate the

drugs effect (Staff and Spruston, 2003). Data were analyzed offline using Clampfit (Molecular Devices).

For pharmacological experiments, baseline responses were recorded and drugs were bath
applied for 5 min (TTX 1uM to block neuronal activity, Gbz 5 uM to block inhibitory currents mediated
by GABA, receptors; Quin [10uM, Tocris] to activate dopamine D2 receptors and Clozapine-N-Oxide
[CNO, 10uM, Enzo] to activate hM4Di receptors).

Stereotaxic Surgeries for microdialysis

Mice were anesthetized with urethane (1 g/kg, i.p.) and placed in a stereotaxic apparatus (RWD life
science) under body-temperature control. The probes (1 mm-long membranes, CMA 11, Phymep,
France) were stereotaxically implanted into the left ventral striatum (vStr, bregma: 1.54 mm, lateral:
0.8 mm lateral, ventral: -4.7 mm ; Paxinos and Franklin, 2013). The probe was connected to an
infusion pump and perfused with Ringer’s solution at 1ul/min (NaCl 142 mM, KCl 3.9 mM, CaCl, 1.2
mM, MgCl, 1 mM, Na,HPQO, 1.35 mM, NaH,PO, 0.3 mM ; pH=7.35). The dialysates were collected at
20-min intervals after a 60 min washout period. The average concentration of dopamine in the first
three dialysate samples was taken as baseline dopamine levels, followed by amphetamine injection
(Amph 1mg/kg, i.p. ; Merck). Four more samples were then collected for a total of 2h and 20min of
dialysate collection. The mice were sacrificed and the brains collected for further histological

verification of the probe implantation.
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High-Performance Liquid Chromatography

The dialysate samples were injected into a high-performance liquid chromatograph equipped with a 5
um C18, 3 x 100 mm silica column (ACE, AIT, France) and a DECADE Il detector (Antec Leyden, The
Netherlands) to quantify dopamine. The mobile phase, consisting of 0.1 M acetate de sodium, 0.1 M
citric acid, 1 M diéthylamine, 1.4 mM octanesulfonic acid and 0.1 mM EDTA, was pumped at 0.3
mL/min (Dionex SA, Voisins-Le-Bretonneux, France) through oxidation potential of the electrochemical
detector (Decade 2, Antec, France) set at 600 mV. Signals were recorded and quantified with
Chromeleon™ chromatography data system (Dionex SA, Voisins-Le-Bretonneux, France). DA
concentration was calculated relative to a daily-injected standard. Results were expressed as a

percentage of dopamine from baseline for each mouse.

Western blot

Mice were dislocated and the brains were quickly removed and snap-frozen in isopentane (Merck) on
dry ice and stored at -80°C. Nucleus accumbens samples were punched (No.18035-01, Fine Science
Tools) from 200 um frozen slices in a cryostat.

Samples were homogenized in 80 ul of denaturing buffer (DTT 2 mM, SDS 20%) containing protease
and phosphatase inhibitors (N0.13393126, Fisher Scientific) by a brief sonication. Protein content was
determined by using the protein quantitation kit MicroBC assay (No.UP75860A, Interchim) according
to the manufacturer’s protocol (Interchim) and samples were then denatured at 90°C for 5 min,
except for analysis of the D2 receptor for which denaturation was performed at room temperature.
Equal quantities of proteins (10ug/well) were separated by electrophoresis onto 10-12%
polyacrylamide gels and then transferred on nitrocellulose membranes (Amersham Protan Premium
0.2um). Membranes were saturated by incubation with 5% milk in Tris-Buffered Saline (TBS) and
Tween 0.1% (Tris/HCl pH 7.5, NaCl 100 mM, Tween-20 0.1%) for 1h. Blots were probed overnight at
4°C with primary antibodies (1:1000 rabbit anti-D2R, 1:1000 rat anti-D1R, 1:1000 rabbit anti-DAT,
1:5000 mouse anti-TH, 1:700 rabbit anti-BArr2, 1:1000 rabbit anti-GSK3[3, 1:1000 rabbit anti-P-GSK3p,
1:10000 mouse anti-tubuline, 1:5000 rabbit anti-GAPDH ; see table 1). After washes in TBS-Tween,
membranes were incubated with the secondary antibody coupled to Horse Radish Peroxidase (HRP,
1/5000, Jackson ImmunoResearch) diluted in 5% milk in TBS-Tween, for 1h at room temperature.
Membranes were washed and the complex was revealed with a West Dura Extended Duration
Substrate (N°34075, ThermoFisher Scientific). Optical density capture of the signal was performed
with the ChemidocMP imaging system (BioRad) and intensity of the signal was quantified using the

Image Lab 5.2.1 software (BioRad).
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Quantitative real-time PCR (g-PCR)

Prefrontal cortex, thalamus, hippocampus, striatum, liver, pancreas and peri-gonadal fat tissues
samples were homogenized in Tri-reagent (Euromedex, France) and RNA was isolated using a standard
chloroform/isopropanol protocol (Chomczynski and Sacchi, 2006). RNA was processed and analyzed
following an adaptation of published methods (Bustin et al., 2009). cDNA was synthesized from 2 ug of
total RNA using RevertAid Premium Reverse Transcriptase (Fermentas) and primed with oligo-dT
primers (Fermentas) and random primers (Fermentas). QPCR was perfomed using a LightCycler® 480
Real-Time PCR System (Roche, Meylan, France). QPCR reactions were performed in duplicate for each
sample, using transcript-specific primers, cDNA (4 ng) and LightCycler 480 SYBR Green | Master
(Roche) in a final volume of 10 ul. The PCR data were exported and analyzed in an informatics tool
(Gene Expression Analysis Software Environment) developed at the NeuroCentre Magendie
(Bordeaux, France). For the determination of the reference gene, the Genorm method was used (Livak
and Schmittgen, 2001). Relative expression analysis was corrected for PCR efficiency and normalized
against two reference genes. The glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
peptidylprolyl isomerase A (Ppia) genes were used as reference genes (among a total of 12
candidates). The relative level of expression was calculated using the comparative (2**“") method (3).

Primers sequences are reported in supplementary table 1.
Stereotaxic Surgeries for viral injections

Stereotaxic injections of viral vectors were performed with a stereotaxic apparatus (RWD life science)
under constant isoflurane anesthesia and i.p. buprenorphine and tolfedine for analgesia and
inflammation. Mice were injected bilaterally with AAV-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry (0.5ul at titer >
4x10* vg/ml; Cat.No.: 44362-AAVS8, AddGene) in the Nucleus accumbens core (NAc core, bregma: 1.6
mm, lateral: 1 mm, ventral: -4mm; Paxinos and Franklin, 2013) using a 10 uL Hamilton syringe
(Hamilton) and an ultra-micro pump (UMP3, World Precision Instruments, USA) at 150 nL/min. The
injection needle was withdrawn 5 min after the end of the infusion. The incision was closed with a
suture and the animal was kept on a heating pad until recovery. Experiments were performed 5-8
weeks after AAV stereotaxic injection. Injection sites were confirmed in all animals by preparing

sagittal sections (350um) for electrophysiological experiments.
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[35S]GTPyS assay

Cell Membrane Microarray development

Microarrays were composed of a collection of membrane homogenates isolated from the NAc of adult
mice exposed to Ctrl diet (n=17) or n-3 deficient diet (n=17) and from rat cerebral cortex as positive
control. Briefly, tissue samples were homogenized using a Teflon-glass grinder (Heidolph RZR 2020)
and a disperser (Ultra-Turrax® T10 basic, IKA) in 20 volumes of homogenized buffer (1 mM EGTA, 3
mM MgCl2, and 50 mM Tris-HCl, pH 7.4) supplemented with 250 mM sucrose. The crude homogenate
was subjected to a 3,000 rpm centrifugation (AllegraTM X 22R centrifuge, Beckman Coulter) for 5 min
at 4°C, and the resultant supernatant was centrifuged at 14,000 rpm (Microfuge® 22R centrifuge,
Beckman Coulter) for 15 min (4 °C). The pellet was washed in 20 volumes of homogenized buffer and
re-centrifuged under the same conditions. The homogenate aliquots were stored at -80 °C until they
were used. Protein concentration was measured by the Bradford method and adjusted to the required
concentrations. Microarrays were fabricated by a non-contact microarrayer (Nano_plotter NP2.1)
placing the cell membrane homogenates (25 or 10 drops/spot) into microscope glass slides treated
using a proprietary technology, which enables the immobilization of cell membranes to supports

preserving the structure and functionality of their proteins (EP 2048534 A4).

[35S]GTPyS autoradiography

[35S]GTPyS binding studies were carried out according to the patented methodology for the screening
of molecules that act through G protein-coupled receptors using Cell Membrane Microarrays
(European Patent 1930727 B1). Briefly, Cell Membrane Microarrays were dried 20 min at room
temperature (r.t.), then they were incubated in assay buffer (50 mM Tris-Cl; 1 mM EGTA; 3 mM
MgCl2; 100 mM NaCl; 0,5% BSA; pH 7,4) in the presence or absence of 50 uM GDP and/or 100 uM
quinpirole for 15 min at r.t.. Microarrays were transferred into assay buffer containing 50 uM GDP and
0.1 nM [35S]GTPyS, with and without the dopamine D2 agonist, quinpirole, at 100 uM and incubated
at 30°C for 30 min. Non-specific binding was determined with GTPyS (10 uM). Finally, microarrays,
together with [35S5]-standards, were exposed to films, developed, scanned and quantified using the

Mapix software.

Quantification and statistical analysis

Student’s t tests (unpaired and paired) or equivalent non-parametric tests when normality failed

(Mann-Whitney and Wilcoxon matched-pairs signed rank test) were used when two groups were
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compared. Welch’s correction was applied on unpaired t-test when variances were not shown as
equal. One sample t test was used to evaluate the effect of drugs on a variable before and after
injection (Amph PRx2, Arip PRx2 and Gabazine tonic inhibition). Log rank Mantel Cox test was used to
compare survival curves obtained from the E-S coupling experiments. Two-way ANOVA test was used
when 2 factors were present (Two-way repeated measure ANOVA when one of the factors was a
repeated measure). Bonferroni’'s post hoc test was applied when ANOVA showed a significant
interaction or a significant main effect. All statistical data were obtained using GraphPad Prism 7
(Graphpad Software). Statistical significance was * p<0.1, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. All
data are presented as means + SEM. Details of the statistical analysis per figure are summarized in

Tables 3 and 4 (main and supplemental figures respectively).
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Fig.1 suppl. (Referent to Fig. 1): Developmental n-3 PUFA deficiency leads to motivational deficit in
adulthood

(A) Whole brain lipid composition measured at adulthood: ratio of n-6 PUFAs/n-3 PUFAs, % of
principal PUFA species, % of principal groups of lipids (SFA: saturated fatty acids, MUFA:
monounsaturated fatty acids, PUFA: polyunsaturated fatty acids), % of principal phospholipids (PE:
phosphatidylethanolamine, PC: phosphatidylcholine, Pl: phosphatidylinositol, SM: sphingomyeline)
and quantity of cholesterol in ug/mg (Ctrl: n=6 and n-3 def: n=5). (B) Representation cohort by cohort
of the session duration measured during the PRx2 task (averaged in Fig.1B) and of the session
duration in female mice (Ctrl: n=10 and n-3 def: n=9). (C) Lever presses during fixed and random ratio
tasks (FR-RR) in the supplementation experiments (Suppl. P21: Ctrl: n=10, Ctrl + suppl.: n=12, n-3 def:
n=12 and n-3 def + suppl.: n=12 ; Suppl. PO: Ctrl: n=11, Ctrl + suppl.: n=7, n-3 def: n=14 and n-3 def +
suppl.: n=12). Data are means + sem. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Ctrl: control group; n-3 def: n-
3 PUFA deficient group; suppl. P21: group with n-3 PUFA supplementation starting at postnatal day
21 and suppl. PO: group with n-3 PUFA supplementation starting at postnatal day 0.
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DA release

A

g g
%, @ %, @
o o ade—— ) o o @ e %8 2 2 “
v o w o © v L% * [ [ m o oco® &, % ™
8 @ g w o < 4 % - 2 12
° \«0 wnews jo bw ; 6r ° 0 s k) ...m @Tm 3 .@x.m V7
L —_— ] _ i, = «E o
~ - ° 8 8 838 2 @ & 8 8 g @ 52 @m 52 tes 8 E—— W 3
sulnan \ ? Y T T ¥ 1 X' X - © © w & © w 2 w o W
InanL/HL 4 (w)ppusexn dy (AW) ployse1 dy X i 25 ¢ 2,5 s s 3S =s (oBuewp %)
> \o\ 40.1 © R.v - 7-. o ﬁmw w 8 R_v 4 2 o w QC__QWNQ \ x._.._. «OQ&Q GC_NNnﬁo
°° &  — 5 00 o ﬁm& sienuajod uoie Jo g sienusiod uoie Jo gN w 80Sdl oty
-— 4
% o — % °° % [ B
~ - T r LG — -
aulngn, ° 3 S 8 g 8 ° m H M. .&, W ES) .m
ihanl 7 Lva spidijoydsoyd [e101J0 % R - s« ta = oo &° g
(vd) aseqoayy 3 (0 5 3 . B
B (e s EQ [ g @ )
&, b O ¢ 3 < B - =
hc 2 o L SR 0° g e T . 38
4, v r s, - . ) fouenb < o
0 5 Mo G S & ° g§° § & ° g° w uenbaly 0gd3s L
=~ % 5 (Aw) aBeyon (Aw) aBeyon = G o 8
aungny / y¥1a 4 2 2 g 2 °© T % : 5 o5 o o &, 3
m. spioe E& [e101 40 % _ (Awdmy © &, £ &, 5 >
= a < (o)
m xx am V\ ~ o O bAV w -] © - o~ o
= — % 8 8 2 8 ° SIS N fouanbai4 0sdIs
- *xe & (Aw) epnydure gy (Aw) epnydwe gy <
© o 0 0 ]
auinany / ¥za m *X vo@ & =2 “, ) - 8
& = P 2 oo @, &
vv T = % = % 3
2 % ; . L - ! 3
w QM) *¥ VV m m m ° m m m ° @ © - o~ (=] m M
M % m Yoo o = o \(HI\ (sw) ayids 3s| 0} AeeQ (sw) ayids 35} 03 ABjoQ m fouanbaig DSd3s o .m
S 5 spioe iy 12103 Jo % “ (7] ©
= W .m.l 4 .m =z ® o oo&\owo o m P o
Ce < L o &,
oo o e < o o ok % ° % * M v <
, * o - - . - ; ! oo 4, o
g 8 8 8 ©° * 4 & 8 88 8 ° 8 8 8 8 ° 0 e
T e © = = AELJOEV mo:m.—.w_mmw_ 4A % ) Bt 2 TS
au|jeseq - < T P ON = ~ WYON) doue)sisay
woy suiedop % (3] g-u/g-uole y (] = w Rouenbaij 0sds (]

144



Fig.2 suppl. (referent to Fig. 2): Developmental n-3 PUFA deficiency leads to decreased excitability
of medium spiny neurons from the direct pathway (dMSN) through a D2R-dependent increase in
GABA transmission.

(A) Measure of basal and amphetamine-stimulated dopamine release in the nucleus accumbens by
microdialysis and HPLC coupled to electrochemical detection (Ctrl: n=9 and n-3 def: n=8). (B)
Western blot analysis of major dopaminergic markers: D2R, D1R, DAT and TH (Ctrl: n=5 and n-3 def:
n=7). (C) Whole brain lipid composition measured at adulthood: ratio of n-6 PUFAs/n-3 PUFAs, % of
principal PUFA species, % of principal groups of lipids (SFA: saturated fatty acids, MUFA:
monounsaturated fatty acids, PUFA: polyunsaturated fatty acids), % of principal phospholipids (PE:
phosphatidylethanolamine, PC: phosphatidylcholine, PI: phosphatidylinositol, SM: sphingomyeline)
and quantity of cholesterol in pg/mg (Ctrl: n=6 and n-3 def: n=5). (D) Whole cell patch clamp
recording of dMSNs and iMSNs in the core part of the nucleus accumbens. (i) Representative image
of nucleus accumbens slices of a D1-EGFP mouse at low magnification (top) and high magnification
under light transmission (middle) and epifluorescence (bottom). (ii) Representative traces of voltage
responses in dMSNs and iMSNs. (iii) Measures of RMP, Rheobase and AP threshold in dMSNs (top)
and iMSNs (bottom). (iiii) Measure of membrane resistance, Delay to 1* spike, AP amplitude, I/V and
I/F curves for dMSNs (top) and iMSNs (bottom). (dMSNs: Ctrl: n=10 and n-3 def: n=12 neurons and
iMSNs: Ctrl: n=9 and n-3 def: n=10 neurons). (E) sIPSC and sEPSC frequency recorded in dMSNs and
iMSNs (sIPSC in dMSNs: Ctrl: n=9 and n-3 def: n=8 neurons and iMSNs: Ctrl: n=7 and n-3 def: n=6
neurons ; sSEPSC in dMSNs: Ctrl: n=10 and n-3 def: n=12 neurons and iMSNs: Ctrl: n=9 and n-3 def:
n=9 neurons). (F) Ratio of IPSC frequency before and after TTX application in dMSNs (Ctrl: n=13 and
n-3 def: n=18 neurons). (G) Representative traces (left) and collapsed holding current density prior to
and following bath application of gabazine (10mM) recorded from dMSNs (Ctrl: n=12 and n-3 def:
n=17 neurons). Data are means = sem. *Significantly different from Ctrl (# p<0.1, *p<0.05, **p<0.01).
Ctrl: control group; n-3 def: n-3 PUFA deficient group.
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Fig.3 suppl. (referent to Fig. 4): Preventing n-3 PUFA deficiency selectively in D2R-expressing
neurons rescues the lateral inhibition of iMSNs onto dMSNs and enhances motivational
performance of n-3 PUFA deficient animals.

(A) Representation of the enzymatic effect of FAT1. It specifically converts LA into ALA, AA into EPA
and DPA into DHA. (B) FAT1 expression in the striatum, the prefrontal cortex, the hippocampus and
the hypothalamus measured by RT-gPCR. The dashed line represents the level of expression of FAT1
in the non-inducible FAT1 mice that expresses FAT1 ubiquitously (Ctrl/Fat-: n=5 ; Ctrl/Fat+: n=5 ; n-3
def/Fat-: n=5 and n-3 def/Fat+: n=5). (C) Measure of the ratio between the substrate (n-6 PUFAs) and
the product (n-3 PUFAs) of the FAT1 enzyme, that reflects its functionality, in the striatum (left), the
hypothalamus (middle) and the red blood cells (right) (Ctrl/Fat-: n=4 ; Ctrl/Fat+: n=3 ; n-3 def/Fat-:
n=4 and n-3 def/Fat+: n=4). (D) Evaluation of the effect of hM4Di activation in D2R-expressing MSNs
on sEPSC frequency and basic intrinsic properties recorded in dMSNs (FAT-: n=15 and FAT+: n=11
neurons). (E) (Left) Effect of FAT1 expression in D2R-expressing neurons in non-n-3 PUFA deficient
animals on session duration in the PRx2 task (Ctrl/FAT-: n=13 ; Ctrl/FAT+: n=13). (Right) Effect of the
expression of FAT1 in CamKlI-Cre Ctrl and n-3 deficient animals on session duration in the PRx2 task
(Ctrl/FAT-: n=10 ; Ctrl/FAT+: n=10 ; n-3 def/FAT-: n=19 and n-3 def/FAT+: n=7). Data are means *
sem. # p<0.1, *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. Ctrl: control group; n-3 def: n-3 PUFA deficient
group, FAT+: Fatl expression, FAT-: no expression of Fatl.
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Table 1 Key resources

REAGENT or RESOURCE

SOURCE

IDENTIFIER

Atibodies

Anti-D2R rabbit polyclonal antibody
Anti-D1R rat monoclonal antibody

Anti-DAT rabbit polyclonal antibody

Anti-TH mouse monoclonal antibody
Anti-aTubuline mouse monoclonal antibody
Anti-GSK3p rabbit monoclonal antibody

Produced by the Laboratory
of Dr. Jonathan Javitch

Merck
Merck
Merck
Merck
Cell signaling

Cat. No. D2944
Cat. No. AB2231
Cat. No. MAB318
Cat. No. T5168
Cat. No. 12456

Anti-P-GSK3p rabbit monoclonal antibody Cell signaling Cat. No. 5558
Anti-BArrestin-2 rabbit monoclonal antibody Cell signaling Cat. No. 3857
Anti-GAPDH rabbit monoclonal antibody Cell signaling Cat. No. 5174
Chemicals
D-Amphetamine (Amph) Merck Cat. No. A5880
Aripiprazole (Arip) Merck Cat. No. 129722-12-9
CNQX Merck Cat. No. C239
D-APS Tocris Cat. No. 0106
Tetrodotoxin (TTX) Tocris Cat. No. 1078
Quinpirole (Quin) Tocris Cat. No. 1061
Gabazine (SR 95531 hydrobromide ; Gbz) Tocris Cat. No. 1262
ENZO

Clozapine-N-Oxide (CNO)

Cat. No. BML-NS105

Experimental models

Mouse: C57BL/6JRj

Mouse: Tg(iFat1)

Janvier Labs
Provided by the Laboratory
of Dr. David W. L. Ma

N/A

Mouse: Tg(Drd1-cre)FK150Gsat/Mmucd GENSAT RRID:MMRRC_029178-UCD
Mouse: Tg(Drd2-cre)ER44Gsat/Mmucd GENSAT RRID:MMRRC_017263-UCD
Mouse: Tg(Camk2a-cre)2Gsc MGl MGI:2181426

Mouse: Tg(Drd1-EGFP)X60Gsat GENSAT MGI:3840915

Bacterial and Virus Strains

pAAV-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry Addgene Cat. No. 44362-AAV8

Designed Primers

Oligo name Species

Forward Sequence (5’-3’)

Reverse Sequence (3'-5’)

Fat-1 qPCR mouse

CTGAGGTGTACGAGGCTGATGA
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CGATCGATGGTTTGGGTTTG


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=129722-12-9&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.addgene.org/44362/

Table 2 Fatty acid composition of the dietary lipids (% wt of total fatty acids).

Long chain n-3

Diets Standard AO4 Balanced Deficient PUFA
16:00 20.2 22.6 6.2 20.7
18:00 2.2 33 4.4 3.6
Other saturated FAs 2 1.8 1.6 5.9
Total saturated FAs 24.2 27.7 12.2 30.2
16:1n-7 0.8 0.2 0.1 5.3
18:1n-9 19.2 57.9 26 22.6
18:1n-7 1.5 1.5 0.9 4.9
Other monounsaturated FAs 3.1 0.4 0.2 1.3
Total monounsaturated Fas  24.6 60 27.2 34.1
18:2n-6 (LA) 45.9 10.6 60.5 15.1
20:4n-6 (AA) ND ND ND 0.6
Total n-6 PUFAs 45.9 10.7 60.5 15.7
18:3n-3 (ALA) 3.3 1.6 0.1 1.1
18:4n-3 ND ND ND 2.1
20:5n-3 (EPA) 0.6 ND ND 10.3
22:5n-3 0.1 ND ND 0.7
22:6n-3 (DHA) 0.8 ND ND 5.8
Total n-3 PUFAs 4.8 1.6 0.1 20
total PUFAs 50.7 12.3 60.6 35.7
n-6/n-3 9.6 6.7 > 500 0.8

FAs, fatty acids; LA, linoleic acid; AA, arachidonic acid; PUFAs, polyunsaturated fatty acids;
ALA, a-linolenic acid; ND, not detected (under the limit for the detection by gas
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Table 3 Summary of statistical analysis

Data

Statistical test

outcome measure

p value

Figure 1

Figure 1B : FR-RR

Figure 1B : PRx2

Figure 1B : Concurrent
lever presses

Figure 1B : Free feeding

Figure 1C : Consumption

Figure 1C : Number of
licks
Figure 1C : Number of
busts

Figure 1C: Licks/Burst

Figure 1C : Burst duration

Two-way RM ANOVA

Mann Whitney test

Unpaired t test

Mann Whitney test

Mann Whitney test

Unpaired t test

Unpaired t test

Unpaired t test with
Welch's correction

Unpaired t test with
Welch's correction

Ctrl : 71 and n-3 def : 76

Ctrl : 71 and n-3 def : 76

Ctrl : 71 and n-3 def : 76

Ctrl : 71 and n-3 def : 76

Ctrl : 11 and n-3 def : 13

Ctrl : 11 and n-3 def : 13

Ctrl : 11 and n-3 def : 13

Ctrl : 11 and n-3 def : 13

Ctrl : 11 and n-3 def : 13

Lever presses

Session duration

Lever presses

Food consumption

Reward consumption

Number of licks

Number of burst

Licks/burst

Bursts duration

Task effect: F(3,426)=639.8, p<0.001
Group effect: F(1,142)=0.1931, p=0.66
Interaction: F(3,426)=0.4702, p=0.7032

P value 0.0251

t(145)=2.219, p=0.028

P value 0.0231

P value 0.97

t(22)=0.77, p=0.45

1(22)=0.28, p=0.79

t(17.5)=1.01, p=0.33

t(18.44)=0.93, p=0.36

Group effect: (1,20)=0.73, p=0.40

Figure 1D Two-way RM ANOVA Ctrl : 11 and n-3 def : 11 Distance travelled Time effect: F(5,100)=45.71, p<0.001
Interaction: F(5,100)=1.58, p=0.17
Group effect: F(1,84)=8.34, p=0.0049
Supplementation effect: F(2,84)=4.33, p=0.016
Ctrl:21 ; CtrlPO: 7; Ctrl P21 : Interaction: F(2,84)=0.86, p=0.43
Figure 1E Two-way ANOVA 12;n-3def:26;n-3def P0O:12 Session duration PostHoc Test:
and n-3 def P21: 12 Ctrl vs n-3 def : p=0.0179
n-3 def vs n-3 def suppl PO : p=0.0341
Ctrl suppl PO vs n-3 def : p=0.0321
One sample t test Ctrl: s Ctrl vs baseline : t(7)=3.20, p=0.015
Figure 1F (compared to 1) n3 ('ief 12 Ratio of lever presses n3-def vs baseline : t(11)=1.64, p=0.13
Unpaired t test : Ctrl vs n3-def : t(18)=1.95, p=0.066
Figure 2

Figure 2B : dMSNs

Figure 2B : iMSNs

Figure 2C

Figure 2D : sIPSC
frequency

Figure 2D : Frequency
histogram of sIPSC
amplitude

Figure 2E : mIPSC
frequency

Figure 2E : Frequency
histogram of mIPSC
amplitude

Log-rank (Mantel-Cox) test

Log-rank (Mantel-Cox) test

Log-rank (Mantel-Cox) test

unpaired t test

Two-way ANOVA

unpaired t test

Two-way ANOVA

Ctrl : 8and n-3 def : 11
from 5and 5 animals

Ctrl : 8and n-3 def: 8

from 5 and 5 animals

Ctrl : 14 and n-3 def : 13
from 4 and 4 animals

Ctrl : 13 and n-3 def : 18
from 4 and 5 animals

Ctrl : 13 and n-3 def : 18
from 4 and 5 animals

Ctrl : 13 and n-3 def : 18
from 4 and 5 animals

Ctrl : 13 and n-3 def : 18
from 4 and 5 animals
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E/S coupling

E/S coupling

E/S coupling

sIPSC frequency

Frequency histogram of
sIPSC amplitude

mIPSC frequency

Frequency histogram of
mIPSC amplitude

X2 =14.34 ; P Value <0.001

X2 =0.07129 ; P Value 0.7895

Ctrl vs n-3 def : x2 = 10.7 ; P Value 0.0011
Gabazine Ctrl : x2 =20.62 ; P Value < 0.001
Gabazine n-3 def : x2 =56.72 ; P Value < 0.001
Ctrl vs n-3 def post GBZ : x2 = 1.501 ; P Value 0.22

Ctrl vs n-3 def : t(29)=2.674, p=0.0122

Group effect: F(1,290)=6.07, p=0.014
Amplitude effect: F(9,290)=27.7, p<0.001
Interaction: F(9,290)=0.61, p=0.79

Ctrl vs n-3 def post TTX : t(29)=2.53, p=0.017

Group effect: F(1,290)=8.176, p=0.0046
Amplitude effect: F(9,290)=26.02, p<0.001
Interaction: F(9,290)=0.90, p=0.52
PostHoc Test:

20-30pA : Ctrl vs n-3 def : p=0.030



Figure 2F

Figure 2G : sIPCS
frequency

Figure 2G : Frequency
histogram of sIPSC

Log-rank (Mantel-Cox) test

Paired t test
unpaired t test

Two-way ANOVA

Ctrl : 8 and n-3 def : 11
from 5 and 5 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 8
from 4 and 5 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 8
from 4 and 5 animals

E/S coupling

sIPCS frequency

Frequency histogram of

sIPSC amplitude

Ctrl vs n-3 def : x2 = 14.34 ; P Value <0.001

Quin Ctrl : x2 = 0.95; P Value 0.33

Quin n-3 def: x2 =12.78 ; P Value < 0.001

Ctrl vs n-3 def post Quin : x2 = 0.59 ; P Value 0.44

Ctrl Quin effect : t(8)=0.52, p=0.62

n-3 def Quin effect : t(7)=3.62, p=0.0085

Ctrl vs n-3 def : t(15)=2.28, p=0.038

Ctrl vs n-3 def post Quin : t(15)=0.43, p=0.67

Group effect: F(1,150)=0.098, p=0.75
Amplitude effect: F(9,150)=16.85, p<0.001

amplitude Interaction: F(9,150)=0.38, p=0.94
Figure 3

Ctrl : logeC50 =-5.22 + 0.28, Emax = 30.06 + 3.47 %
Figure 3A Ctrl : 17 ; n-3 def : 17 GTPyS binding n-3 def : logEC50 = -5.06 + 0.29; Emax = 28.15 + 3.51

Figure 3B : BArrestine 2
Figure 3B : GSK3B

Figure 3B : P-GSK3pB

Figure 3C

Figure 3D

Figure 3D

Mann Whitney test
Mann Whitney test

Mann Whitney test

Two-way ANOVA

Two-way RM ANOVA

One sample t test
(compared to 1)

Ctrl:5; n-3def:7
Ctrl:5; n-3def:7

Ctrl:5; n-3def:7

Ctrl : 10 ; n-3 def: 10

Ctrl : 11
n-3 def : 10

Ctrl: 11
n-3 def : 10

BArrestin2 Male
GSK3pB

P-GSK3pB

Distance travelled

Ratio of lever presses

Ratio of lever presses

%

U=1, P value 0.0051
U=16, P value 0.88
U=5, P value 0.048

Group effect: F(1,18)=1.76, p=0.20
Time effect: F(5,90)=21.87, p<0.001
Interaction: F(5,90)=5.09, p<0.001
PostHoc Test:

120-150min : Ctrl vs n-3 def : p=0.075
150-180min : Ctrl vs n-3 def : p=0.044

Group effect: F(1,19)=6.36, p=0.021
Drug effect: F(1,19)=10.93, p=0.0037
Interaction: F(1,19)=6.12, p=0.023
PostHoc Test:

Arip 0.1 : Ctrl vs n-3 def : p=0.0038

n-3 def : Arip 0.1 vs Arip 0.5 : p=0.0016

Ctrl Arip 0.1 vs baseline : t(10)=5.36, p<0.001
n3-def Arip 0.1 vs baseline : t(9)=0.88, p=0.40
Ctrl Arip 0.5 vs baseline : t(10)=5.18, p<0.001
n3-def Arip 0.5 vs baseline : t(9)=2.10, p=0.06

Figure 4

Figure 4B : sIPSC
frequency

Figure 4B : E/S coupling

Figure 4E : sIPCS
frequency

Figure 4E : E/S coupling

Figure 4G : D2cre/iFatl
FR-RR

Two-way ANOVA

Log-rank (Mantel-Cox) test

Wilcoxon matched-pairs

signed rank test
Mann Whitney test

Log-rank (Mantel-Cox) test

Two-way RM ANOVA

Ctrl/Fat-: 12 ; Ctrl/Fat+: 7 ; n-3
def/Fat- : 13 and n-3 def/Fat+:
7

from5; 3;5and 4 animals

Ctrl/Fat- : 28 ; Ctrl/Fat+: 26 ; n-
3 def/Fat-: 26 and n-3 def/Fat+
127

from 10; 8; 9 and 11 animals

Fat-: 18 and Fat+: 17
from 6 and 6 animals

Fat-:15; Fat+: 10
from 8 and 4 animals

D2cre-/Fat- : 10 ; D2cre+/Fat- :
9; D2cre-/Fat+:9;
D2cre+/Fat+: 11
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sIPCS frequency

E/S coupling

sIPCS frequency

E/S coupling

Lever presses

Group effect: F(1,35)=0.57, p=0.45
Transgene effect: F(1,35)=0.63, p=0.43
Interaction: F(1,35)=4.903, p=0.033
PostHoc Test:

Fat- : Ctrl vs n-3 def : p=0.036

n-3 def : Fat- vs Fat+ : p=0.078

Fat-: Ctrlvs n-3 def : 2 = 1.51 ; P Value 0.22
Fat+: Ctrl vs n-3 def : x2 = 74.12 ; P Value <0.001
Ctrl : Fat- vs Fat+ : x2 = 24.37 ; P Value <0.001
n-3 def : Fat- vs Fat+: x2 = 41.86 ; P Value < 0.001

Fat+ CNO effect : p value 0.015

Fat- CNO effect : p value <0.001
Fat+ vs Fat- : p value 0.044

Fat+ vs Fat- post CNO : p value 0.060

Fat-: Ctrl vs CNO : x2 = 39.56 ; P Value <0.001
Fat+: Ctrl vs CNO : x2 = 7.261 ; P Value 0.007
Ctrl : Fat- vs Fat+ : X2 = 15.71 ; P Value <0.001
CNO : Fat- vs Fat+: x2 = 1.21; P Value 0.27

Task effect: F(3,105)=168.3, p<0.001
Group effect: F(3,35)=2.37, p=0.087
Interaction: F(9,105)=1.86, p=0.066
PostHoc Test:

RR20:

D2cre-/Fat- vs D2cre+/Fat- : p=0.0037
D2cre-/Fat- vs D2cre-/Fat+ : p=0.017
D2cre-/Fat- vs D2cre+/Fat+ : p<0.001



Figure 4G : D2cre/iFatl
PRx2

Figure 4G : D1cre/iFatl
FR-RR

Figure 4G : D1cre/iFatl
PRx2

Two-way ANOVA

Two-way RM ANOVA

Two-way ANOVA

D2cre-/Fat- : 10 ; D2cre+/Fat- :
9; D2cre-/Fat+:9;
D2cre+/Fat+ : 11

Dicre-/Fat-: 10 ; D1cre+/Fat-:
10; Dicre-/Fat+:9;
Dilcre+/Fat+:9

Dicre-/Fat-: 10 ; Dlcre+/Fat-:
10; Dicre-/Fat+:9;
Dilcre+/Fat+:9
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Session duration

Lever presses

Session duration

Cre effect: F(1,35)=4.73, p=0.037
Fat effect: F(1,35)=2.60, p=0.116
Interaction: F(1,35)=3.55, p=0.068
PostHoc Test:

Cre-/Fat- vs Cre+/Fat+ : p=0.05
Cre-/Fat+ vs Cre+/Fat+ : p=0.0382
Cre+/Fat- vs Cre+/Fat+ : p=0.10

Task effect: F(3,99)=79.03, p<0.001
Group effect: F(3,33)=0.08, p=0.97
Interaction: F(9,99)=0.37, p=0.95

Cre effect: F(1,31)=0.004, p=0.95
Fat effect: F(1,31)=1.14, p=0.29
Interaction: F(1,31)=1.51, p=0.23
PostHoc Test:

Cre-/Fat- vs Cre+/Fat+ : p>0.999
Cre-/Fat+ vs Cre+/Fat+ : p>0.999
Cre+/Fat- vs Cre+/Fat+ : p=0.66



Table 4 Summary of supplemental statistical analysis

Data

Statistical test

n

outcome measure

p value

Figure 1 suppl.

Figure 1A : Ratio of n6/n3 PUFAs

Figure 1A : %LA
Figure 1A : %ALA
Figure 1A : %AA
Figure 1A : %EPA
Figure 1A : %DPA
Figure 1A : %DHA
Figure 1A : %SFA
Figure 1A : %MUFA
Figure 1A : %PUFA
Figure 1A : %PE
Figure 1A : %PC
Figure 1A : %PI

Figure 1A : %SM

Figure 1A : pg/mg Chol

Figure 1B : Female

Figure 1C : P21 n-3 Suppl.

Figure 1C: PO n-3 Suppl.

Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test

Mann Whitney test

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :

Ctrl :

Ctrl

Ctrl :

Ctrl :

Ctrl

Ctrl

Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :

Ctrl :
def:

Ctrl :
def:

6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
:6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
:6;n-3def:5
:6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5

10and n-3 def: 9

10 ; Ctrl + suppl : 12 ; n-3
12 and n-3 def + suppl : 12

11; Ctrl +suppl : 7; n-3
14 and n-3 def + suppl : 12

Ratio of n6/n3 PUFAs

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total phospholipids
% of total phospholipids
% of total phospholipids
% of total phospholipids
ug/mg cerveau

Session duration

Lever presses

Lever presses

P value 0.0043
P value 0.0022
P value 0.15

P value 0.0043
P value >0.999
P value 0.0043
P value 0.0043
P value 0.93

P value 0.0043
P value 0.0043
P value 0.052
P value 0.54

P value 0.89
Pvalue 0.11

P value 0.93

P value 0.043

Group effect: F(3,42)=0.43, p=0.74
Task effect: F(2,84)=259.1, p<0.001
Interaction: F(6,84)=0.43, p=0.85

Group effect: F(3,40)=3.99, p=0.014
Task effect: F(9,120)=110.6, p<0.001
Interaction: F(9,120)=2.23, p=0.025
PostHoc Test:

RR20 : Ctrl vs n-3 def suppl : p=0.034
n-3 def vs n-3 def suppl : p<0.001

Figure 2 suppl.

Figure 2A

Figure 2B : D2R
Figure 2B : D1R
Figure 2B : DAT

Figure 2B : TH

Figure 2C : Ratio of n6/n3 PUFAs

Figure 2C: %LA
Figure 2C : %ALA
Figure 2C: %AA
Figure 2C : %EPA
Figure 2C : %DPA
Figure 2C : %DHA
Figure 2C : %SFA
Figure 2C: %5MUFA
Figure 2C: %PUFA
Figure 2C : %PE
Figure 2C : %PC
Figure 2C : %PI

Figure 2C : %SM

Figure 2C: pg/mg Chol

Two-way RM ANOVA

Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test
Mann Whitney test

Mann Whitney test

Ctrl

:9

n-3 def:8

Ctrl

Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :
Ctrl :

Ctrl :

Ctrl

Ctrl :
Ctrl :

Ctrl :

Ctrl

Ctrl :

Ctrl :

Ctrl

:5and n-3def:7
5and n-3def:7
5and n-3def:7
5and n-3def:7
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
:6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
:6;n-3def:5
6;n-3def:5
6;n-3def:5
:6;n-3def:5
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% of DA from baseline

Fold Change D2R/Tubu
Fold Change D1R/Tubu
Fold Change DAT/Tubu
Fold Change TH/Tubu
Ratio of n6/n3 PUFAs

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total fatty acids

% of total phospholipids
% of total phospholipids
% of total phospholipids
% of total phospholipids

ug/mg cerveau

Group effect: F(1,15)=0.76, p=0.40
Time effect: F(6,90)=12.41, p<0.001
Interaction: F(6,90)=0.50, p=0.81

P value 0.072
P value 0.755
P value 0.530
P value 0.639
P value 0.0043
P value 0.0043
P value 0.16

P value 0.0043
P value 0.0043
P value 0.0043
P value 0.0043
P value 0.93

P value 0.18

P value 0.082
P value 0.0087
P value 0.03

P value 0.39

P value >0.99

P value 0.0043



Figure 2D (iii) : dMSNs RMP

Figure 2D (iii) : dMSNs Rheobase

Figure 2D (iii) : dMSNs
AP threshold

Figure 2D (iii) : iIMSNs RMP

Figure 2D (iii) : iIMSNs Rheobase

Figure 2D (iii) : iIMSNs
AP threshold

Figure 2D (iiii) : dMSNs
Resistance

Figure 2D (iiii) : dMSNs Delay to

1st spike

Figure 2D (iiii) : dMSNs AP
amplitude

Figure 2D (iiii) : dMSNs I/V curve

Figure 2D (iiii) : dMSNs I/F curve

Figure 2D (iiii) : iMSNs Resistance
Figure 2D (iiii) : iMSNs Delay to

1st spike
Figure 2D (jiii) : iIMSNs AP
amplitude

Figure 2D (iiii) : iMSNs I/V curve

Figure 2D (iiii) : iMSNs I/F curve

Figure 2E : dMSNs
sIPSC frequency

Figure 2E : dMSNs
SEPSC frequency

Figure 2E : iMSNs
sIPSC frequency

Figure 2E : iIMSNs
SEPSC frequency

Figure 2F

Figure 2G

Mann Whitney test

Unpaired t test

Unpaired t test

Unpaired t test

Unpaired t test

Unpaired t test

Unpaired t test

Mann Whitney test

Unpaired t test

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Unpaired t test
Unpaired t test

Mann Whitney test

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Unpaired t test

Mann Whitney test

Unpaired t test

Unpaired t test

Unpaired t test

Unpaired t test
One sample t test

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 6 and 6 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals
Ctrl : 9and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals
Ctrl : 9 and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 10
from 5 and 5 animals

Ctrl : 9and n-3 def : 8
from 4 and 5 animals

Ctrl : 10 and n-3 def : 12
from 5 and 6 animals

Ctrl: 7and n-3 def: 6
from 4 and 4 animals

Ctrl: 9and n-3 def: 9
from 5 and 5 animals

Ctrl : 13 and n-3 def : 18
from 4 and 5 animals

Ctrl : 12 and n-3 def : 17
from 4 and 5 animals

RMP

Rheobase

AP thershold

RMP

Rheobase

AP thershold

Resistance

Delay to 1st spike

AP amplitude

1/V curve

Number of spike

Resistance
Delay to 1st spike

AP amplitude

1/V curve

Number of spike

sIPSC frequency

SEPSC frequency

sIPSC frequency

SEPSC frequency

Ratio IPSC frequency

pre/post TTX

Holding currents

P value 0.18

t(20)=0.52, p=0.61

t(20)=0.80, p=0.43

t(17)=1.22, p=0.24

t(17)=0.34, p=0.74

t(17)=0.07, p=0.94

t(20)=0.78, p=0.44

P value 0.18

t(20)=1.93, p=0.07

Group effect: F(1,19)=1.01, p=0.33
Injected current effect: F(22,418)=95.64, p<0.001
Interaction: F(22,418)=0.73, p=0.81

Group effect: (1,19)=0.02, p=0.88

Injected current effect: F(5,95)=187.3, p<0.001
Interaction: F(5,95)=1.1, p=0.37

t(17)=1.60, p=0.13
t(17)=0.75, p=0.046

P value 0.497

Group effect: F(1,17)=0.20, p=0.66

Injected current effect: F(24,408)=176, p<0.001
Interaction: F(24,408)=0.22, p>0.99

Group effect: F(1,17)=0.44, p=0.51

Injected current effect: F(5,85)=357.7, p<0.001
Interaction: F(5,85)=0.29, p=0.92

t(15)=2.28, p=0.038

p value : 0.25

t(11)=1.25, p=0.24

t(16)=0.99, p=0.34

t(29)=0.43, p=0.67

Ctrl vs n-3 def : t(27)=1.7, p=0.10
Ctrl compared to 0 : £(11)=0.046, p=0.96
n-3 def compared to 0 : t(16)=2.61, p=0.019

Figure 3 suppl.

Figure 3B : Str

Figure 3B : PFC

Figure 3B : HC

Figure 3B : HT

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Ctrl/Fat-: 5; Ctrl/Fat+:5; n-3
def/Fat-: 5 and n-3 def/Fat+: 5

Ctrl/Fat-: 5; Ctrl/Fat+:5; n-3
def/Fat-: 5 and n-3 def/Fat+: 5

Ctrl/Fat-:
def/Fat-:

Ctrl/Fat-:
def/Fat-:

5; Ctrl/Fat+:5; n-3

5and n-3 def/Fat+: 5

5; Ctrl/Fat+:5; n-3

5and n-3 def/Fat+: 5

153

Fatl expression

Fatl expression

Fatl expression

Fatl expression

Diet effect: F(1,16)=0.09, p=0.77

Tg effect: F(1,16)=37.73, p<0.001
Interaction: F(1,16)=0.72, p=0.41
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p=0.0035, Def : p<0.001

Diet effect: F(1,16)=0.16, p=0.69

Tg effect: F(1,16)=8.52, p=0.01
Interaction: F(1,16)=0.03, p=0.86
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p=0.086, Def : p=0.14

Diet effect: F(1,16)=0.85, p=0.37
Tg effect: F(1,16)=3.61, p=0.076
Interaction: F(1,16)=0.40, p=0.54
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p=0.19, Def : p=0.76

Diet effect: F(1,15)=5.68, p=0.03
Tg effect: F(1,15)=16.39, p=0.001



Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3C:

Figure 3D :

Figure 3D :

Figure 3D :

Figure 3E :

Figure 3E :

LA/ALA in Str

AA/EPA in Str

DPA/DHA in Str

LA/ALA in HT

AA/EPA in HT

DPA/DHA in HT

LA/ALA in RBC

AA/EPA in RBC

DPA/DHA in RBC

SEPSC frequency

1/V curve

I/F curve

D2cre/iFatl

CamKllicre/iFatl

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Wilcoxon matched-
pairs signed rank test
Mann Whitney test

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

T test

Two-way ANOVA

Ctrl/Fat- : 4 ; Ctrl/Fat+:3; n-3
def/Fat- : 4 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat- : 4 ; Ctrl/Fat+:3; n-3
def/Fat- : 4 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat- : 4 ; Ctrl/Fat+:3; n-3
def/Fat- : 4 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat-: 4 ; Ctrl/Fat+: 4 ; n-3
def/Fat- : 3 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat-: 4 ; Ctrl/Fat+:4; n-3
def/Fat- : 3 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat- : 4 ; Ctrl/Fat+:4;n-3
def/Fat- : 3 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat-: 4 ; Ctrl/Fat+: 4 ; n-3
def/Fat- : 4 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat- : 4 ; Ctrl/Fat+:4; n-3
def/Fat- : 4 and n-3 def/Fat+: 4

Ctrl/Fat- : 4 ; Ctrl/Fat+:4;n-3
def/Fat- : 4 and n-3 def/Fat+: 4

Fat-:15and Fat+: 11
from 8 and 4 animals

Fat-:15and Fat+: 11
from 8 and 4 animals

Fat-:15and Fat+: 11
from 8 and 4 animals

Ctrl/Fat-: 13 ; Ctrl/Fat+: 13
Ctrl/Fat-: 10 ; Ctrl/Fat+: 10;

n-3 def/Fat-: 19 and n-3
def/Fat+:7
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Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

Ratio of n6/n3 PUFAs

SEPSC frequency

1/V curve

Number of spike

Session duration

Session duration

Interaction: F(1,15)=0.185, p=0.67
PostHoc Test:
Tg effect: Eq : p=0.05, Def : p=0.01

Diet effect: F(1,11)=56.83, p<0.001
Tg effect: F(1,11)=5.02, p=0.047
Interaction: F(1,11)=1.42, p=0.26
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p=0.98, Def : p=0.056

Diet effect: F(1,11)=9.6, p=0.01

Tg effect: F(1,11)=4.63, p=0.054
Interaction: F(1,11)=1.09, p=0.32
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p=0.93, Def : p=0.077

Diet effect: F(1,11)=79.27, p<0.001
Tg effect: F(1,11)=1.54, p=0.24
Interaction: F(1,11)=0.98, p=0.34
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p>0.99, Def : p=0.26

Diet effect: F(1,11)=4.59, p=0.055
Tg effect: F(1,11)=0.0002, p=0.99
Interaction: F(1,11)=0.006, p=0.94
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p>0.99, Def : p>0.99

Diet effect: F(1,11)=0.54, p=0.48
Tg effect: F(1,11)=0.71, p=0.42
Interaction: F(1,11)=0.04, p=0.84
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p=0.91, Def : p>0.99

Diet effect: F(1,11)=66.5, p<0.001
Tg effect: F(1,11)=2.37, p=0.15
Interaction: F(1,11)=2.27, p=0.16
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p>0.99, Def : p=0.12

Diet effect: F(1,12)=3.05, p=0.11
Tg effect: F(1,12)=2.89, p=0.11
Interaction: F(1,12)=0.004, p=0.94
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p=0.54, Def : p=0.47

Diet effect: F(1,12)=23.01, p<0.001
Tg effect: F(1,12)=0.22, p=0.64
Interaction: F(1,12)=0.24, p=0.63
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p>0.99, Def : p>0.99

Diet effect: F(1,12)=668.9, p<0.001
Tg effect: F(1,12)=0.005, p=0.95
Interaction: F(1,12)=0.01, p=0.92
PostHoc Test:

Tg effect: Eq : p>0.99, Def : p>0.99

Fat+ CNO effect : p value 0.042
Fat- CNO effect : p value 0.22

Fat+ vs Fat- : p value 0.12

Fat+ vs Fat- post CNO : p value 0.35

Group effect: F(3,48)=2.78, p=0.051

Injected current effect: F(20,960)=498.2 p<0.001
Interaction: F(60,960)=2.404, p<0.001

PostHoc Test:

Fat-/Ctrl vs. Fat+/CNO: p<0.05

Other comparisons: p>0.05

Group effect: F(3,48)=0.807, p=0.50
Injected current effect: F(5,240)=486.9, p<0.001
Interaction: F(15,240)=1.424, p=0.14

t(24)=0.51, p=0.61

Diet effect: F(1,32)=5.41, p=0.027
Tg effect: F(1,32)=0.25, p=0.62
Interaction: F(1,32)=0.56, p=0.46
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1. Synthese des résultats

L'objectif général de mes travaux de these était d'étudier I'impact d’une déficience
développementale en AGPI n-3 sur la fonctionnalité du systeme mésolimbique et les
conséquences sur les processus motivationnels. Pour cela nous avons combiné des approches
nutritionnelles et génétiques, et ce afin de tester notre hypothese dans les différentes
conditions offertes par un modele animal préclinique, de la modélisation des observations
cliniques chez ’'Homme a I'étude précise des mécanismes mis en jeu et des liens de causalité

entre les différents paramétres mesurés.

Nos résultats montrent qu’une déficience en AGPI n-3, depuis le premier jour de
gestation jusqu’au sevrage, altere significativement la composition lipidique de I'organisme,
incluant le striatum. Il semble par ailleurs présenter certaines spécificités quant a sa
sensibilité aux manipulations d’AGPIl. Nous avons par la suite mesuré les performances des
animaux a I'age adulte dans des taches comportementales visant a évaluer la motivation face
a I'effort dans le but d’obtenir une récompense, avec pour objectif d’explorer la fonctionalité
des processus motivationnels altérés dans certaines pathologies psychiatriques. Les animaux
déficients en AGPI n-3 ont des performances similaires au groupe contréle dans les taches a
faible demande motivationnelle (FR1-RR20), mais lorsque la demande d’effort a fournir
augmente (PRx2) ou qu’une alternative a faible colt leur est offerte (tdche concurrente),
leurs performances sont réduites, démontrant la présence d’un déficit motivationnel. De plus,
ce déficit motivationnel peut étre prévenu lorsque I'on supplémente ces animaux en AGPI n-3
a longues chaines (DHA + EPA) a la naissance mais pas au sevrage, révélant I'importance
majeure des AGPI pour les fonctions cérébrales au cours du développement périnatal. De
facon intéressante, nous montrons que la déficience en AGPI n-3 entraine une insensibilité
des animaux a I'effet de 'amphétamine a faible dose, qui conduit a I'augmentantion des taux
extracellulaires de dopamine, sur les performances en tache de PR. Cette observation suggere
qu’il existe un lien entre la déficience en AGPI n-3 et |'altération des processus motivationnels
dépendant de la transmission dopaminergique mésolimbique, transmission qui par ailleurs a
été précédemment observée comme étant altérée dans un modele de déficience
multigénérationnelle (Chalon, 2006; Delion et al.,, 1997; Kodas et al.,, 2002; Zimmer et al,,
1998).

157



Nos résultats ont par la suite révélé que la libération de dopamine extracellulaire ainsi
que les niveaux protéiques de tyrosine hydroxylase (TH), DAT, RD1 et RD2 dans le NAc
n’étaient pas affectés par la déficience développementale en AGPI n-3. Pour évaluer les
conséquences fonctionnelles de la déficience sur lintégrité de la transmission
dopaminergique post-synaptique, nous avons effectué dans le NAc des enregistrements
électrophysiologiques des MSN, les principaux neurones dopaminoceptifs. Nous avons mis en
évidence que la déficience en AGPI n-3 entrainait une réduction de 'excitabilité des dMSN en
parallele d’'une augmentation de la transmission inhibitrice spontanée GABAergique qu’ils
recoivent. La fréquence accrue de ces courants post-synaptiques inhibiteurs spontanés
(sIPSC) ainsi que I'excitabilité des dMSN sont normalisées par |'activation pharmacologique
des RD2 (via utilisation de I'agoniste quinpirole) ou I'inhibition spécifique des iIMSN exprimant
le RD2 (DREADD-Gi). Ce résultat suggére une dérégulation du contréle inhibiteur des iMSN sur
les dMSN induite par la déficience en AGPI n-3, autrement dit une augmentation de
I'inhibition latérale qui, selon le modéle du « go/no go », pourrait étre a I'origine des déficits
motivationnels. Enfin, nos données préliminaires, complétées par des données obtenues par
notre équipe, suggérent que la signalisation dépendante du RD2 semble étre altérée par la

déficience en AGPI n-3, en particulier la voie dépendante de la B-arrestine.

Apres avoir étudié les conséquences comportementales et neurobiologiques de la
déficience développementale en AGPI n-3, nous avons voulu vérifier I'hypothése de
I'existence d’un lien direct entre la modification de la composition en AGPI membranaires
dans une population neuronale spécifique et les altérations induites par cette déficience.
L'expression de I'enzyme Fatl, permettant la conversion des AGPI n-6 en AGPI n-3, dans les
neurones exprimant le RD2, a été suffisante pour normaliser les perturbations
électrophysiologiques et motivationnelles. Aucune conséquence comportementale n’a pu
étre observée lors de I'expression de cette enzyme dans les neurones exprimant le RD1. Ces
résultats démontrent que la déficience en AGPI n-3 dans les neurones exprimant le RD2 est
nécessaire a l‘apparition des perturbations du réseau intra-NAc et des processus
motivationnels qui en dépendent. Cela renforce I'hypothése d’une action sélective de la

déficience en AGPI n-3 sur les iMSN.
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Nous proposons alors un modele selon lequel la déficience en AGPI n-3 au sein des
phospholipides membranaires entrainerait une altération du fonctionnement du RD2 a la
membrane, réduisant la capacité de la dopamine a inhiber le signal de « no go » des iIMSN en
présence d’un stimulus pertinent, diminuant ainsi le signal « go» des dMSN et donc

I'expression adéquate du comportement motivé (Figure 23).

Condition controle Déficience en AGPI n-3

€ RD2
Gifo and
B-arrestine 2

Glu DA Glu DA
€ RD1
o Gs/olf
s GABA

iMSN iMSN
NAc NAc
2o [0 s . ?
No Go Go No Go Go

) @ Déficience 3 @
Dopamine Dopamine

en
AGPI n-3

Condition
controle

iMSN

)
Vésicules @

Motivation Motivation

Figure 23 Modele proposé de l'impact d’une déficience en AGPI n-3 sur la
fonctionnalité de la transmission mésolimbique et les conséquences sur les
processus motivationnels. Glu : glutamate, DA : dopamine, RD1 : récepteur D1 a
la dopamine, RD2 : récepteur D2 a la dopamine, Gi/o : protéine G inhibitrice,
Gs/olf : protéine G excitatrice, BArr2 : B-arrestine 2 iMSN : neurones de la voie
indirecte, dMSN : neurones de la voie directe, R GABA : récepteur au GABA.
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2. Validité de nos approches dans un but préclinique et translationnel

2.1. Validité des modeles de manipulation des AGPI n-3

2.1.1. Choix des régimes expérimentaux modélisant la déficience en AGPI n-3

Le choix du modeéle nutritionnel est avant tout basé sur le caractére indispensable des
AGPI qui rend leur manipulation par modification des apports extérieurs aisée. Le but était
alors de se rapprocher de ce que l'on observe chez I'Homme aux niveaux central et
périphérique dans certaines pathologies psychiatriques, c'est-a-dire une déficience en AGPI n-
3 qui semble précéder I'apparition des symptomes y compris chez les plus jeunes patients. Le
résultat de ce modeéle est I'obtention d’un déséquilibre périphérique et central du ratio n-6/n-
3 en faveur des n-6 et ce tout au long du développement et jusqu’a I'dge adulte. Plus
spécifiqguement, cela conduit a une réduction des taux en DHA cérébraux de 30 a 80% selon
les études et modeles utilisés (Delpech et al., 2015a; Janssen et al., 2015; Joffre et al., 2016;
Labrousse et al., 2018; Moranis et al., 2012; Moriguchi et al., 2000). Nous avons fait le choix
de ne pas utiliser la déficience multigénérationnelle dans notre étude afin de s’affranchir de
nombreux mécanismes épigénétiques potentiels mis en jeu, rendant les conclusions difficiles.
D’autre part, nous posions I"hypothese qu’une dérégulation de I'accrétion cérébrale des AGPI
n-3 au cours du développement d’un individu était suffisante pour entrainer des altérations
neurobiologiques et comportementales. Nous avons donc utilisé deux régimes isocaloriques,
éliminant ainsi les biais liés a la consommation énergétique, issus de mélanges d’huiles
végétales. L'un est équilibré et 'autre déficient en précurseurs d’AGP| n-3 (Tableau5). Le
choix de la composition élevée en précurseurs des AGPI n-3 a longue chaine vient du fait que,
chez I'Homme, la consommation en ALA est 15 a 25 fois supérieure a celle en DHA et EPA
(Baker et al., 2016). Moins de 1% de cet apport en ALA sert a la synthése de DHA et d’EPA,
synthése endogéne pourtant suffisante pour maintenir des taux cérébraux adéquats
(Domenichiello et al., 2015; Lacombe et al., 2017; Metherel et al., 2018).

Le régime équilibré contient donc majoritairement de I'huile de colza riche en ALA
avec un ratio n-6/n-3 de 6.7, proche des recommandations faites chez 'Homme. Le régime
déficient, composé d’huile de tournesol riche en LA, a un ratio largement déséquilibré, proche
de 300, entrainant alors cette baisse significative de DHA chez la descendance comme

observé dans notre étude et par d’autres données publiées (Joffre et al., 2016). Par exemple,
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nous observons chez la C57 adulte une réduction des taux de DHA de 43% dans le cerveau et

41% dans le striatum.

16:0 22,6 7,3
18:0 3,3 1,1
Autre AG saturé 1,8 1,6
Total AG saturé 27,7 13,0
16: In-7 0,2 0,2

18: In-9 57,9 28,1

18: In-7 1,5 0,9
Autre AGMI 0,4 0,2
Total AGMI 60,0 29,4
18 : 2 n-6 (AL) 10,6 57,4
20: 4 n-6 (AA) ND ND
Total AGPI n-6 10,7 57,4
18:3 n-3 (ALA) 1,6 0,2
18:4n-3 ND ND
20:5n-3 ND ND
22:5n-3 ND ND
22: 6 n-3 (DHA) ND ND
Total AGPI n-3 1,6 0,2
Total AGPI 12,3 57,6

Tableau 5 : Composition des régimes carencé et équilibré
en AGPI n-3 utilisés

Comme nous avons pu le constater, malgré les faibles teneurs en AGPI n-3 dans le
régime déficient, les quantités mesurées dans le cerveau de la descendance ne sont pas
négligeables. Cela est d{ a une supplémentation maternelle en AGPI n-3 d’une part, et a des
modifications métaboliques d’autre part. Par exemple, une étude montre que la déficience en
AGPI n-3 entraine une diminution de l'activité de la iPLA2, majoritairement responsable du
clivage du DHA des phospholipides, empéchant sa métabolisation et augmentant ainsi sa
demi vie dans les membranes cellulaires (Rapoport, 2013). Ces résultats suggerent que la
déficience en AGPI n-3 observée chez 'Homme ne peut pas étre uniquement provoquée par
des apports alimentaires insuffisants, allant de 10 a 15 n-6 pour 1 n-3 selon les pays (Astorg et
al., 2004; Guesnet et al., 2018; Simopoulos, 2011; Tressou et al., 2016) situation largement
moins drastique que notre modele expérimental. lls sont, en revanche, en faveur d’une
interaction entre un potentiel apport en AGPI n-3 alimentaire trop faible et une dysfonction
des protéines impliquées dans le métabolisme de ces lipides, comme le suggere I'observation
de nombreux polymorphismes cités dans l'introduction. Cela est supporté par les données
d’une récente méta-analyse (Su et al., 2018) dans laquelle les auteurs mettent en évidence les

effets bénéfiques de la supplémentation en AGPI n-3 sur les symptdmes dépressifs et anxieux
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en condition pathologique. Cependant, ils ne retrouvent pas cette association dans la
population générale saine et pourtant exposée aux mémes déséquilibres alimentaires (5
études : 3 américaines, 1 japonaise et 1 hollandaise). Cela suppose donc qu’il existe certaines
conditions physiopathologiques requises, non identifiées a ce jour, qui permettent d’associer
les taux d’AGPI n-3 a la sévérité de ces symptomes. Ces observations rendent I'approche
interventionnelle par supplementation en AGPI n-3 complexe puisqu’en plus de considérer le
temps de traitement ou la période d’intervention, il faut considérer qu’en fonction de
I'origine de la déficience, certaines supplémentations n’auront pas d’impact clinique (par
exemple une supplémentation en précurseurs alors que la machinerie métabolique pour en
faire des chaines longues est non fonctionnelle). L'origine de la déficience en AGPI n-3
dépendrait donc de plusieurs facteurs, génétiques et environnementaux et le facteur
nutritionnel, s’il existe, représenterait alors un facteur secondaire aggravant dans le

développement des ces pathologies psychiatriques.

2.1.2. Choix des approches de restauration des déficits

L'approche par supplémentation en AGPI| n-3, précurseurs (ALA) ou possédant les
chaines les plus longues (EPA et DHA), a également été utilisée de fagon similaire aux études
interventionnelles cliniques. Nous avons utilisé ici un régime enrichi en huiles de poisson
contenant des taux élevés en DHA et EPA (Joffre et al., 2016; Lacombe et al., 2017; Royo et
al., 2018) pour déterminer la période développementale de susceptibilité a la déficience. En
effet, chez 'Homme, il est établi que les nouveaux nés ont une faible capacité de conversion
de I'ALA en DHA, raison pour laquelle I'emploi direct de suppléments enrichis en AGPI n-3
longues chaines au cours du développement est favorisé (Lauritzen et al., 2016; Makrides et
al., 1994). Il est cependant primordial ici de maitriser les doses d’apport en AGPI n-3 longues
chaines puisqu’un apport trop important de DHA pendant la période périnatale peut
entrainer des effets secondaires, comme une diminution des niveaux cérébraux d’AA (Carlson
et al.,, 1991; Lacombe et al., 2017), pouvant aboutir in fine a une réduction de |'effet

thérapeutique de la supplémentation voire a un potentiel effet délétere.

Le modele nutritionnel présente des limites lorsqu’il s’agit d’étudier les mécanismes

d’action de la déficience en AGPI n-3, puisqu’il ne permet aucune spécificité d’action. En effet,
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ce modele de déficience en AGPI n-3 est largement utilisé en recherche préclinique, et ce
dans des domaines variés tels que [|'étude du réle des AGPI dans les pathologies
cardiovasculaires, I'obésité, le cancer et les maladies neurologiques (Simopoulos, 2011). Cela
reflete le fait que I'approche nutritionnelle induit des perturbations multiples de I'organisme,
tant au niveau central que périphérique. Le but de ce projet était de comprendre le réle des
AGPI n-3 au niveau central, et notamment d’étudier leur fonction dans une structure, un
réseau ou une population neuronale spécifiguement. Des modeéles génétiques de déficience
en AGPI n-3 pourraient permettre de répondre a ces questions. Cependant, en I'état actuel
des connaissances, aucun n’a été développé et ce en raison de la non spécificité d’action de la
plupart des enzymes endogenes impliquées dans régulation du métabolisme des AGPI. De
plus, pour agir spécifiquement dans une structure cérébrale par exemple, il faut empécher le
transport venant de la périphérie et la synthese des AGPI n-3 spécifiguement dans cette
région, ce qui implique plusieurs mécanismes et donc différentes protéines cibles. Ces
observations nous conduisent a la seule possibilité d’action qui existe actuellement, un
modele transgénique de supplémentation en AGPI n-3, ou plutdét de maintien des taux en
AGPI n-3, par utilisation de la souris Fatl. Elle exprime le géne du C.elegans permettant de
transformer les AGPI n-6 en AGPI n-3 sélectivement. David Ma et son équipe ont développé
un modele murin - modéle que nous avons utilisé dans ce travail - dans lequel I'expression de
ce gene est conditionnelle, inductible par la Cre recombinase (Clarke et al., 2014). Ce modele
rend alors possible une approche plus mécanistique puisqu’il permet le maintien durant toute
la vie, y compris au cours du développement, d’'un équilibre n-6/n-3 indépendamment du
régime alimentaire et ce dans n’importe quel type cellulaire, si tant est que le modele
d’expression spécifique de la Cre correspondant existe. L'avantage de ce modeéle est donc
multiple. Il permet de s’affranchir de la globalité des effets induits, notamment périphériques,
par |'utilisation de régimes alimentaires différents puisqu’ici, les animaux sont tous exposés a
un régime déficient en AGPI n-3 avec présence ou non de I'enzyme. Il permet également
I"’étude du réle des AGPI n-3 dans un compartiment spécifique, en comparant le groupe pour
lequel les taux d’AGPl seront maintenus équilibrés via l'activité de la Fatl dans ce
compartiment sélectif au groupe pour lequel ce compartiment est déficient. Enfin, cette
enzyme étant exogene, elle possede une action sélective sur les AGPI sans agir sur de

potentielles cibles extérieures.
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Il faut noter que l'efficacité de ce modele dans le but de restaurer les taux d’AGPI au
niveau du systéme nerveux central n’avait pas été démontrée et qu’aucune étude jusqu’a
aujourd’hui n"avait utilisé ce modele pour des approches fonctionnelles (Clarke et al., 2014).
Les travaux de cette these sont les premiers visant a utiliser ce modéle dans le but d’étudier
le r6le des AGPI dans des cibles spécifiques et les conséquences sur les fonctions cérébrales. |l
s’agit alors de la premiere démonstration causale entre une déficience en AGPI n-3 dans une
population cellulaire spécifique et les conséquences fonctionnelles — ici comportementales et

electrophysiologiques.

2.2. Validité des paradigmes comportementaux d’évaluation de la motivation et

interprétation quant a la nature des déficits

Les paradigmes comportementaux que nous avons choisis d’utiliser présentent
plusieurs avantages. Le PR comme la tache concurrente sont des paradigmes utilisés aussi
bien chez 'Homme que chez I'animal, ce qui a grandement contribué a I'amélioration de nos
connaissances sur les processus motivationnels (Chong et al., 2016; Der-Avakian et al., 2015;
Phillips et al., 2018; Salamone and Correa, 2012; Slaney et al., 2018). Les performances des
individus dans ces taches sont largement dépendantes de la transmission dopaminergique
mésolimbique (Salamone and Correa, 2012). Les deux paradigmes majoritairement utilisés
permettent également d’évaluer différents processus de la motivation, 'une reflétant la
volonté de l'individu a fournir un effort croissant dans le but d’obtenir une récompense et
I'autre placant l'individu dans une situation de choix entre effectuer un effort constant pour
obtenir une récompense hautement palatable ou consommer une nourriture libre d’acces
possédant une valeur hédonique plus faible. Nos résultats montrent que la déficience en AGPI
n-3 induit un déficit des performances opérantes dans les deux tests, renforcant I'hypothese
générale du lien entre déficience en AGPI n-3 et déficits motivationnels.

Nous avons par ailleurs démontré que la déficience an AGPI n-3, ou plus largement
I'exposition a deux régimes alimentaires différents, n’entrainait pas de différence de
perception hédonique de la récompense alimentaire utilisée dans nos tests
comportementaux ainsi que des modifications de processus de prise alimentaire primaire
(e.g. modification de la faim ou de linhibition post-ingestive) définissant globalement la
valeur subjective de la récompense. En effet, ce sont des parametres majeurs a controler lors
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de I'étude des processus motivationnels puisqu’ils peuvent interférer avec les performances
motivationnelles per se, et ainsi conduire a des interprétations erronées, comme le suggere
un travail annexe de mon projet de thése (Ducrocq et al., 2018 en Annexe 1).

De plus, nous avons contrélé que le déficit motivationnel observé chez les animaux
déficients en AGPI n-3 n’est pas d( a une altération de leur capacité physique a obtenir la
récompense, c'est-a-dire d’une altération de l'activité générale non sélective et non dirigée
vers un but. En effet, nous n’observons aucune différence entre nos groupes lorsque la
locomotion spontanée est mesurée. De plus, au cours de la tache de PR, les animaux étaient
capables de fournir la méme fréquence d’appuis sur le levier par ratio de PR requis,
parametre autrement appelé « ratio requirement » (Carvalho Poyraz et al., 2016). Cela sous-
entend que la déficience induit une réduction spécifique de la volonté a obtenir la
récompense. Autrement dit, les animaux sont physiquement capables d’effectuer le PR (et
percoivent la récompense de la méme maniere lorsqu’ils la consomment, voir ci-dessus), mais
en ont moins « envie » (Bailey et al., 2016). Les fonctions motrices primaires ne sont donc pas
altérées par notre modele de déficience en AGPI n-3, fonctions pourtant dépendantes de la
transmission dopaminergique nigrostriée (Salamone, 1992; Ungerstedt, 1976; Wooten and
Trugman, 1989). Il existerait alors une spécificité d’action des AGPI n-3 en fonction de la
région striatale, hypothese que nous discuterons plus tard. Enfin, nous avons constaté que les
animaux semblaient étre sensibles a la dévaluation de la récompense au terme du protocole
expérimental de conditionnement, c'est-a-dire qu’ils diminuaient leurs appuis levier pour
obtenir la récompense lorsque celle-ci leur avait été offerte ad libitum au préalable (Balleine
and Dickinson, 1998). Cela pourrait signifier que nos deux groupes expérimentaux ont une
représentation identique de la conséquence de leurs actions et ne sont pas dans un
comportement d’habitude. En effet, les comportements habituels peuvent étre induits par la
répétition routiniére de la tache entrainant la formation d’une association entre le contexte
et I'action et résultant en une automaticité du comportement dans ce contexte.

Le déficit observé semble donc étre sélectivement motivationnel. Nous pouvons
néanmoins aller plus loin dans l'interprétation de nos données. En effet, nous avons observé
une diminution de la durée de session dans la tache de PR chez les animaux déficients en
AGPIl n-3 mais pas de modification du nombre d’appuis sur le levier renforcant, ni du
« breakpoint ». Cette mesure de maintien de l'effort au cours de la tache de PR est

particulierement sensible a la composante activatrice de la motivation sans mettre en jeu la
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vigueur de la réponse opérante comme le propose I'équipe de C. Kellendonk (Donthamsetti et
al., 2018). Autrement dit, une activation comportementale plus importante, représentée par
un petit nombre d’appuis levier réparti tout au long de la session, se traduit par un
investissement comportemental et attentionnel accru dans la tache proposée, et ce sans
nécessairement modifier le nombre total d’appuis levier effectués au cours de celle-ci. Une
tache comportementale a d’ailleurs été mise au point dans le but d’évaluer spécifiquement la
composante activatrice sans mettre en jeu la composante motrice et la vigueur de la réponse.
En effet, la « progressive hold down task » (Bailey et al., 2015) est une tache pour laquelle la
mesure motivationnelle est représentée par la durée du maintien de I"appui sur le levier dans
le but d’obtenir la récompense et non plus par le nombre d’appuis effectué.

Pour aller plus loin dans la compréhension de nos données comportementales, en
particulier pour comprendre d’oU provient cette réduction de la composante activatrice de la
motivation, d’autres parametres seraient intéressants a évaluer, notamment dans le cadre de
I'’étude des mécanismes de computation co(t-bénéfice (Studer and Knecht, 2016). Nous
pourrions étudier séparément la motivation extrinseque (autrement dit, lorsque la
récompense contrble le comportement : bénéfice extrinseque) de la motivation intrinseque
(qui traduit la nature satisfaisante de I'action en elle-méme ainsi que la perception d’étre
I'initiateur de I'action : bénéfice intrinseque) qui, s’ils sont réduits, peuvent tous deux
contribuer a la diminution des performances opérantes (Deci et al., 1999; Deci and Ryan,
1985; Nuttin, 1973). Nous pourrions également déterminer si le colt subjectif de I'effort, ou
co(t intrinséque a chaque individu, varie entre nos groupes, ce qui se traduirait par une
perception de I'effort accrue chez les animaux déficients en AGPI n-3 (Studer and Knecht,
2016). En effet, plus un méme effort est percu comme élevé par un individu, plus
I'investissement comportemental dans la tache associée sera a méme d’étre réduit. Si la
perception du co(t n’est pas altérée, alors le déficit motivationnel pourrait s’expliquer par
une évaluation de I'effort a fournir correcte, associée a la décision que l'investissement de
I'effort demandé dans le but d’obtenir la récompense n’en vaut pas la peine dans le contexte
proposé (le colt extrinseque) (Studer and Knecht, 2016).

Pour récapituler, la déficience en AGPI n-3 diminue la motivation des animaux a
fournir un effort pour obtenir une récompense palatable. Cette diminution n’est pas due a la
réduction des fonctions motrices non dirigées vers un but ou a une modification de la

perception hédonique de la récompense. De plus elle semble spécifiquement altérer la
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composante activatrice de la motivation et non la vigueur de la réponse et ce en modifiant
préférentiellement la computation du colt de I'action a effectuer. Il est a noter que cette
distorsion de la représentation de I'effort est proposée comme étant a l'origine des déficits

dits motivationnels dans la dépression et la schizophrénie (Gold et al., 2013; Park et al., 2017).

3. AGPI n-3 et transmission dopaminergigue mésolimbique

3.1. Effet de la déficience en AGPI n-3 sur l'inhibition latérale dépendante des iMSN

Nos résultats de patch clamp en cellule entiére montrent que la déficience en AGPI n-
3 entraine une réduction de l'excitabilité des dMSN, effet par ailleurs dépendant de la
transmission GABAergique et du RD2. De plus I'inhibition pharmacogénétique des iMSN ainsi
que le maintien des taux d’AGPI n-3 spécifiquement dans les neurones exprimant le RD2 -
dont les iIMSN - sont suffisants pour corriger ou prévenir, respectivement, les altérations de
I'excitabilité des dMSN. Tout d’abord, il est important de noter que la transmission
GABAergique spontanée des iMSN projetant sur les dMSN, que I'on appelle inhibition latérale
(Dobbs et al., 2017), a été recemment démontrée comme fonctionnellement impliquée dans
la régulation de I'excitabilité des dMSN (Dobbs et al., 2016). L'inhibition latérale des iIMSN sur
les dMSN est sous le contrdle de la dopamine (Liang et al., 2014), notamment via I'activation
du RD2 (Kharkwal et al., 2016; Lemos et al., 2016), qui va induire une levée de ce controle
inhibiteur. De plus, la désinhibition du dMSN via I'activation du RD2 par un agoniste est plus
importante que celle mesurée sur les neurones du VP qui constitue la cible majeure de
projection des iMSN en dehors du Str (Dobbs et al., 2016). De facon intéressante, la délétion
des RD2 sélectivement dans les iMSN du Str provoque des déficits moteurs et une diminution
de la locomotion induite par la cocaine via la persistance d’une inhibition latérale et ce sans
altération de la libération de dopamine (Dobbs et al., 2016; Lemos et al., 2016). Cependant,
suite a une surexpression des RD2 dans les iMSN spécifiguement, la motivation des animaux
est potentialisée via la désinhibition du VP et non pas des dMSN (Gallo et al., 2018). Cela
suggére qu’en condition non pathologique, on peut parvenir a augmenter l'impact de
I'inhibition latérale sur le comportement mais pas a le diminuer. Il est donc théoriquement
possible qu’une condition pathologique donnée conduise de méme a une augmentation de

cette inhibition latérale résultant en un déficit comportemental.
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Considérant notre modele, la déficience en AGPI n-3 résulterait alors en une
augmentation de l'inhibition latérale des iMSN sur les dMSN induisant une réduction de
I"excitabilité de ces neurones et entrainant ainsi une altération de la motivation. En effet, il a
préalablement été montré que l'inactivation des dMSN conduisait a une diminution de la
motivation (Natsubori et al.,, 2017). Cet effet pourrait étre indépendant de la transmission
dopaminergique et directement dépendre de la transmission GABAergique entre les iMSN et
les dMSN. Il est cependant peu probable que cet effet soit post-synaptique - modification des
taux/efficacité des récepteurs GABA - puisque I'amplitude moyenne des IPSC mesurés sur les
dMSN n’est pas modifiée. Il reste la possibilité d’'une augmentation des récepteurs GABA,
extrasynaptiques qui pourraient participer a I'augmentation de I'inhibition tonique que nous
avons observée (Geng et al., 2017). Cependant, I'augmentation de fréquence des IPSC, sans
modification de I'amplitude, suggére que cet effet est bien pré-synaptique. Cette
augmentation n’est pas dépendante de I'activité neuronale puisqu’elle est maintenue lorsque
la transmission synaptique est bloquée (tétrodotoxine ou TTX). Elle pourrait résulter d'une
augmentation de I'exocytose spontanée de GABA, due par exemple a I'augmentation de la
fusion vésiculaire. Cette hypothése semble cependant peu probable puisque la réduction de
la fluidité membranaire induite par la déficience en AGPI n-3 entrainerait plutot une réduction
de I’'exocytose spontanée en défavorisant la formation du complexe SNARE (Darios and
Davletov, 2006) ou en réduisant la formation de vésicules membranaires (Marza et al., 2008;
Marza and Lesa, 2006). L’hypotheése la plus probable, selon nous, est qu’une diminution de la
fonctionnalité de la voie de signalisation du RD2, induite par la réduction des taux d’AGPI n-3
membranaires, conduirait a cette potentialisation de la transmission GABA. En effet, la
dopamine se fixant sur le RD2 situé sur le soma ou sur la terminaison des iMSN, constitue le
mécanisme inhibiteur majeur de régulation de cette inhibition latérale (Dobbs et al., 2016;

Kharkwal et al., 2016; Lemos et al., 2016; Liang et al., 2014).

Il est également a noter que nos données préliminaires suggerent que la déficience en
AGPI n-3 entraine une altération de la fonctionnalité de la voie indépendante de la protéine G
mettant en jeu la B-arrestine 2. Cette observation est particulierement intéressante puisque
des données récentes démontrent I'importance de I'activation de cette voie sur la méme
composante motivationnelle activatrice (évaluée via la mesure de durée de la session) qui se

trouve étre altérée dans notre modele (Donthamsetti et al., 2018). Dans cette étude, la
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surexpression d’un RD2 mutant biaisé vers la voie de signalisation dépendante de la B-
arrestine entraine une augmentation spécifique de la durée de session en tache de PR sans
modifier le nombre d’appuis levier. Cependant, il reste a démontrer que I'activation de cette
voie est en relation directe avec l'inhibition de la libération de GABA a la terminaison. En
effet, la réduction de l'inhibition latérale via I'activation du RD2 est majoritairement attribuée
a la voie dépendante de la protéine Gi, du fait de son effet direct sur les niveaux de calcium
intracellulaire qui modulent la fusion vésiculaire (Donthamsetti et al., 2018), voie qui par
ailleurs ne semble pas altérée dans notre modeéle. Une autre hypothese possible, pouvant
expliquer l'augmentation de la transmission GABAergique concernerait l'impact de Ia
déficience développementale sur la mise en place du réseau au sein du NAc. Elle pourrait
induire une augmentation du nombre de collatérales des iIMSN projetant sur les dMSN. En
effet, cela provoquerait alors une augmentation du nombre de terminaisons inhibitrices et
pourrait expliquer la tendance a I'augmentation du RD2 que I'on observe dans le NAc des
animaux déficients en AGPI n-3. Ceci est une piste que nous explorerons dans un futur

proche.

3.2. Autres populations neuronales potentiellements impliquées

Pour finir, notre hypothese part du principe que les altérations induites par la
déficience en AGPI n-3 et dépendantes de la voie de signalisation du RD2, impactent
directement les iMSN GABAergiques, dans lesquels ce récepteur est majoritairement exprimé
(Bertran-Gonzalez, 2010; Gerfen et al., 1990; Le Moine and Bloch, 1995). Cependant, d’une
part, il existe d’autres sources de GABA modulant I'activité des dMSNs et d’autre part, le RD2
est exprimé par d’autres types cellulaires au sein de cette structure (Figure 24). Nous avons
donc cherché a identifier le ou les types cellulaires potentiellement impliqués ici. L'expérience
qui nous permet d’exclure I'implication de certaines populations neuronales, tout du moins
de les exempter d’un effet direct sur I'augmentation de la transmission GABA observée, est
celle oU nous avons a la fois prévenu la déficience en AGPI n-3 dans tous les neurones
exprimant le RD2 via I'expression de la Fatl, et induit I'expression d’un récepteur DREADD-Gi

sélectivement dans les neurones exprimant le RD2 du NAc.
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Figure 24 Les RD2 ont une localisation cellulaire hétérogene dans

les ganglions de la base. Ils sont présents sur les iMSN de la voie

indirecte (environ 50% des neurones du striatum, rouge), sur les

neurones dopaminergiques (bleu), sur les interneurones

cholinergiques (CIN, 1% des neurones du striatum, violet) et sur

les entrées corticales (marron). GP/VP : globus pallidus/palludum

ventral (adaptée de Dobbs et al., 2017)
Puisque ces deux stratégies se sont montrées suffisantes pour normaliser I'augmentation de
la fréquence d’IPSC ainsi que |'excitabilité des dMSN, cela sous-entend que les neurones
GABA, tels que les interneurones du Str et les projections GABA provenant du VP (Bertran-
Gonzalez et al., 2008; Mallet et al., 2016), ne sont pas directement responsables de cet effet.
Certaines projections corticales ainsi que les terminaisons dopaminergiques, capables de
libérer du GABA et exprimant le RD2 (Bamford, 2004; Melzer et al., 2017; Tritsch et al., 2012),
sont aussi a exclure de nos effets puisque I'expression de la DREADD-GI est restreinte aux
neurones dont le corps cellulaire est situé dans le NAc. Enfin, les interneurones cholinergiques
expriment le RD2 mais ne sont pas GABAergiques. De plus, ils sont connus pour réguler la
libération de dopamine localement dans le Str (Threlfell et al., 2012; Threlfell and Cragg,
2011) mais il existe a ce jour peu d’études sur la fonction directe de ces neurones sur 'activité
des MSN (Witten et al.,, 2010; Zucca et al.,, 2018). Aussi, seulement 8% de ces neurones
expriment la Cre recombinase chez la souris D2cre et une étude récente montre que la

surexpression du D2R sélectivement dans ces neurones n’a pas d’effet sur la motivation en

tache de PR (Gallo et al., 2018). Tous ces arguments renforcent I"hypothéese d’une implication
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moindre de ces neurones dans les effets observés. Il est donc fort probable que
I'augmentation de la transmission de GABA sur les dMSN soit causée directement par les
iMSN. La conclusion majeure reste cependant que la déficience en AGPI n-3 dans les
neurones exprimant le RD2, incluant les iMSN, est responsable de ces altérations

électrophysiologiques et des conséquences comportementales associées.

4. Hypothese d’une action sélective des AGPI n-3 sur les iMSN dans le NAc

4.1. Spécificités régionales des AGPI

Dans la mesure ou les dMSNs et iMSNs sont des neurones tres semblables, on peut se
demander pourquoi les iIMSNs — ou la signalisation du RD2 - seraient plus sensibles aux
modifications des taux d’AGPl. Les membranes lipidiques sont des compartiments
hétérogenes dans lesquels de nombreux mécanismes de régulation vont contribuer a la
modulation des processus cellulaires. Cependant, les potentielles spécificités cellulaires et/ou
subcellulaires de la composition lipidique membranaire, ainsi que les fonctions associées,
restent peu connues et ce en grande partie a cause de limites techniques. Nous savons, de
maniére indirecte, que les AGPI n-3 vont impacter le systeme monoaminergique, et
dopaminergique en particulier. A l'inverse, le systéeme glutamatergique, principal systeme de
neurotransmission excitatrice, semble moins sensible aux modulations des taux d’AGPI
membranaires. Par exemple, la déficience en AGPI n-3 n’entraine pas de modifications de
genes impliqués dans la transmission glutamatergique (Kitajka et al., 2004), de la transmission
glutamatergique elle-méme (Latour et al., 2013) ou de la plasticité dépendante du glutamate
(Lafourcade et al.,, 2011; Thomazeau et al.,, 2016). De ce constat né I’hypothése que les
différents types synaptiques existants pourraient étre également ségrégés de par leur
composition lipidique, ce qui expliquerait la sensibilité variable de ces différents systemes de
neurotransmission aux manipulations des taux d’AGPI. Il serait alors intéressant de trier
différents types de neurones et de synapses (synaptosomes) pour en comparer les contenus
lipidiques - projet en cours au sein de I'équipe - afin de confirmer ou d’infirmer cette
hypothese. Si elle est validée, alors cela impliquerait que la composition membranaire en AG,
et notamment en AGPI, modulerait les fonctions cérébrales en agissant spécifiquement sur

certains types de neurotransmission, types cellulaires ou compartiments cellulaires. Il est
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cependant peu probable que cette spécificité, si elle existe, soit la seule cause des effets
d’une déficience en AGPI n-3. En effet, la composition protéique est un autre facteur qui rend

chaque cellule et synapse différentes.

4.2. Les AGPI n-3 et les RCPG de classe A

L'hypothése que nous proposons est qu’en complément de la modulation de la
composition en AGPI membranaires particuliere, un autre facteur intervient: la présence
d’une classe de récepteur particuliers : les RCPG de classe A. Il existe un certain nombre
d’études démontrant le role direct des AG sur les fonctions protéiques, en particulier les
RCPG. L'activité des RCPG de classe A, incluant la rhodopsine, les récepteur adrénergique 2
et B1, le récepteur a I'adénosine RA,,, le RD1 et le RD2, est fortement influencée par la
présence de cholestérol a la membrane. Une déplétion en cholestérol, composant majoritaire
des radeaux lipidiques, modifie le recrutement de voies de signalisations associées (Celver et
al., 2012; Jastrzebska et al., 2011; Pontier et al., 2008), et ceci est a mettre en relation avec la
présence putative d’un site de liaison au cholestérol sur ces récepteurs, mis en évidence par
cristallographie (Hanson et al.,, 2008; Jaakola et al., 2008; Jastrzebska et al., 2011). Il est
important de noter que I'excés de cholestérol va cependant entrainer une altération des
propriétés membranaires en réduisant de maniere importante la fluidité de celle-ci (Cooper,
1978; Dumas et al., 1997; Morita et al.,, 1997). Notons d’ailleurs que notre modele de
déficience en AGPI n-3 va, entre autres, induire une augmentation des taux de cholestérol
dans le Str pouvant résulter en une réduction de la fluidité membranaire. Comme décrit dans
I'introduction, I'implication des AGPI dans la fonctionnalité des radeaux lipidiques (Ravacci et
al., 2013; Shaikh, 2012; Villar et al., 2016) ainsi que le réle des AGPI n-3 dans l'interaction avec
la rhodopsine et son activation ont par ailleurs été démontrés (Grossfield et al., 2006;
Lauwers et al., 2016; Sanchez-Martin et al., 2013). Un des mécanismes possible est que la
déficience en DHA entrainerait une diminution du recrutement de la protéine G induite par la
lumiere (Jastrzebska et al., 2011; Mitchell et al., 2003; Niu et al., 2004) conduisant a une
altération des fonctions visuelles chez I'animal (SanGiovanni and Chew, 2005). Toutes ces
données indiquent que les AGPI, et le DHA en particulier, peuvent agir comme régulateur de
la fonction des RCPG de classe A. Pour ce qui est du RD2, sa structure cristal compléte n’ayant
été determinée que trés réecemment (Wang et al., 2018), aucune étude de modélisation des
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interactions de ce récepteur avec les AGPI n’a été réalisée. Il a cependant été montré que son
affinité pour un antagoniste dépendait de la présence des PE et PC environnant et diminuait
en présence d’AG saturés uniquement (Srivastava et al., 1987). Des données non publiées
obtenues au laboratoire et par des collaborateurs de I'équipe montrent que les AGPI vont
différentiellement moduler les propriétés fonctionnelles du RD2. In vitro, I'affinité du RD2
pour ses ligands (I'antagoniste spipérone, qui par ailleurs est un antipsychotique, et I'agoniste
quinpirole) est significativement augmentée quand les phospholipides sont enrichis en DHA.
Cet effet est moins important lorsque la membrane est enrichie avec de I’AA et absent avec le
DPA, les deux principaux AGPI n-6 a chaine longue. Néanmoins, des modifications d’affinité de
liaison d’un récepteur pour ses ligands ne se traduisent pas forcément par une altération des
différentes voies de signalisation en aval de ce récepteur. Nous avons mis en évidence que le
recrutement de la protéine G au RD2 suite a son activation par le quinpirole dans des extraits
de NAc provenant d’animaux équilibrés ou déficients en AGPI n-3 n’était pas modifié dans
notre modeéle. De plus, les données obtenues pas V. De Smedt-Peyrusse au laboratoire
confirment ce résultat puisque la modulation des taux d’AGPI membranaires in vitro n’induit

pas de modification de la diminution d’AMPc en réponse au quinpirole.

Nous observons cependant que la déficience en AGPI n-3 a un effet en particulier sur
la voie indépendante de la protéine G, la voie B-arrestine. En effet, bien gu’insuffisant pour
conclure, nous constatons une réduction des taux de base de la B-arrestine 2 chez les
animaux déficients en AGPl n-3 ainsi qu’'une tendance a la diminution de |'état basal
phosphorylé (donc inactif) de la GSK3[3, mise en jeu dans cette voie de signalisation. Cela, en
en complément de données préliminaires de BRET obtenues par I'équipe montrant que le
DHA augmente l'efficacité du recrutement de la B-arrestine 2 au RD2, suggére que ce modele
de déficience en AGPI n-3 a un impact sur la fonctionnalité de cette voie. De plus, les effets
comportementaux obtenus, affectant principalement la durée de la session et reflétant la
composante activatrice de la motivation, ont été récemment démontrés comme dépendants
de cette voie de signalisation spécifiguement (Donthamsetti et al., 2018). Il faut ajouter a cela
gue nous observons une réduction de 'effet du quinpirole sur la locomotion des animaux
déficients en AGPI n-3 ainsi qu’une absence d’effet d’une faible dose d’aripiprazole, agoniste
partiel du RD2 proposé comme étant biaisé vers la voie B-arrestine 2 (Allen et al., 2011; Pan

et al., 2015), sur la motivation en comparaison au groupe contrble. Enfin, une étude
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démontre que l'effet de I'amphétamine sur la locomotion dépend majoritairement de
I'activation de la voie B-arrestine 2 dépendante du RD2, par rapport a la voie dépendante de
la protéine G (Peterson et al., 2015), ce qui peut expliquer pourquoi les animaux déficients en
AGPI n-3 ne répondent pas a I'amphétamine au cours d’un PR en comparaison aux animaux
contréles.

Nous proposons alors I'hypothese que la déficience en AGPI n-3, en induisant une
altération de la voie B-arrestine 2 sélectivement, entrainerait un déficit motivationnel via
I'augmentation de la transmission GABA des iMSN sur les dMSN réduisant ainsi I’excitabilité
de la voie directe. Cependant, la limite majeure de cette hypothese est que la voie B-arrestine
2 n’est pas connue pour moduler directement la libération vésiculaire mais plutot pour
rélguler I'expression génique. Comment pourrait-elle alors moduler la libération vésiculaire de
GABA au niveau de la synapse ? Les mécanismes induits par |'activation de cette voie de
signalisation restent cependant assez méconnus, nous ne pouvons donc pas exclure le
potentiel effet causal proposé ci-dessus. Il est également possible que la réduction de la
signalisation dépendante de la B-arrestine 2 ait lieu en parallele de I'altération d’un autre
facteur, encore inconnu, responsable de I'effet sur la transmission GABA et I'excitabilité de la
voie directe. Ces deux altérations contribueraient alors a réduire la motivation en altérant la
transmission dopaminergique post-synaptique. D’autre part, il est également connu que le
recrutement des arrestines entraine I'endocytose du RD2 dans les vésicules a clathrine
(Clayton et al., 2014) dont I'internalisation joue un réle non négligeable dans la régulation de
la cinétique de signalisation dépendante de ce récepteur. La déficience en AGPI n-3, du fait de
son role dans la fluidité membranaire, pourrait alors également interférer avec ce
meécanisme. Enfin, un autre mécanisme potentiel dans lequel les AGPI n-3 membranaires sont
impliqués concerne la régulation des interactions protéine-protéine. Des données montrent
que les AGPI n-3 favorisent I"hétérodimerisation du RD2 avec le récepteur A, notamment
parce que ces deux récepteurs ont une interaction préférentielle avec les phospholipides
contenant du DHA (Guixa-Gonzalez et al., 2016). Ce résultat se trouve étre particulierement
intéressant puisque d’une part, le RA,, n"est exprimé au niveau central qu’en grande majorité
dans les iMSN du Str (Svenningsson et al.,, 1999) et d’autre part, son activité,
fonctionnellement antagoniste a celle du RD2, est importante pour la régulation des fonctions
dopaminergiques dépendantes du RD2, incluant les processus motivationnels (Mingote et al.,

2008). Cela constitue une autre piste a étudier pour comprendre I'impact de la déficience sur
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la motivation via une action préférentielle sur les propriétés fonctionnelles des iMSN,
d’autant plus que nous avons observé une forte augmentation des niveaux protéiques du

RA,4 dans le NAc des animaux déficients en AGPI n-3.

Pour finir sur les interactions possibles entre RD2 et AGPI n-3, il me semble intéressant
de discuter de la spécificité d’action d’une déficience en AGPI n-3 sur les processus
motivationnels majoritairement dépendants du NAc ou du moins du striatum ventro-médian.
Il faudrait explorer spécifiquement l'effet de la déficience en AGPI n-3 dans le dStr sur les
propriétés électrophysiologiques des iMSN et dMSN pour pouvoir réellement parler de
spécificité d’action régionale de la déficience en AGPI n-3. Cependant, certaines données
supportent la possibilité d’un effet différentiel de la déficience en AGPI n-3 entre le vStr et le
dStr. En effet, une équipe a montré qu’il existe une hétérogénéité au sein du Str quant a la
sensibilité des RD2 a la dopamine (Marcott et al.,, 2018). Ils démontrent que les RD2 des
iIMSN, y compris ceux présents sur les collatéraux, sont plus sensibles a la dopamine dans le
NAc par rapport au dStr, indépendamment de la quantité de dopamine présente et de la
recapture de celle-ci. De plus, ceci n’est pas le cas d’autres types de récepteurs, localisés au
méme endroit, comme les récepteurs aux opioides. lls listent plusieurs facteurs pouvant en
étre responsable dont le type de sous-unité alpha de la protéine G (i vs. o), les protéines
régulatrices de I'activité des protéines G, les différents isoformes et dimérisations du RD2, sa
localisation et son trafic ainsi que la signalisation dépendante de la B-arrestine 2. De maniere
intéressante, ces quelques facteurs peuvent également étre influencés par la fluidité
membranaire et donc par la déficience en AGPI n-3. Ces différences régionales de sensibilité
du RD2 pourraient avoir une importance fonctionnelle pour réguler les microcircuits du Str et
il est possible que les AGPI n-3 régulent plus fortement les RD2 dont la sensibilité est plus

élevée (dans le NAc) puisque cette sensibilité est plus a méme d’étre modulée.

5. Effet de la déficience en AGPI n-3 sur la transmission mésocorticale

Les altérations motivationnelles ont surtout été associées a une diminution de la
transmission dopaminergique dans le vStr. Cependant, certaines structures corticales

semblent également jouer un rbéle majeur dans I'étiologie des pathologies psychiatriques
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comme la schizophrénie, la dépression majeure ou les troubles bipolaires. Pour la
schizophrénie par exemple, le CPF pourrait contribuer au développement des altérations
motivationnelles puisqu’une association a été observée entre la réduction des performances
des patients dans des taches de choix liées a I'effort, mettant en jeu le vStr et certaines
régions corticales, et I'intensité des symptomes négatifs et cognitifs (Adam J Culbreth et al.,
2018). Nous observons également des effets déléteres de la déficience en AGPI n-3 dans la
tache concurrente, qui impliquerait également I'activité de régions corticales. De plus, les
récepteurs a la dopamine, dont le RD2, sont également présents dans le CPF, bien qu’en
quantité moindre par rapport au Str. Cela expliqgue d’ailleurs pourquoi nous avons pu
observer une expression de la Fatl dans cette structure chez la souris D2cre. En accord avec
notre hypothése, il est probable que ces régions corticales soient également impactées par la
déficience en AGPI n-3. D’autant plus que I'équipe de S. Chalon montre également que la
déficience multigénérationnelle en AGPI n-3 altere la libération de dopamine ainsi que les
niveaux protéiques de certains marqueurs dopaminergiques dans le NAc et le CPF (Chalon,
2006). Notre équipe a également observé que la libération de dopamine, induite par injection
d’amphétamine, été réduite dans le cortex préfrontal des animaux déficient en AGPI n-3.
Approfondir I'étude des effets de la déficience en AGPlI n-3 sur la transmission
dopaminergique mésocorticale et la cognition serait donc particulierement intéressant.
D’autres paradigmes comportementaux, impliquant plus particulierement ces
structures corticales frontales, pourraient alors étre testés. Par exemple, si les altérations
induites par la déficience en AGPI n-3 ne sont pas sélectives de la transmission mésolimbique
et de la volonté a fournir un effort pour une récompense et que la transmission mésocorticale
est également atteinte, il serait intéressant d’évaluer la performance des animaux dans des
taches de motivation face a un effort cognitif (Cocker et al., 2012; Hosking et al., 2014) ou

dans d’autres paradigmes comportementaux évaluant la flexibilité comportementale.

6. Implications cliniques

6.1. La déficience en AGPI n-3 dans les pathologies psychiatriques

D’un point de vue translationnel, notre objectif était dans un premier temps, de

modéliser chez le rongeur la déficience en AGPI n-3 observée dans différentes pathologies
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psychiatriques comme la schizophrénie, la dépression majeure ou les troubles bipolaires.
Jusqu'a présent, nous nous sommes focalisés sur les données concernant les AGPI
membranaires de facon générale, comme les variations de DHA, d’EPA, d’AA ou de DPA
induites par les régimes équilibrés et déficients. En cela, notre modele nutritionnel semble
récapituler les observations cliniques. Cependant, il est également primordial de s’intéresser
aux types de phospholipides contenant ces AGPI. La manipulation des AGPI va effectivement
fortement modifier la nature de ces phospholipides, en y remplacant le DHA par de I’AA ou du
DPA. De fagon intéressante, nos résultats de lipidomique ont montré que ces modifications
semblent avoir lieu préférentiellement dans les PE en comparaison aux PC dans le Str, les
deux populations majoritaires de phospholipides. On observe en paralléle dans le Str une
réduction de la proportion de PC chez les animaux déficients en AGPI n-3 en faveur des PE.
Une étude menée chez 74 patients schizophrénes détermine deux populations de patients en
fonction d’une analyse lipidomique des cellules sanguines (Tessier et al., 2016). Le groupe
caractérisé par une diminution des proportions de PC et une augmentation de celles des PE
présente les symptémes de la pathologie les plus séveres. Les contenus en AGPI n-3 de ces
phospholipides n’ont cependant pas été évalués dans cette étude. Cela renforce la validité de
notre modele préclinique évaluant les liens entre la déficience en AGPI n-3 et le
développement de pathologies psychiatriques puisqu’il récapitule plusieurs observations

clinigques, que ce soit du point de vue lipidique, neurobiologique ou symptomatologique.

6.2. Les AGPI n-3 comme (co)traitement thérapeutique

De facon plus spécifique, déterminer le role des AGPI n-3 sur la fonctionnalité du RD2
représente un intérét non négligeable. Premierement, les résultats pourront étre adaptés a
d’autres RCPG, en particulier les RCPG de classe A. De plus, ces résultats apportent des
informations importantes quant a I'effet de la déficience en AGPI n-3 sur la transmission
dopaminergique en générale. Enfin, le RD2 est la cible principale des antipsychotiques et la
plupart des traitements des pathologies psychiatriques ciblent des RCPG. Dans ce contexte,
approfondir cette étude pourrait contribuer a découvrir de nouvelles stratégies pour
améliorer 'efficacité des traitements existants. En particulier, comprendre les mécanismes
précis, physiologiques et pathologiques, ainsi que leurs causes pourrait également permettre
de développer une approche pharmacologique plus spécifique ciblant les enzymes du
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meétabolisme des lipides. En effet, certaines études montrent qu’il existe une interaction entre
certains traitements médicamenteux et les apports en lipides, en particulier les AGPI n-3. Le
bénéfice thérapeutique de ce genre de cotraitements, par exemple d’un antipsychotique avec
une supplémentation en AGPI n-3, a été observé dans plusieurs études cliniques (Whitton et
al., 2015). Cela peut étre d0 a la capacité d’interaction de certains antipsychotiques
(halopéridol et rispéridone) avec I'environnement lipidique (Alves et al., 2011). Selon les
auteurs, ces substances pourraient, en plus d’agir directement sur le RD2, modifier son
activité en agissant sur les lipides eux-mémes. Il a par ailleurs été mis en évidence que la prise
de cocaine chez le rongeur entrainait des modifications majeures du lipidome (Lin et al.,,
2017), en particulier une altération dans le NAc et le dStr (supérieur au CPF et a I'HC) et y
compris des phospholipides et de leur métabolisme (e.g. la PLA2). Les mécanismes d’actions
sont inconnus mais cela montre que, si les AGPI| sont impliqués dans la régulation de la
transmission dopaminergique, l'inverse était également vrai.

Il est également possible que les AGPI dispensés en aigu, augmentent la fluidité
membranaire, ce qui va avoir des conséquences sur les propriétés de celle-ci et des protéines
qui la composent, qui sont bien souvent les cibles des médicaments. Moduler la fluidité
membranaire pourrait donc contribuer a augmenter l'activation d’un récepteur par son
ligand, ce que nous avons par ailleurs observé in vitro avec 'antipsychotique spipérone. Cette
approche nutritionnelle aigue pourrait donc améliorer I'efficacité d’un traitement mais, sans
intervention développementale, il est peu probable qu’elle aboutisse a une amélioration des
symptémes par elle-méme. En effet, la déficience en AGPI n-3 peut induire des altérations de
la mise en place des réseaux neuronaux par exemple, qui ne pourront pas étre reversé en

post-développement.

L'utilisation de I'aripiprazole dans notre modele était motivée par le fait qu’il s’agit un
antipsychotique aujourd’hui utilisé pour traiter plusieurs pathologies psychiatriques et qui se
trouve étre efficace pour traiter I'ensemble des symptomes, incluant les symptdmes négatifs
et dépressifs (Berman et al., 2007; Kane et al., 2000; Kasper et al., 2003; Liemburg et al.,,
2011; Marcus et al., 2008; Mazza et al., 2009; McEvoy et al., 2007; Park et al., 2011; Petrie et
al., 1997; Potkin et al., 2003; Stewart et al., 2014; Weiller et al., 2017). D’autre part, son profil
pharmacologique est original puisqu’il agit sur le RD2 en tant qu’agoniste partiel : comme un

agoniste en condition de faible occupation du RD2 et comme un antagoniste en présence
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d’une forte occupation du récepteur par la dopamine (Kikuchi et al., 1995; Urban et al., 2007;
Wood and Reavill, 2007). De plus, il est proposé que sa liaison avec le RD2 module en
particulier la voie B-arrestine (Allen et al., 2011). En accord avec cette hypothese, il est
proposé que la voie dépendante de la B-arrestine 2 serait impliquée dans la pathophysiologie
de la schizophrénie (Beaulieu et al., 2009) et le développement d’agoniste biaisés pour cette
voie est une stratégie thérapeutique en plein essor (Allen et al., 2011; Urban et al., 2007).
Nous avons observé dans notre étude, que les animaux déficients en AGPI n-3 ne répondaient
pas a une faible dose d’aripiprazole en comparaison aux animaux équilibrés au cours d’une
tache motivationnelle. Cela nous a conforté dans I'hypothése d’une altération des fonctions
dépendantes du RD2. Cependant, nous n’avons pas observé d’effet facilitateur de
I'aripiprazole sur la motivation, et ce quel que soit le groupe expérimental. Lorsque I'on
considere les effets cliniques de cette substance, cela semble surprenant. Notre premiére
hypothese a été que les conditions d’efficacité de I'aripiprazole a traiter les symptémes
négatifs et dépressifs, n’était pas réunis dans nos groupes expérimentaux. Cela sous-
entendait que le groupe déficient en AGPI n-3 n’avait alors pas de réelles altérations
dopaminergiques dépendantes du RD2. Nous avons donc effectué une étude paralléle afin
d’évaluer plus en détail les effets de cette substance sur les processus motivationnels,
hédonique et consommatoire en situation normale et en condition de déplétion
dopaminergique, étude dont les résultats sont en annexe (Ducrocq et al., en soumission en
annexe 2). Les résultats de cette étude n’ont pas mis en évidence d’effet facilitateur de
I'aripiprazole sur la motivation, y compris en condition de déplétion dopaminergique. Cela
suppose alors qgu’un autre mécanisme d’action pourrait entrer en jeu dans leffet
thérapeutique de l'aripiprazole. Par exemple, I'autre cible majoritaire de cette substance est

le systeme sérotoninergique tout comme la plupart des antidépresseurs utilisés aujourd’hui.

6.3. Les différences liées au sexe

I me semble important de discuter des différences potentielles qu’il peut exister en
relation avec le sexe de lindividu. Au cours de ce travail de thése, nous avons étudié
essentiellement la descendance male pour nos études. Cependant, de maniére intéressante,
nous avons tout de méme observé que 'effet de la déficience en AGPI n-3 sur les processus
motivationnels était similaire entre males et femelles. Nous avons également reproduit les
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effets de la déficience sur les taux protéiques de la B-arrestine 2 dans le NAc. Cela laisse a
penser que les mécanismes mis en jeu par les AGPlI n-3 membranaires, au cours du
développement et tout au long de la vie, sont indépendants du sexe. En tout cas, cela semble
étre valable pour les parametres que I'on mesure et dans le cadre de notre modele de
déficience drastique en AGPI n-3.

En ce qui concerne les pathologies psychiatriques abordées dans cette étude, il est
montré que la schizophrénie est légérement prévalente chez le garcon (Owen et al., 2016)
pour qui la sévérité des symptémes négatifs semble également plus importante (Mendrek
and Mancini-Marie, 2016). Pour la dépression majeure, la prévalence est plus forte chez les
femmes que chez les hommes et la puberté représente la période ou cette différence est la
plus importante (un facteur au maximum de 2) (Albert, 2015). Dans le cas des désordres
bipolaires, il nest pas reporté de différence entre les sexes dans |'expression de cette
pathologie (Diflorio and Jones, 2010). Il ne semble donc pas exister d’association directe et
simple entre les symptdmes dépressifs et négatifs et le sexe des individus.

Cependant, des études cliniques et précliniques ont mis en évidences des différences
lices au sexe sur le métabolisme des AGPI. En effet, plusieurs études démontrent |'existence
de variations en fonction du sexe des taux d’AGPI n-3, et de DHA en particulier, qui sont plus
élevés chez les femelles (Extier et al.,, 2010; Geppert et al.,, 2010; Lin et al.,, 2016). Cette
différence est attribuée a l'effet catalyseur des hormones femelles sur lactivité des
désaturases (McNamara et al., 2009a), qui double la conversion de I’ALA en DHA chez la
femme. Cela témoignerait de lI'importance des AGPI pendant le développement périnatal
(Simopoulos, 2011) puisque cette caractéristique permettrait a la mere de subvenir aux
besoins grandissants en DHA et AA du foetus et de I'enfant en développement. Cependant, le
potentiel impact d’une déficience en AGPI n-3 sur les fonctions cérébrales, du moins pour

celles abordées dans cette étude, ne serait pas différent entre les sexes.
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CONCLUSION GENERALE

L'ensemble de ces travaux de thése a permis de progresser dans la compréhension
des mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu par une déficience développementale
en AGPI n-3 ainsi que dans I'étude des conséquences comportementales associées. Nous
avons en particulier étudié I'implication de cette déficience dans la mise en place d'un
endophénotype commun a différentes pathologies psychiatriques, I'altération du systeme
cérébral de récompense et de motivation. Nous avons montré que notre modele induisait
une altération des taux cérébraux en AGPI similaire a ce qui est observé en clinique. De plus,
I'altération des taux d’AGPI n-3 va entrainer I'apparition d’un déficit motivationnel en
parallele d’une restructuration de la fonctionnalité du réseau au sein du noyau accumbens,
conduisant a une altération de la transmission dopaminergique mésolimbique. Enfin, les
modifications des taux d’AGPI, sélectivement dans les neurones dopaminoceptifs de la voie
indirecte du noyau accumbens, sont directement responsables de la mise en place des
altérations neurobiologiques et du déficit motivationnel.

Cette étude représente la premiere démonstration causale qu’une altération sélective
des niveaux membranaires d’AGPI| dans une population neuronale spécifique est suffisante
pour induire des déficits comportementaux. Elle renforce également I'hypothese d’une
sensibilité particuliéere de la transmission synaptique neuromodulatrice, en particulier
dopaminergique, a la manipulation des taux d’AGPI. Ces résultats participent également a
considérer l'intérét non négligeable de I'approche transdiagnostique et de |'étude des
endophénotypes observés dans différentes pathologies, et ce dans le but d’améliorer la
compréhension et le traitement de symptémes spécifiques de ces pathologies. Enfin, nos
conclusions apportent de nouveaux éléments quant a l'approche thérapeutique de la
supplémentation en AGPI chez le patient, approche pour le moins controversée qui nécessite
une compréhension précise du role des AGPI dans les fonctions cérébrales pour avoir un

bénéfice thérapeutique non négligeable.
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1. Annexe 1: Decrease in operant responding under obesogenic diet exposure is not related

to deficits in incentive or hedonic processes
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Short bullet-points:

Exposure to obesogenic diet in rodents has been shown to lead to deficits in operant
responding in motivational tasks.

Our study suggests that these deficits are not related to an alteration in dopamine-
dependent incentive processes or hedonic reactivity, but rather to a decrease in basal hunger

and a potentiation of postingestive negative feedback mechanismes.
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Abstract

Objective: Growing body of evidence suggests that obesity could result from
alterations in reward processing. In rodent models, chronic exposure to obesogenic diet leads
to blunted dopamine signaling and related incentive responding. This study aimed to
determine which reward-related behavioral dimensions are actually impacted by obesogenic
diet exposure.

Methods: mice were chronically exposed to obesogenic diet. Incentive and hedonic
processes were tested through operant conditioning and licking microstructures, respectively.
In parallel, mesolimbic dopamine transmission was assessed using microdialysis.

Results: Prolonged high-fat (HF) diet exposure leads to blunted mesolimbic dopamine
release, paralleled by a decrease in operant responding in all schedule tested. HF- and control
animals similarly decreased their operant responding in an effort-based choice task, and HF-
fed animals displayed an overall lower calorie intake in this task. Analysis of the licking
microstructures during consumption of a freely-accessible reward suggested a decrease in
basal hunger and a potentiation of gastrointestinal inhibition in HF animals, without changes
in hedonic reactivity.

Conclusion: These results suggest that the decrease in operant responding under
prolonged HF diet exposure is mainly driven by decrease in hunger as well as stronger post-
ingestive negative feedback mechanisms, rather than by a decrease in incentive or hedonic

responses.
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Introduction

Exposure to highly-palatable and caloric food has been largely implicated in the
development of non-homeostatic eating behaviors and obesity. Clinical and preclinical studies
suggest that the increased palatability and accessibility to obesogenic diet disrupts neural
reward mechanisms, leading to non-homeostatic increase in the drive to consume the food
(1). This dysfunction in reward processing has been proposed to result from blunted
mesolimbic dopamine (DA) transmission (2), which plays a central role in cost/benefit
computation (3). Supporting this hypothesis, some studies in both human subjects (4) and
rodent models (5, 6) have shown that obesity is associated with alterations in some markers
of mesolimbic DA signaling. This correlates with the preference of subjects with obesity for
immediate food access versus a delayed, though larger, food reward (7) and the decreased
performance in motivational tasks — motivation being defined as the amount of effort the
animals is willing to expend to obtain a reward (8) — in rodents exposed to obesogenic diets
(6, 9-14).

However, the very nature of the alteration of mesolimbic DA transmission in subjects
with obesity has been recently challenged and data in animal models are inconsistent (15—
22). Regarding behavioral alterations in rodents under obesogenic diet, some studies show a
reduction in the willingness to work for food reinforcers (9, 10, 12, 14), while others found an
increase (23—25). Motivation in rodent models is largely tested through the willingness to
exert effort for food reinforcers in operant tasks, however, it is not clear whether alterations
in performance mainly reflect a change in incentive processes. Indeed, variations in operant

responding can depend on many behavioral dimensions such as modifications in hedonic
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responses, altered sensitivity to reward value, hunger or appetitive response, some of which
being sensitive to obesogenic diet exposure (12, 13, 26, 27).

In the current study, we aimed at providing a thorough characterization of the
behavioral alterations behind deficits in operant tasks induced by exposure to a high-fat (HF)
diet. Food-motivated behavior and DA release in the ventral striatum were evaluated as
neurobehavioral outcomes of diet-induced obesity in mice. In particular, we aimed at

deciphering between motivational, hedonic and consummatory alterations.

Material and Methods
Animals:

Seventy-three C57BL/6J male mice (Robert Janvier, Le Genest St-Isle, France) were
used. Mice were housed in groups of 5 animals and maintained in a temperature and
humidity-controlled facility under a 12:12 light-dark cycle (8 :00 on) with ad libitum access to
water and food. Animal care and experimental procedures were in accordance with the INRA
Quality Reference System and to French (Directive 87/148, Ministere de I’Agriculture et de la
Péche) and European legislations (Directive 86/609/EEC). They followed ethical protocols
approved by the Region Aquitaine Veterinary Services (Direction Départementale de la
Protection des Animaux, approval ID: B33-063-920) and by the animal ethic committee of
Bordeaux (CE50).

Two different cohorts were used: The first one consisted in 13 controls (Ctrl) and 18 High-Fat
fed mice (HF) that were maintained ad libitum throughout operant training including a first
Progressive Ratio (PR) task and then food-deprived for 2 days before a second PR session. Half
of these animals were used for the consumption test (ad libitum). All the animals of this first

cohort were used for microdialysis (ad libitum). The second cohort (n = 21 Ctrl and 21 HF) was
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maintained under food deprivation throughout operant training, the concurrent lever

pressing/free feeding task and the licking microstructure analyses.

High-fat diet exposure:

Upon their arrival, 3 week-old mice were divided into two groups with similar average
weight. The Ctrl had free access to standard rodent chow (8.4% fat, 72.4% carbohydrate,
19.3% protein [% Kcal/Kg] providing 2.9 Kcal/g; A04 Safe, Augy, France) and the HF group to
an enriched diet containing 45% fat (mainly saturated fat coming from lard), 35%
carbohydrate (17.5% from sucrose), 20% protein [% Kcal/Kg] providing 4.7 Kcal/g (D12451,
Research Diets, New Brunswick, USA). Mice were weighed weekly and the behavioral tasks

began after 13 weeks of diet exposure.

Behavioral procedures:

Operant conditioning

Apparatus

The operant chambers (Imétronic, France) had internal dimensions 30x40x36 (cm) and
were located in a light- and sound- attenuating cabinet. Each operant chamber had two
opaque panels at the right and left walls and two clear Plexiglas panels at the back and front
walls and was illuminated throughout all sessions with a houselight located at the top of the
chamber. The chambers were equipped with two retractable levers (2x4x1 cm), only one of
which was reinforced. Reinforced lever presses were indicated by a brief tone (65 db, 3000
Hz, 200 ms) and a cue light, mounted 8.5 cm above the lever. A drinking trough was

positioned 4 cm above the grid floor at equidistance between the two levers. Milk was used
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as a reward (10% sweetened condensed milk in water (3.25 Kcal/g); 15ul drops). The number

of presses on both levers were recorded, as well as the number of licks in the trough.

Procedures

One session (30 minutes or 1 hour) was run each day, 5 days per week.

Pavlovian training. All mice were maintained under food deprivation (85% of their ad
libitum weight, for at least 3 days before the beginning of the experiment). During these
sessions, the reward was delivered each minute, indicated by a tone and cue light.

Fixed ratio training: In the fixed ratio (FR) training, every press on the reinforced
lever led to reward delivery, signaled by the cue light and tone, as long as that the previous
reward was retrieved. Presses on the inactive lever had no consequence. Most animals
reached the threshold of 200 lever presses per session within 4 sessions. Three Ctrl and 1 HF
did not reach this threshold and were removed from the analysis.

Random ratio testing: In the random ratio (RR) paradigm, each lever press on the
reinforced lever had a given probability to be reinforced: RR5 = 0.2, RR10 = 0.1 and RR20 =
0.05. Animals were trained in multiple RR sessions from RR5 to RR20 in a sequential manner.

Progressive ratio testing: In the progressive ratio PRx2 schedule, the number of lever
presses required to earn a reward was doubled respective to the previous reward. Mice were
tested multiple times in PRx2 intercalated with RR20 sessions.

Concurrent lever pressing/free feeding task: This task was adapted from (3). Briefly,
animals had the choice between pressing the lever (RR5) to obtain the reward or consume
the diluted reward (5% condensed milk diluted in water) freely available in the operant

chamber. Total lever presses were recorded and compared to lever presses made in the
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absence of freely-available food during non-concurrent RR5 sessions intercalated between

each concurrent session.

Licking microstructures

A home-made lickometer was used consisting of a testing chamber (20 cm wide, 30 cm deep, 15 cm
tall), a bottle containing the solution connected to a computer allowing the recording of the onset and offset of
licks. Before testing, mice were first habituated to the chamber for 2 days with free access to water during a 30
min-session. On the testing day, water was replaced by 10% sweetened condensed milk and mice were
subjected to 30-min sessions during which the number of licks, bursts and licks per burst were recorded (a

burst is defined by an interlick interval lower than 0.25 seconds (27)).

Food consumption and preference

Food consumption was measured during the night cycle (12h) during which animals,
single housed in a testing chamber (10 x 30 x 12 cm), had the choice between their usual diet

(AO4 or HF diet) and the milk reward under ad libitum condition.

Measure of extracellular DA using microdialysis

Under isoflurane anesthesia (1.0 g/kg i.p.), a CMA 11 probe (2 mm-long membranes,
Phymep, France) were stereotaxically implanted into the left ventral striatum to the following
coordinates: AP+1.1, ML+1.0 from bregma, DV-5.0 below dura. Microdialysis probe was
perfused with Ringer’s solution at 2.5ul/min (NaCl 142 mM, KCI 3.9 mM, CaCl, 1.2 mM, MgCl,
1 mM, Na,HPO,4 1.4 mM, NaH,PO,4 0.3 mM). Dialysates were collected at +4°C every 20min
after a 60-min washout period. The average concentration of DA in the first three dialysate

samples was taken as baseline DA levels, followed by potassium chloride (KCI 100 mmol/L)
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addition to the perfusion buffer for 20 min. Three more samples were collected. Mice were
euthanized and brains collected for further histological verification of the probe implantation.
DA contents of the dialysates were measured by HPLC coupled to electrochemical

detection (Antec Leyden, The Netherlands), as previously described (28).

Statistical analysis

Data are expressed as means + SEM. All parameters were analysed using unpaired
Student’s t test between Ctrl and HF groups, or paired t test for comparisons within groups.
One sample t test was used when means were compared to a hypothetical value. ANOVA was
also used for two separated groups as between-subject factors and Sessions, Trials or Time as
within-group factors, with Bonferroni post-hoc test when suitable. Statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 7 Software. Differences were considered significant when

p<0.05.

Results
At the end of the 13" week of HF diet exposure starting at weaning, mice from the HF
group displayed a significantly higher body weight compared to control animals (Ctrl: 26.7 g +

0.2 and HF: 28.5 g 0.3 ; t(80)=4.158, p <0.0001).

| — HF diet exposure alters mesolimbic DA transmission

We first aimed at determining whether, similarly to what has been previously shown
(5, 6), in our experimental conditions, exposure to a HF diet led to alteration in mesolimbic DA
transmission. Basal and stimulated extracellular DA levels were measured in the ventral

striatum using microdialysis (Fig. 1). Basal DA levels were not significantly different between
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the two experimental groups (t(36)=1.34, p=0.186 ; Fig. 1A). The 20-min KCl perfusion
induced a robust release of DA in both groups (Time effect: F(6,174)=81.34, p<0.001; Fig. 1B),
that was significantly lower in HF mice compared to Ctrl (Dietary group x sample:
F(6,174)=2.369, p<0.05; post hoc test for sample 4 : t(203)=3.642, p<0.01 ; Fig. 1B). At the
maximal effect, DA-stimulated levels reached 3185 *+ 412 % increase in HF mice vs. 4378 =+
594 % in Ctrl animals. These results confirm the DA deficits previously reported in other obese

models (6,7).

Il - HF diet exposure blunts operant responding independently of ratio requirement

Even though both the HF and Ctrl groups augmented their lever pressing with
increasing ratio requirement in both ad libitum and food-deprived conditions, HF animals
displayed blunted operant responding in all ratio tested (Ad libitum condition: Ratio effect:
F(3,102)=27.32, p<0.001; diet effect: F(1,34)=9.06, p<0.01; interaction: F(3,102)=5.38, p<0.01;
Post-hoc in RR10: t(136)=3.41, p<0.01 and RR20: t(136)=3.974, p<0.001; Fig. 2A - Food
deprived condition: Ratio effect: F(3,120)=165.3, p<0.001; diet effect: F(1,40)=31.62, p<0.001;
interaction: F(3,120)=10.05, p<0.001; Post-hoc in RR10: t(160)=5.192, p<0.001 and RR20:
t(160)=6.734, p<0.001; Fig. 2B).

This decrease in operant responding in HF animals was further confirmed in the PRx2
task as shown by their decreased cumulative (Ad libitum condition: diet effect:
F(1,990)=147.6, p<0.001, Fig. 2C; Food deprived condition: diet effect : F(1,990)=549.9,
p<0.001, Fig. 2D) as well as total (Ad libitum condition: t(34)=2.02, p=0.05, Fig. 2E; Food
deprived condition: t(34)=4.15, p<0.001, Fig. 2F) lever presses compared to Ctrl mice. The
deleterious effect of HF diet on operant responding was further confirmed by a concomitant

reduction in the number of reward earned in both ad libitum and food-deprived conditions
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throughout all the ratios tested (Ad libitum condition: Ratio effect: F(3,102)=68.32, p<0.001;
diet effect: F(1,34)=19.1, p<0.001; Fig. 2G. Food deprived condition: Ratio effect:
F(3,120)=38.18, p<0.001; diet effect: F(1,40)=73.4, p<0.001, interaction: F(3,120)=0.35,
p>0.05; Fig. 2H). Interestingly, in the ad libitum condition, HF animals seemed to be less
sensitive to the increased ratio requirement compared to Ctrl mice (Diet x Ratio Interaction:
F(3,102)=10.58, p<0.001; Post-hoc in FR1: t(136)=6.47, p<0.001, RR5: t(136)=3.29, p<0.01,

RR10: t(136)=3.31, p<0.01; RR20: t(136)=1.932, p=0.22; Fig. 2G).

Il — The decrease in operant responding in HF animals does not lead to an increase in
concurrent free food consumption in the effort-based choice task

The lower operant responding in the HF group, even at low ratio requirement, renders
difficult any interpretation regarding the motivational component of operant responding
assessed in the PRx2 task. Therefore, we used another well-accepted operant task that
evaluates motivational perfomance, i.e. the effort-based choice task, adapted from (3). In this
task, the operant response of the animal can be compared within subject in the presence, or
not, of a freely accessible - though less preferred - reward (concurrent food ; Fig. 3A).

The presence of the concurrent food led to a decrease in lever pressing in both groups
(Diet effect: F(1,40)=51.7, p<0.001; Task effect: F(1,40)=74.22, p<0.001; interaction:
F(1,40)=6.12, p<0.05; post hoc test for Ctrl, concurrent vs. non concurrent task: t(40)=7.84,
p<0.001 and post hoc test for HF: concurrent vs. non concurrent task: t(40)=4.34, p<0.001;
Fig. 3B) and the lower responding in HF animals was maintained in both the concurrent and
non-concurrent versions of the task (post hoc test for non-concurrent task, Ctrl vs. HF:
t(80)=7.57, p<0.001; post hoc test for concurrent task, Ctrl vs. HF: t(80)=5.54, p<0.001; Fig.

3B). Interestingly, the ratio of lever pressing between concurrent/non-concurrent tasks
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revealed that both groups decreased their lever pressing in a similar manner when the
concurrent food was present (t(40)=0.32, p=0.748; Fig. 3C). Moreover, there was no
difference between groups in the consumption of the concurrent food (Ctrl: 2.11 g + 0.24 and
HF: 2.42 g + 0.21 ; t(40)=0.9611, p=0.3423, data not shown), leading, in the HF group, to
lower calorie intake from the milk reward, but a similar one - though very limited - through
the concurrent food, compared to Ctrl animals (Diet effect: F(1,40)=42.9, p<0.001;
Reward/Concurrent food effect: F(1,40)=67.69, p<0.001; interaction: F(1,40)=21.87, p<0.001;
post hoc test for reward, Ctrl vs. HF: t(80)=7.403, p<0.001; post hoc test for Ctrl, Reward vs.
Concurrent food: t(40)=9.124, p<0.001; post hoc test for HF, Reward vs. Concurrent food:
t(40)=2.51, p<0.05; Fig. 3D), which translated in an overall lower calorie intake (t(40)=6.45,

p<0.001; Fig. 3E).

IV — HF mice displayed decreased baseline hunger, an increase of postingestive negative
feedback but no change in hedonic response to a palatable reward.

The decrease in operant responding even for low ratio requirement, in addition to the
lower overall calorie intake in the effort-based choice task, led us to explore both the
consummatory behavior as well as the hedonic reactivity of HF animals.

To do so, we analyzed the licking microstructures during the consumption of the
freely-accessible reward, which allows assessing several components of consummatory
behavior such as basal hunger, postingestive negative feedback and palatability of the
ingested tastant (27-30) (Fig. 4A). The number of licks/burst (t(40)=0.20, p=842; Fig. 4F), burst
duration (t(40)=1.382, p=0.175; Fig. 4G), inter-licks interval (t(40)=0.944, p=0.351; Fig. 4H) and
lick frequency in bursts (t(40)=0.234, p=0.817; Fig. 4l) were identical in both groups,

suggesting similar hedonic reactivity to the reward. However, the total consumption
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(t(40)=4.50, p<0.001; Fig. 4B), number of licks (t(40)=4, p<0.001; Fig. 4C) and number of
bursts (t(40)=3, p<0.01; Fig. 4D) were decreased, and the latency to first lick was increased
(t(38)=3.195, p<0.01; Fig. 4E) in HF animals, suggesting decreased baseline hunger and/or
increased postingestive feedback mechanisms. Interestingly, the decrease in total number of
licks (Diet effect: F(1,40)=19.77, p<0.001; Time effect: F(1,40)=6.44, p<0.05; interaction:
F(1,40)=2.67, p=0.11; Fig. 4J) and bursts (Diet effect: F(1,40)=16.45, p<0.001; Time effect:
F(1,40)=5.96, p<0.05; interaction: F(1,40)=4.06, p=0.051; Fig. 4K) in HF animals was already
present during the first 10 minutes of the task, supporting a decrease in baseline hunger.
However, whereas Ctrl animals displayed the same amount of licks (t(20)=0.61, p=0.61; Fig.
4)) and bursts (t(20)=0.19, p=0.85; Fig. 4K) over the first 10 minutes of the task (5-min bins),
HF animals displayed a significant decrease in the percentage of licks (t(20)=3.12, p<0.01; Fig.
4)) and bursts (t(20)=4.65, p<0.001; Fig. 4K), showing a faster decrease in this group
compared to Ctrl (% decrease in licks: t(40)=2.03, p<0.05; Fig. 4); % decrease in bursts:
t(40)=2.39, p<0.05; Fig. 4K). These data suggest that, in addition to a decrease in baseline
hunger, HF animals display enhanced postingestive feedback mechanisms.

This alteration of consummatory behavior in HF mice was confirmed by a significant
reduction in the consumption of the freely-accessible milk reward compared to Ctrl mice but
a higher calorie intake from freely-available regular HF chow when both the milk reward and
the regular chows were freely accessible during a 12h-free access night cycle (consumption in
Kcal, Diet effect: F(1,18)=10.48, p<0.01; Milk reward/Regular chow effect: F(1,18)=13.61,
p<0.01; interaction: F(1,18)=27.24, p<0.001; post-hoc test: Ctrl vs. HF for Milk reward,
t(36)=6.13, p<0.001; post-hoc test: Ctrl vs. HF for Regular chow, t(36)=3.10, p<0.01; post-hoc
test: Milk reward vs. Regular chow for Ctrl, t(18)=5.32, p<0.001; Fig. 4L). Nonetheless, HF

animals displayed an overall decrease in calorie intake (t(18)=3.24, p<0.01; Fig. 4L).
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Discussion

In this study we found that prolonged access to a HF diet induced a decrease in
operant responding in both ad libitum and food-restricted conditions, paralleled with reduced
stimulated release of DA in the nucleus accumbens. The behavioral deficit was not
accompanied by an increase in consumption of a less palatable, though freely-available, food
in the lever pressing/free feeding choice task, leading to an overall lower calorie intake during
this task in the HF group. Analysis of licking microstructures revealed that HF animals
displayed blunted consummatory behavior with no alteration of the hedonic reaction to the
reward. Altogether, these data suggest that the decrease in operant responding that has been
consistently described in obesogenic diet-exposed animals could correspond to a combination
of decreased baseline hunger and enhanced post-ingestive regulation of food intake rather
than an alteration of reward processing such as incentive or hedonic processes.

We showed that chronic exposure to a HF diet results in a deficit in operant
responding during a motivational PR task, paralleled with altered mesolimbic DA transmission,
as illustrated by reduced stimulated DA release in the nucleus accumbens. These observations
confirm the validity of our model for blunting DA transmission. Considering the central role of
mesolimbic DA in the modulation of incentive processes (3, 8, 31), these data are in line with
the idea that the deficit in operant responding could reflect a motivational deficit due to
altered DA release in HF animals (6, 32), and with the hypothesis that chronic consumption of
palatable food could induce hypo-responsivity of the reward system (33). Numerous studies
have reported a similar decrease in operant responding in motivational tasks in HF animals (6,
9-14). However, we found that HF mice also displayed a decrease in operant responding for
low ratio schedules for which the work requirement is limited. In addition, analyses of the

number of rewards earned as a function of increasing ratio schedules revealed that HF
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animals were equally — if not less — sensitive than controls to the increased ratio requirement,
supporting the idea that blunted instrumental responding is not related to an alteration in
effort capacity or of the incentive value of the reinforcer. In order to further investigate a
potential motivational deficit in HF animals, we used the effort-based lever pressing/free
feeding task, in which the animal faces the choice between exerting an effort to obtain the
reward or consume a less palatable, though freely accessible, food (3). In this task, which
highly depends on mesolimbic DA transmission (3, 34, 35), a higher consumption of the
freely-accessible food at the cost of lever pressing is interpreted as a deficit in effort-related
responding (3). We found that HF and Ctrl animals similarly decreased their responding in the
effort-based choice task relative to the corresponding non-concurrent task, and consumed
the same amount of the freely-available food. However, their lower lever pressing resulted
overall in a lower calorie intake. Altogether, these data go against the idea that deficits in
instrumental responding in HF animals are related to blunting of incentive processes, but
rather that they originate from alterations of consummatory components such as hedonic
reaction, baseline hunger or post-ingestive feedback mechanisms, as previously described
(14, 36, 37).

To test this hypothesis, we analyzed the licking microstructures during the
consumption of the freely-accessible reward, that allows the measurement of parameters
reflecting the palatability of the food as well as processes that regulate the organism’s energy
needs (hunger and post-ingestive gastrointestinal inhibition) (27). Our results showed that the
number of licks per burst, burst duration, inter-licks interval and lick frequency in bursts were
identical in both groups, suggesting similar hedonic reaction to the reward (27, 29, 38).
However, the latency to first lick was increased, supporting that, even under deprivation,

baseline hunger is blunted in HF animals. Moreover, the total consumption of the freely-
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accessible reward, number of licks and number of bursts were decreased in HF animals,
suggesting a potentiation of gastrointestinal inhibition in response to reward consumption
(27). In addition, the decrease in consumption was faster in HF animals, further supporting an
enhancement of postingestive inhibition mechanisms.

Finally, we also showed that, in a situation of free-access to HF chow and the milk
reward, HF animals consumed less of the latter food - despite a similar hedonic reactivity than
Ctrl animals when the reward is presented alone - and overall less calories. These data are
somewhat surprising considering that previous studies have established that HF diet exposure
reduces the efficacy of satiation signals such as CCK or leptin (39). We have previously shown
that circulating leptin levels are strongly enhanced using the same model (40), suggesting the
existence of leptin resistance. However, these results support the existence of a negative
contrast effect, i.e. that chronic HF diet exposure may decrease the value of other food
rewards when presented concomitantly (36). Therefore, rather than a lower consumption of
HF animals in the free-access experiment, it is likely that the Ctrl group overconsumes
because of the high palatability of the milk compared to their regular chow.

Further studies would be needed to determine whether other parameters such as the
type of diet, longer exposure or higher weight gain could influence our findings. Similarly, our
behavioral tasks were all performed with a single palatable reward, which contains both sugar
(22.4kCal) and fat (7.2kCal), similarly to the HF diet — though in much lower contents. It
remains to be determined whether our findings can be generalized to other kind of food
rewards, even though comparable data were found with sucrose (36, 41). Nonetheless,
altogether, our data highlight the need for caution regarding the interpretation of behavioral

data using food rewards in animals exposed to obesogenic diets and suggest that the
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decrease in operant responding could originate from altered baseline hunger and post-
ingestive inhibition mechanisms rather than decreased motivation.

Even though our data do not support a perturbation of incentive processes induced by
chronic HF diet exposure, the blunted DA release we observed could in part account for the
alteration in post-ingestive feedback mechanisms. Indeed, DA has been described as a flavor-
independent central sensor of calorie intake (42) and it was recently demonstrated that
distinct DA circuits respectively modulate hedonic reactions and post-ingestive regulation
(43). It should be noted that, in our model, basal DA was spared and only KCl-induced release
was blunted in HF animals. This is in accordance with the observation that alterations of basal
DA in obesogenic rodent models seems to occur in animals displaying high weight gain (16),
which could directly result from lower physical activity in these animals, as recently
demonstrated (22). Further studies will be needed to assess the nature of the link between
the activity of mesolimbic DA transmission and the various components of consummatory
behavior in HF animals.

Altogether, our results call for caution regarding the concept of blunted incentive
processes in animal models of obesity. Yet, in human subjects suffering from eating disorders
such as obesity, it is believed that it is the loss of control over the consumption of caloric food
despite the negative consequences, that could account for overeating — at least in a subset of
individuals (44). Yet, this notion of an alteration of cost/benefit computation is crucial for the
understanding of the neurobiological bases of eating disorders and constitutes a cornerstone

for the theory of food addiction and the implication of DA transmission in obesity (45).

262



References

1. Burke MV, Small DM. Effects of the modern food environment on striatal function,
cognition and regulation of ingestive behavior. Curr Opin Behav Sci 2016;9:97-105.

2. Volkow ND, Wise RA, Baler R. The dopamine motive system: implications for drug and
food addiction. Nat Rev Neurosci 2017;18:741-752.

3. Salamone JD, Correa M, Yang J-H, Rotolo R, Presby R. Dopamine, Effort-Based Choice,
and Behavioral Economics: Basic and Translational Research. Front Behav Neurosci
2018;12:52

4, Volkow ND, Wang G-J, Baler RD. Reward, dopamine and the control of food intake:
implications for obesity. Trends Cogn Sci 2011;15:37-46.

5. Johnson PM, Kenny PJ. Dopamine D2 receptors in addiction-like reward dysfunction
and compulsive eating in obese rats. Nat Neurosci 2010;13:635—-641.

6. Davis JF, Tracy AL, Schurdak JD, et al. Exposure to elevated levels of dietary fat

attenuates psychostimulant reward and mesolimbic dopamine turnover in the rat. Behav
Neurosci 2008;122:1257-1263.

7. Nederkoorn C, Braet C, Van Eijs Y, Tanghe A, Jansen A. Why obese children cannot
resist food: the role of impulsivity. Eat Behav 2006;7:315-322.

8. Bailey MR, Simpson EH, Balsam PD. Neural substrates underlying effort, time, and
risk-based decision making in motivated behavior. Neurobiol Learn Mem 2016;133:233-256.
9. Rossi HL, Luu AKS, Kothari SD, et al. Effects of diet-induced obesity on motivation and
pain behavior in an operant assay. Neuroscience 2013;235:87-95.

10. Blaisdell AP, Lau YLM, Telminova E, et al. Food quality and motivation: A refined low-
fat diet induces obesity and impairs performance on a progressive ratio schedule of
instrumental lever pressing in rats. Physiol Behav 2014;128:220-225.

11. Harb MR, Almeida OFX. Altered motivation masks appetitive learning potential of
obese mice. Front Behav Neurosci 2014;8: 377.

12. Tantot F, Parkes SL, Marchand AR, et al. The effect of high-fat diet consumption on
appetitive instrumental behavior in rats. Appetite 2017;108:203-211.

13. Tracy AL, Wee CJM, Hazeltine GE, Carter RA. Characterization of attenuated food
motivation in high-fat diet-induced obesity: Critical roles for time on diet and reinforcer
familiarity. Physiol Behav 2015;141:69-77.

14. ibias J, Miguéns M, del Rio D, et al. Decreased rates of operant food self-
administration are associated with reward deficits in high-fat feeding mice. Eur J Nutr
2016;55:1615-1622.

15. Kenny PJ. Reward mechanisms in obesity: new insights and future directions. Neuron
2011;69:664-679.

16. Décarie-Spain L, Hryhorczuk C, Fulton S. Dopamine signalling adaptations by
prolonged high-fat feeding. Curr Opin Behav Sci 2016;9:136-143.

17. Karlsson HK, Tuominen L, Tuulari JJ, et al. Obesity Is Associated with Decreased -
Opioid But Unaltered Dopamine D2 Receptor Availability in the Brain. J Neurosci
2015;35:3959-3965.

18. Tuominen L, Tuulari J, Karlsson H, et al. Aberrant mesolimbic dopamine—opiate
interaction in obesity. Neuro/lmage 2015;122:80-86.

19. Gaiser EC, Gallezot J-D, Worhunsky PD, et al. Elevated Dopamine D2/3 Receptor
Availability in Obese Individuals: A PET Imaging Study with [11C](+)PHNO.
Neuropsychopharmacology 2016;41:3042—-3050.

263



20. Dang LC, Samanez-Larkin GR, Castrellon JJ, Perkins SF, Cowan RL, Zald DH.
Associations between dopamine D2 receptor availability and BMI depend on age.
Neurolmage 2016;138:176—-183.

21. Friend DM, Devarakonda K, O’Neal TJ, et al. Basal Ganglia Dysfunction Contributes to
Physical Inactivity in Obesity. Cell Metab 2017;25:312-321.

22. Kravitz AV, O’Neal TJ, Friend DM. Do Dopaminergic Impairments Underlie Physical
Inactivity in People with Obesity? Front Hum Neurosci 2016;10:514.

23. la Fleur SE, Vanderschuren LJIMJ, Luijendijk MC, Kloeze BM, Tiesjema B, Adan RAH. A
reciprocal interaction between food-motivated behavior and diet-induced obesity. Int J Obes
2007;31:1286-1294.

24. Narayanaswami V, Thompson AC, Cassis LA, Bardo MT, Dwoskin LP. Diet-induced
obesity: dopamine transporter function, impulsivity and motivation. Int J Obes
2013;37:1095-1103.

25. Robinson MJ, Burghardt PR, Patterson CM, et al. Individual Differences in Cue-
Induced Motivation and Striatal Systems in Rats Susceptible to Diet-Induced Obesity.
Neuropsychopharmacology 2015;40:2113-2123.

26. Lesser EN, Arroyo-Ramirez A, Mi SJ, Robinson MJF. The impact of a junk-food diet
during development on “wanting” and “liking.” Behav Brain Res 2017;317:163-178.

27. Johnson AW. Characterizing ingestive behavior through licking microstructure:
Underlying neurobiology and its use in the study of obesity in animal models. Int J Dev
Neurosci 2018;64:38-47.

28. Naneix F, Tantot F, Glangetas C, Kaufling J, Janthakhin Y, Boitard C, De Smedt-Peyrusse
V, Pape JR, Vancassel S, Trifilieff P, Georges F, Coutureau E, Ferreira G. Impact of early
consumption of High-Fat Diet on the mesolimbic dopaminergic system. eNeuro 2017, 1;4(3).
29. Ward RD, Simpson EH, Richards VL, et al. Dissociation of Hedonic Reaction to Reward
and Incentive Motivation in an Animal Model of the Negative Symptoms of Schizophrenia.
Neuropsychopharmacology 2012;37:1699-1707.

30. D’Aquila PS, Galistu A. Within-session decrement of the emission of licking bursts
following reward devaluation in rats licking for sucrose McCutcheon JE (ed.). PLOS ONE
2017;12:e0177705.

31. Berridge KC. “Liking” and “wanting” food rewards: Brain substrates and roles in
eating disorders. Physiol Behav 2009;97:537-550.

32. Geiger BM, Haburcak M, Avena NM, Moyer MC, Hoebel BG, Pothos EN. Deficits of
mesolimbic dopamine neurotransmission in rat dietary obesity. Neuroscience
2009;159:1193-1199.

33. Stice E, Yokum S. Neural vulnerability factors that increase risk for future weight gain.
Psychol Bull 2016;142:447-471.

34, Trifilieff P, Feng B, Urizar E, et al. Increasing dopamine D2 receptor expression in the
adult nucleus accumbens enhances motivation. Mol Psychiatry 2013;18:1025-1033.

35. Gallo EF, Meszaros J, Sherman ID, et al. Accumbens dopamine D2 receptors increase
motivation by decreasing inhibitory transmission to the ventral pallidum. Nat Commun
2018;9.

36. Johnson AW. Dietary manipulations influence sucrose acceptance in diet induced
obese mice. Appetite 2012;58:215-221.

37. Shin AC, Townsend RL, Patterson LM, Berthoud H-R. “Liking” and “wanting” of sweet
and oily food stimuli as affected by high-fat diet-induced obesity, weight loss, leptin, and
genetic predisposition. AJP Regul Integr Comp Physiol 2011;301:R1267—-R1280.

264



38. Glendinning JI, Gresack J, Spector AC. A high-throughput screening procedure for

identifying mice with aberrant taste and oromotor function. Chem Senses 2002;27:461-474.

39. de Lartigue G, Barbier de la Serre C, Espero E, Lee J, Raybould HE. Leptin Resistance in
Vagal Afferent Neurons Inhibits Cholecystokinin Signaling and Satiation in Diet Induced
Obese Rats Gaetani S (ed.). PLoS ONE 2012;7:e32967.

40. Boitard C, Etchamendy N, Sauvant J, Aubert A, Tronel S, Marighetto A, Layé S, Ferreira

G. Juvenile, but not adult exposure to high-fat diet impairs relational memory and

hippocampal neurogenesis in mice. Hippocampus 2012;22(11):2095-100.

41. Carlin J, Hill-Smith TE, Lucki I, Reyes TM. Reversal of dopamine system dysfunction in

response to high-fat diet. Obesity 2013;21(12):2513-21.

42. Ferreira JG, Tellez LA, Ren X, Yeckel CW, de Araujo IE. Regulation of fat intake in the

absence of flavor signaling. J Physiol 2012;590:953-972.

43, Tellez LA, Han W, Zhang X, et al. Separate circuitries encode the hedonic and

nutritional values of sugar. Nat Neurosci 2016;19:465-470.

44, Volkow ND, Wang G-J, Tomasi D, Baler RD. The Addictive Dimensionality of Obesity.

Biol Psychiatry 2013;73:811-818.

45, Carter A, Hendrikse J, Lee N, et al. The Neurobiology of “Food Addiction” and Its

Implications for Obesity Treatment and Policy. Annu Rev Nutr 2016;36:105-128.

265



>
vy

17.5 5000
15.0 -
~ s §O\° 4000 -
=1 5= ~
2 Il S
£ 400 - 89 3000
< [@) I}
9 7.5+ 8 <
© - c 'E 2000 -
& S &
m 504 58
o © 4000 -
2.54
0 T 0= T T
Ctrl HF 1 2 3 4 5 6 7

Samples number

Fig. 1: HFD consumption induced dopaminergic alterations.

Measure of basal DA release (A) and KCl-stimulated DA release (B) by microdialysis and HPLC
coupled to electrochemical detection (Ctrl: n=13 and HF: n=18). Data are means * sem.
**Significantly different from Ctrl (ANOVA, p<0.05). Ctrl: control group; HF: high-fat diet
group.
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Operant conditioning in ad libitum (A, C, E and G) or food deprived conditions (15% of initial
weight; B, D, F, H). Lever presses during fixed ratio (FR1) and RR tasks (Ctrl: n=13 and HF:
n=24 ; A, Ctrl: n=21 and HF: n=21 ; B). PRx2 task: Levels are presented for cumulative lever
presses during a progressive ratio times 2 task (PRx2) (Ctrl: n=13 and HF: n=24 ; C and D), and
for total lever presses during the 1h-session (Ctrl: n=13 and HF: n=24 ; E and F). Number of
reward earned during fixed ratio (FR1) and RR schedules (Ctrl: n=13 and HF: n=24 ; G, Ctrl:
n=21 and HF: n=21 ; H). Data are means * sem. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 significant
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between task conditions in a same dietary group (ANOVA). Ctrl: control group; HF: high-fat
diet group.
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burts ; B-D) and palatability of the ingested tastant (delay to first lick, licks/burst, bursts
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Representation of the number of licks and number of bursts during the first 10 minutes of
the task (5-minute bins) (left graphs) and expressed as a percentage relative to the first 5
minutes (right graphs) (J-K). Caloric intake from regular chow (Ctrl diet for control mice and
HF diet for HF mice) vs. palatable reward during the 12-hour dark period (Ctrl: n=6 and HF:
n=14) (L). Data are means + sem. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 significantly different from
controls, or between task conditions in a same dietary group (ANOVA). Ctrl: control group;
HF: high-fat diet group.

269



270



2. Annexe 2: The atypical antipsychotic aripiprazole acts as an antagonist on

dopamine-dependent components of reward processing

Schizophrenia Bulletin. For Peer Review Only

OXFORD Schizophrenia Bulletin

UMIYEESILY PEERS

Draft Manusaript for Review. Please review online at http://mc.manuscriptcentral.comfoup/szblm

The atypical antipsychotic aripiprazole acts as an antagonist
on dopamine-dependent components of reward processing

Joumnal: | Schizophrenia Bulletin

Manusript ID | SZBLTN-ART-18-0553
Manuscript Type: | Regular Article

Date Submitted by the

Author:

16-0ct-2018

Complete List of Authors: | Ducroog, Fabien; Nutrition and Integrative Neurobiclogy, INRA UMR
1286

Oummadi, Asma; Nutrition and Integrative Neurobiology, INRA UMR
1286

Walle, Roman; Mutrition and Integrative Neurobiology, INRA UMR 1286
Contini, Andrea; Université de Bordeaux, Laboratory of Mutrition and
InteFrat'nre MNeurobiology;

Trifilieff, Pieme

. | Aripiprazole, Motivation, Hedonic response, D2 receptor, antipsychotic,

SUHO ARCME™
Manuscripts

httpe/fwww.schizophreniabulletin.oupjournals.org

271



The atypical antipsychotic aripiprazole acts as an antagonist on dopamine-

dependent components of reward processing

. * . * . . .
Fabien Ducrocg™**", Asma Oummadi“*", Roman Walle'?, Andrea Contini**, Pierre

Trifilieff->3#

'Nutrition and Integrative Neurobiology, INRA UMR 1286, Bordeaux, France.
Universite de Bordeaux, France

3Correspondence: Fabien.ducrocg@inra.fr or pierre.trifilieff@inra.fr

" These authors contributed equally

* These authors share senior authorship

Keywords: Aripiprazole, motivation, hedonic response, D,-receptor, antipsychotic,
schizophrenia

Running title: Aripiprazole blocks reward-processing in mice

INRA, UMR 1286, Laboratory of Nutrition and Integrative Neurobiology, Universite de
Bordeaux, Batiment UFR Pharmacie - 2eme Tranche - 2eme Etage — CC34, 146 rue Leo
Saignat, 33076 BORDEAUX Cedex - France.

Phone: +33(0)5 57 57 12 48

Fax: +33 (0)5 57 57 12 27

Word count: Abstract: 248; Text Body :3999

272


mailto:Fabien.ducrocq@inra.fr
mailto:pierre.trifilieff@inra.fr

Abstract

Exacerbation of negative symptoms represents the first cause for therapy discontinuation
and relapse among patients under antipsychotic treatment and is believed to originate from the
antagonistic action of antipsychotics onto dopamine transmission. During the last decade, the
development of a new class of antipsychotics - the so-called dopamine stabilizers - has
noticeably improved the clinical outcome of antipsychotic treatments. Aripiprazole has
become the leading compound of this class of drugs because of its efficacy in stabilizing both
positive and negative symptoms of Schizophrenia and its ability to alleviate depressive
symptoms in combination with tricyclic antidepressant in major depressive disorder. These
beneficial effects of Aripiprazole on reward-related psychiatric symptoms have been proposed
to originate from its partial agonist activity at the dopamine D2 receptor, as shown with in
vitro approaches. However, the pharmacological profile of Aripiprazole in vivo, on dopamine-
dependent, reward-related behavioral dimensions remains to be established.

In this study, by employing several behavioral paradigms, we showed in mice, that
Aripiprazole, given acutely leads to deficits in incentive processes and locomotion, and
alteration of hunger/post-ingestive inhibitory feedback mechanisms, but spared hedonic
reactivity. Furthermore, we showed that Aripiprazole was ineffective in alleviating behavioral
deficits under low dopaminergic tone induced by the monoaminergic depleting agent
tetrabenazine.

Our data support the idea that Aripiprazole acts as an antagonist of dopamine transmission
in normal conditions, but go against its partial agonist properties under low dopaminergic
tone. These results call into question the mechanisms by which Aripiprazole exerts beneficial

effects on reward-related psychiatric symptoms.
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Introduction

Atypical antipsychotics represent the first line treatment for schizophrenia and
schizoaffective disorders and are increasingly prescribed for the treatment of major depressive
disorders (MDD) and bipolar mania®. These drugs — though not free from adverse side effects
- are usually associated with milder extrapyramidal symptoms and metabolic dysfunctions
compared to first generation antipsychotics, and are therefore more tolerable in the long-
term™2. However, despite their efficacy in treating positive symptoms and psychotic episodes,
atypical antipsychotics often display limited efficacy in alleviating primary negative
symptoms, which represent the first cause of relapse and therapy discontinuation among
psychiatric patients®.

In 2002, the FDA approved the second generation antipsychotic Aripiprazole (ARI)
(Abilify®) for the acute treatment and maintenance therapy of schizophrenia and psychotic
disorders®, and later on as adjunctive therapy for major depression and bipolar mania’. In
clinical trials, ARI was found to improve positive and negative symptom scores (PANSS) in

patients with psychotic exacerbation or stable schizophrenia®°, and was shown to increase
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the self-perceived pleasure in patients with type | bipolar mania or schizoaffective
disorder**2. Moreover, ARI was associated to increased response and remission rate, and to
improved functional outcome in MDD patients under selective serotonin reuptake inhibitor
(SSRI) treatment'®**°. These findings are in accordance with the increasing use of ARI in the
clinic for the treatment of negative symptoms for a variety of psychiatric disorders. However,
the mechanisms by which ARI exerts such an effect are largely unclear.

A main target of ARI is the dopamine D, receptor, which has been consistently
described to be altered in several psychiatric disorders such as schizophrenia, and whose
activity is central for the modulation of reward-related processes'’%%. However, in contrary to
typical antipsychotics that are antagonists of the D, receptor, studies in heterologous systems
reveal that ARI presents a unique pharmacological profile, showing a partial agonist activity
at the receptor, which is believed to differentially regulate dopaminergic transmission in the
cortex and striatum and could therefore contribute to its efficacy in alleviating both positive
and negative symptoms. However, although the efficacy of ARI on positive-like behaviors

23-26

has been evaluated in animal models of schizophrenia and bipolar mania’, its effect on

negative-like symptoms and reward-related processes remain unclear®® %,

In this study we aimed at characterizing, in mice, the pharmacological profile of ARI
on various components of reward processing, namely the willingness to exert effort for a
reward and hedonic reactivity. We found that ARI blunts behavioral dimensions that highly
depend on dopamine transmission in a dose-dependent manner, but spared the dopamine-
independent ones. Finally, we show that ARI failed to reverse tetrabenazine (TBZ)-induced

behavioral deficits, which goes against the hypothesis that ARI acts as a partial agonist under

low dopamine states.
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Methods

All animal care and the experimental procedures described in this study were conducted in
accordance with the INRA Quality Reference System and to relevant French (Directive
87/148, Ministére de I’ Agriculture et de la Peche) and the European (Directive 86/609/EEC)
legislation. They followed ethical protocols approved by the Region Aquitaine Veterinary
Services (Direction Départementale de la Protection des Animaux, approval ID: B33-063-
920) and by the ethics committee of animal experimentation of Bordeaux. Every effort was

made to minimize suffering and the number of animals used.

Animals

Adult male C57BL/6J mice (Robert Janvier, Le Genest St-Isle, France) were housed in
standard polypropylene cages under a 12:12h light-dark cycle at constant room temperature
(21-22°C) and relative humidity (60%). For all the experiments animals were food restricted
and maintained at 85-90% of their initial body weight.

The ARI groups consisted in animals that received the various doses of ARI (0, 0.1 and 0.5
mg/kg) in a within-subject manner. Ctrl groups only received vehicle throughout the
experiments. Operant conditioning experiments included n=11 ARI and n=10 Citrl, licking
microstructure experiments were n=16 ARI and n=16 Ctrl and locomotor activity was
measured in n=16 ARI and n=16 Ctrl. For experiments with TBZ, groups were split in 2. For
operant conditioning experiments: n=6 TBZ+ARI, n=5 vehicle+ARI, n=5 vehicle+TBZ, n=5
vehicle alone; for both licking microstructure analyses and locomotor responses, n=8 for each

condition.
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Operant conditioning

Behavioral Apparatus

1* The reward

Operant cages (Imetronic, Pessac, France) were described in Ducrocq et a
consisted in a 10% solution of sweetened condensed milk (Nestlé, France) dissolved in water
(v/v, 3.25 Kcal/g). Responding on the left lever (active lever) was followed by a brief tone (65
db, 3000 Hz, 200 ms), illumination of a cue light located at 8,5 cm above the lever, activation

of the syringe pump, and the delivery of a 15uL drop of reward. Responding on the right lever

(inactive lever) was without consequence.

Fixed ratio (FR) and random ratio (RR) schedules

Before the operant training, animals were habituated to the operant chambers in two 30-min
sessions, during which the reward was delivered at 1-min intervals. Then, mice were trained
to lever-press for the reward under a FR1 schedule (each lever-press is reinforced). After
acquisition of stable lever-presses, mice were shifted to a RR5 schedule under which lever-
presses were reinforced with a probability of 0.1. The RR was then increased to RR10 (p=0.1)

and RR20 (p=0.05).

Progressive-ratio times 2 (PRx2) schedule

In the PRx2 schedule, the number of lever-presses required to obtain the reward is doubled
respective to the previous reward earned. Sessions were terminated after 3 min without lever-
press (cut-off).

The 3 doses of ARI (0, 0.1, 0.5mg/kg) were tested in 3 PRx2 sessions with two RR20 sessions

intercalated in between. The Ctrl group received saline injection during the 3 sessions.
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Concurrent lever-pressing/free feeding task

This task was adapted from the effort-related choice procedure developed by Salamone et
al.*. Briefly, mice were allowed to choose between lever-pressing for the reward under a
RR20 schedule or consume standard laboratory chow freely-accessible in the operant box.
Regular RR20 were intercalated between each concurrent session. The 3 doses of ARI (0, 0.1,

0.5mg/kg) were administered 10 min before test.

Analysis of Licking Microstructures

Licking microstructures were used to evaluate hedonic reactivity and post-ingestive
mechanisms in response to different concentrations of a sucrose solution. Custom-made lick-
o-meter apparatus was already described elsewhere®*. Before testing, mice habituated to the
lick-o-meter apparatus for 2 daily 30-minute sessions during which water was freely
accessible in the bottle. For the test session, water was replaced with the sucrose solution at
the concentration of 0, 2.5, 10, and 30%. Each sucrose concentration was counterbalanced

across mice under a Latin Square design.

Spontaneous locomotor activity

Spontaneous locomotor activity was monitored for 1h in standard plexiglas test cages
(10x20x13 cm) under luminosity condition of 30 Lux. A computer connected to a video-
tracking system (Smart V3.0, Panlab, Barcelona, Spain) allowed the measurement of the total

distance traveled (cm) and the distance traveled in 10-min intervals.
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Mouse model of dopamine depletion and co-treatment with ARI

In this set of experiments, we evaluated the ability of ARI to reverse the behavioral deficits
induced by the catecholamine-depleting agent tetrabenazine (TBZ), which at low doses exerts
its greatest effect on dopaminergic vesicular pool®*. ARI (0.1mg/kg) and TBZ (3mg/kg), or
their respective vehicles, were injected intraperitoneally 10 and 90-min before the beginning

of the experiments, respectively.

Drugs

ARI (7-[4-[4-(2,3-dichlorophenyl)piperazin-1-yl]butoxy]-3,4-dihydro-1H-quinolin-2-one
: Merck®, Darmstadt, Germany) was dissolved in a mixture of saline (NaCl 0.9%) and
cremiphore (2% of cremiphore in saline). TBZ (9,10-dimethoxy-3-(2-methylpropyl)-
1,3,4,6,7,11b-hexahydro-benzo[a]quinolizin-2-one; Merck®, Darmstadt, Germany) was
dissolved in a vehicle solution of 20% DMSO in saline. HCI 0.1M was added to the solution

to a final pH of 3.8-3.9.

Statistical analysis

All the statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7. Data are expressed as
meanstSEM. Normal distribution (D’Agostino-Pearson and Shapiro-Wilk test) and
homoscedasticity (Levine’s test) of data were always evaluated. Kruskal-Wallis One-way
repeated measure ANOVA followed by Dunn’s multiple comparison was used to evaluate the
effect of ARI in the PRx2 task and high-effort/free-feeding choice procedure. The log-rank
Mantel-Cox test was used for survival curves (percent of mice keeping on lever-pressing at a
given time point) in the PRx2 task. Two-way mixed ANOVA was used to evaluate the effect

of treatment, as between subject factor, and sucrose or time, as within subject factor, in the
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analysis of spontaneous locomotor activity and licking microstructures. Bonferroni’s multiple
comparison test was used when Two-way ANOVA revealed a significant interaction effect.
Unpaired Student’s t test was used to compare means of two different groups. Differences

were considered significant when p<0.05.

Results

Effect of ARI in a Progressive-ratio times 2 (PRx2) schedule

Animals displayed a comparable increase in lever-pressing with increasing ratio
requirements from FR1 to RR20 (Two-way RM ANOVA: Frao Requirement(357)=421.5,
p<0.0001; Fgroup(1,19=0.00, p>0.05; Data not shown).

As revealed by Kurskal-Wallis followed by Dunn’s post-hoc test, both doses of 0.1 and
0.5mg/kg of ARI significantly reduced the total number of lever-presses (Hs33=12.63,
p<0.01; ARI 0 vs ARI 0.1: p<0.01; ARI 0 vs ARI 0.5 p<0.01; FiglA), session duration
(H(33=14.43, p<0.001; ARI 0 vs ARI 0.1: p<0.05; ARI 0 vs ARI 0.5: p<0.001 ; Fig.1B) and
percent survival (ARl 0 vs. ARI 0.1: y?=11.16, p<0.001; ARI 0 vs. ARI 0.5: ¥*=14.68,

p<0.001; Fig.1C).

Effect of ARI in the concurrent lever-pressing/free-feeding task

In this task, the operant response of the animal was measured in a RR20 schedule in the
presence of a freely accessible - though less preferred - food (standard home-cage chow).
Only the dose of 0.5mg/kg of ARI- but not 0.1- significantly decreased the number of lever-
presses performed by the animals during the session (H33=9.01, p<0.05; ARI 0 vs ARI 0.5:
p<0.01; Fig.1D). These data indicate that ARI blunts operant responding in motivational

tasks.
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Effect of ARI on the licking microstructures for sucrose solutions (exp3)

In order to identify the nature of the deficit behind the decreased operant responding
induced by ARI, we next evaluated the effect of ARI on consummatory behavior and hedonic
reactivity in response to a palatable solution. To do so, we analyzed the licking
microstructures during the consumption of a sucrose solution at different concentrations. This
method allows assessing both hunger/postingestive negative feedback mechanisms as well as
the palatability of the ingested tastant®” .

Two-way mixed ANOVA, with sucrose as within subject factor, revealed an effect of sucrose
concentration on most of the parameters considered, including the number of licks (Fsycrose
3,72=22, p<0.0001; Fig.2A; F sucrose3,72)=5.6, p<0.01; Fig.2B), number of bursts, with burst
defined as a series of frequent and consecutive licks with inter-lick intervals (ILI) lower than
250 ms (Fsucrose (3,72)=15.5, p<0.0001; Fig.2C; Fsucrosez,72)=2.7, p<0.05; Fig.2D), number of
licks per burst (Fsucrose(3 72=21.0, p<0.0001; Fig.2E; Fsucrose3,72=9.4, p<0.0001; Fig.2F) and
burst duration (Fsucrose (372)=21.8, p<0.0001; Fig.2G; Fsycrose(372=8.6, p<0.0001; Fig.2H).
However ILI and frequency of licks in bursts were stable over the various sucrose
concentrations  (Fsucrosez,72=2.3, p>0.05, Fig.2l; Fsucrose (372=0.5, p>0.05, Fig.2J;
Fsucrose(3,72=3.8, p>0.05; Fig.2K; Fsycrose(3,72=1.0, p>0.05, Fig.2L).

None of the above parameters were altered by the administration of ARI at 0.1mg/kg (all
p’s>0.05; Fig.2A, C, E, G, I, K). However, Two-Way ANOVA, with treatment as between
subject factor, revealed an effect of treatment with 0.5mg/kg of ARI on the number of licks
(Frreatment(1,24)=9.4, p<0.01; interaction : Frreatment*sucrose(1,24)=3.1, p<0.05. ARI 0 vs ARI 0.5 for
2.5% sucrose: p<0.05; 10% sucrose: p<0.01; 20% sucrose: p<0.05 ; Fig.2B) and number of
bursts (Frreatment(1,24=10.0, p<0.01; interaction : Frreatment*sucrose(1,24)=2.6, p=0.0546; Fig.2D).
By contrast, other parameters, including the number of licks per burst, inter-lick intervals,

burst duration and the frequency of lick in bursts were not affected by ARI (all p’s>0.05;
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Fig.2F, H, J, L). These data suggest that, while at low dose ARI had no effect on
postingestive inhibitory feedback mechanisms and hedonic reactivity, at higher dose, it
increased hunger/gastrointestinal inhibition, sparing hedonic reactivity to the ingested

tastant®’.

Effect of ARI on spontaneous locomotor activity (exp4)

ARI at both 0.1 (t9=3.28, p<0.01 ; Fig.3A) and 0.5mg/kg (t14=3.32, p<0.01 ; Fig.3C)
decreased basal locomotor activity as reflected by the reduction in the amount of total
distance travelled. Furthermore, Two way mixed ANOVA revealed that this effect occurred
rapidly after ARI injection and persisted throughout the entire 1-hour session (0.1mg/kg:
Frime(s,145=47.8, p<0.0001; Frreatment(1,29)=10.81, p<0.01; FrimexTreatment (5,145=1.46, p>0.05;
Fig3B.  0.5mg/kg: F  Times,70=8.77,  p<0.0001;  Frreatment(1,14=11.06,  p<0.01;

FrimexTreatment(s,70)=0.17, p>0.05; Fig.3D).

Effect of ARI on operant responding, licking microstructures and spontaneous locomotor

activity under TBZ-induced monoamine depletion (exp5)

Altogether, our data suggest that ARI at low doses (0.1mg/kg) selectively antagonizes
dopamine-dependent components of behavior such as incentive processes and spontaneous
locomotor activity, sparing dopamine-independent ones such as hedonic reactivity. In order to
test the hypothesis that ARI could act as partial agonist in condition of low dopamine levels,
we assessed whether ARI, given at the dose of 0.1mg/kg, was able to alleviate the behavioral
deficits induced by the vesicular monoamine transporter inhibitor TBZ, which is know to act
preferentially on dopaminergic storage pool®. As shown in Fig 4, TBZ, at the dose of 3

mg/kg, induced a decrease in both operant responding in the PRx2 task (t)=3.42, p<0.01;
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Fig.4A) and spontaneous locomotor activity (t13=1.95, p<0.05; Fig.4B). By contrast, when
analyzing the licking microstructures, TBZ did not affect any of the parameters measured,
including the number of licks (t12=1.221, p>0.5; Fig.4C), number of bursts (t12=1.01,
p>0.05; Fig.4D), number of licks per burst (t12=0.154, p>0.05; Fig.4E), burst duration
(ta2=0.1951, p>0.5; Fig.4F), inter-licks intervals (t12=0.6496, p>0.05; Fig.4G), and lick
frequency (t12=0.23, p>0.05; Fig.4H). These results support the idea that TBZ at the dose
used mainly affects dopamine transmission.

However, surprisingly, ARI at 0.1mg/kg tended to worsen the decrease in operant
responding (t9)=1.99, p=0.0774; Fig.5A) and significantly aggravated the hypolocomotor

effect (t14=2.20, p<0.05; Fig.5B) induced by TBZ administration. Altogether, these data

challenge the hypothesis that ARI could act as a partial dopamine agonist under low

dopamine tone in vivo.

Discussion

Amotivation and anhedonia represent two main primary symptoms of many
psychiatric conditions, including MDD, bipolar disorders and schizophrenia. While most
antipsychotics are inefficient for treating negative symptoms, ARI is being increasingly used
as a monotherapy or adjunctive therapy for its antidepressant effects>*!. Based mostly on
data from heterologous systems, this beneficial effect on reward-related dimensions has been
proposed to result from the property of ARI to act as a partial agonist on dopamine
transmission*>*3. In this study, we showed that, in mice, ARI blunts responding for a food
reward in two effort-based operant tasks, decreases spontaneous locomotion, lowers reward
consumption, but spares hedonic reactivity. These data suggest that, in basal conditions, ARI
displays antagonistic properties on dopamine-dependent components of reward processing.

Moreover, we show that ARI worsened the “anti-rewarding” effect of the monoamine
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transporter inhibitor TBZ at a dose that preferentially blocks dopamine vesicular storage®* .
This challenges the idea that, in vivo, under low dopamine tone, ARI exerts its beneficial

effects on reward through partial agonist properties on dopamine transmission.

In heterologous systems, ARI has been shown to display a partial agonist activity at
the dopamine D2 receptor, acting as an agonist in conditions of low receptor occupancy, but
as an antagonist under high occupancy**“®. This latter property could likely explain why, in
basal conditions, ARI decreased responding in effort-based tasks. Indeed, systemic
administration of D2 receptor antagonists has been largely described to shift rodent’s choice

35,47-51

away from effortful behaviors (for review ). Considering the central role of dopamine

D2 receptor-dependent transmission in the core of the nucleus accumbens for the modulation

of effort-related behaviors'®*"*

it is tempting to propose that the effect of ARI in operant
responding could be mediated by antagonism at the D2 receptor within the ventral striatum.
This is in accordance with the proposed role of ARI to preferentially activate presynaptic D2
auto-receptors in condition of tonic dopamine release, whereas it would mainly antagonize

postsynaptic D2 receptors in condition of phasic dopamine release®®>**.

26,27,56,5758-61
1

Similarly to what has been previously described using similar doses we

found a decrease in spontaneous locomotor response under ARI administration. Considering

the main implication of mesolimbic dopamine transmission® %

, and particularly postsynaptic
D2 receptor activity®®, in regulating spontaneous and amphetamine-stimulated locomotion®®
%1 we can reasonably argue that the effect of ARI on locomotion was at least in part mediated
by its effects on D2 receptors of the nucleus accumbens.

These effects of ARI on spontaneous activity and effort-related responding is in

accordance with studies performed in healthy subjects showing that the acute administration

of ARI induces a feeling of unpleasant stimulation and sedation®, together with amotivation,
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alogia and emotional blunting* and supports an antagonistic activity of ARI at the D2 receptor

under physiological dopamine transmission.

Our results regarding the effect of ARI on licking microstructures also support a main
effect on mesolimbic dopamine-dependent components of reward processing. Indeed, the
number of licks and number of bursts were the only measures that were significantly blunted
under ARI, and only at the highest dose used. These parameters have been shown to depend
on the motivational status and are thought to reflect hunger and post-ingestive inhibitory
feedback mechanisms related to nutritional value of the food reward®. Interestingly, D2
receptor-expressing neurons of the ventral striatum have been shown to negatively regulate
licking bouts to a sweet solution®”. Thus, even if speculative, it is tempting to propose that it is
the antagonistic activity of ARI at the D2 receptor that could lead to decreased number of
bursts and licks, by enhancing the activity of D2-expressing neurons of the ventral striatum.
However, none of the parameters that are thought to reflect the orosensory evaluation of, or
hedonic reaction to, the reward, such as the licks per bursts, the lick frequency in bursts, or

burst duration>®685°

, were impacted by ARI. These data are comparable to the results obtained
by Robles and Johnson™ after infusion of the D2 antagonist eticlopride in the lateral
ventricles of mice. The enhancing effect on hunger/postingestive negative feedback could
account for the reduced risk of weight gain and hyperlipidemia observed in the clinic with

ARI compared to traditional antipsychotics’™ .

In order to test, in vivo, whether ARI could act as a partial dopamine agonist, we investigated
its effect under low dopaminergic tone by using a TBZ-induced monoaminergic depletion
model’®. As expected, TBZ alone blunted both operant responding in the PRx2 task and

spontaneous locomotor activity, two behavioral dimensions that strongly depend on dopamine
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neurotransmission’?. By contrast, as revealed by the analysis of the licking microstructures,
consummatory and hedonic reactions to sucrose solutions were spared by TBZ injection. This
is in accordance with the idea that hedonic processes are less dependent on the dopaminergic
system, but rather controlled by other neurotransmitters such as the opioidergic system’,
However, ARI failed to rescue the behavioral deficits induced by TBZ, and even worsened
the decrease in operant responding as well as the impairment in spontaneous locomotor
activity. As described above, these latter components of reward processing are highly
dependent on the activity of postsynaptic mesoaccumbens D2 receptor'®®?. Thus, our data
challenge the view that, under low dopaminergic tone, ARI acts as an agonist at the D2
receptor. However, it is possible that, because of the drastic depletion of the dopamine
vesicular pool with TBZ, agonist activity of ARI at the D2 receptor cannot override blunting
of D1 receptor-dependent transmission. Accordingly, Salamone et al.”* showed that TBZ-
induced motivational deficits can be rescued by a blocker of the dopamine transporter DAT.
However, administration of antagonists of adenosine A2A receptor, which is known to
potentiate dopamine D2 receptor-dependent transmission, is able to alleviate the effect of
TBZ'%™7® suggesting that activity at the D1 receptor is not mandatory for reversing the effect
of decreased dopamine tone.

The data of the current study, showing that, overall, ARI displays antagonistic activity
on dopamine-dependent components of reward processing, even under low dopaminergic
tone, are in contradiction with the beneficial effect on negative symptoms in patients suffering
from psychiatric disorders. An obvious limitation of our model is that, herein, effects of ARI
were evaluated acutely, whereas antipsychotic treatments are typically administered
chronically. Nonetheless, in clinical studies, ARI has been shown to exert beneficial effects
within a relatively short time-period®®*. Another caveat is that the effect of ARI was

assessed in “normal” animals. Accordingly, ARI was shown to improve the motivational
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deficits induced by chronic stress’” and amphetamine withdrawal’® in operant tasks. In the

same studies, however, ARI failed to rescue the motivational deficits in the shock escape test,
and, given at higher dose, impaired motivation in both vehicle and amphetamine-treated
rats’®. Nonetheless, the fact that ARI was not able to reverse TBZ-induced behavioral deficits
calls for caution regarding the interpretation that, in the clinic, ARI exerts antidepressant
effects through its partial agonist properties onto dopamine transmission. Further studies will
be needed, in both physiological and pathological preclinical models, to unravel the

mechanisms by which ARI is able to improve negative-like symptoms.
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Positron emission tomography (PET) imaging consistently shows blunted striatal dopamine
release and decreased dopamine D2 receptor availability in addiction. Here, we review the
preclinical and clinical studies indicating that this neurobiological phenotype is likely to be both
a consequence of chronic drug consumption and a vulnerability factor in the development of
addiction. We propose that, behaviorally, blunted striatal dopamine transmission could reflect
the increased impulsivity and altered cost/benefit computations that are associated with
addiction. The factors that influence blunted striatal dopamine transmission in addiction are
unknown. Herein, we give an overview of various factors, genetic, environmental, and social,
that are known to affect dopamine transmission and that have been associated with the
vulnerability to develop addiction. Altogether, these data suggest that blunted dopamine
transmission and decreased D2 receptor availability are biomarkers both for the development
of addiction and resistance to treatment. These findings support the view that blunted
dopamine reflects impulsive behavior and deficits in motivation, which lead to the escalation of

drug use.
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Introduction

rug addiction is a pathology that can be defined as a
progressive loss of control over drug seeking and taking
that becomes compulsive and persisting despite adverse
consequences.”” The neurobiological circuits underlying
addiction have been extensively discussed elsewhere’” and
the general consensus is that drugs of abuse are originally

processed as a reward, but that chronic consumption usurps
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the brain reward system, through their effects on several
neurotransmitters. One of the main neurotransmitter systems
involved in the development of addiction is mesolimbic
dopamine transmission, which consists in the projections of
dopamine neurons from the ventral tegmental area to the
ventral striatum or nucleus accumbens (NAc) and
cortical areas.

It is recognized that dopamine does not simply signal
“reward,” but instead modulates the reinforcing effects of a
reward, which can be either natural, such as sex and food, or
the reward associated with drugs and alcohol.”"*" Dopamine
neurons fire in anticipation of or in response to a reward,
which results in higher levels of dopamine being released in the
striatum, the NAc in particular. Striatal dopamine increases the
likelihood that the behavior that previously successfully
resulted in a reward would be repeated. Salamone et al™” have
extensively shown that dopamine transmission in the NAc
increases the willingness to exert effort for a reward and that,
conversely, dopamine antagonism results in an animal being
less likely to exert such effort. Dopamine has also been
described as mediating “incentive salience,” which signals the
extent to which the reward or associated cues are wanted.” In a
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series of studies in nonhuman primates, Schultz et al ™

demonstrated that dopamine serves as a reward prediction
error, and codes for reward as it differs from prediction, and as
such modulates reward-based learning. Thus, dopamine can
be broadly viewed as regulating the reinforcement value of a
reward, or the extent to which a given reward is worth the
effort required, thereby mediating the behavioral economics of
motivated behavior.

Because most drugs of abuse share the ability to increase
dopamine transmission within the striatum, extensive work
has been done to understand the implication of this neuro-
transmitter system in addiction. Human imaging studies are in
agreement with animal data, and show that mesolimbic
dopamine transmission is altered in subjects with substance
use disorders.

Principles of Positron Emission
Tomography

Most human positron emission tomography (PET) and single
photon emission tomography (SPECT) imaging studies in
addiction have focused on the imaging of dopamine receptors
and dopamine levels in the striatum. PET and SPECT use
radionuclide-labeled molecules that are ligands (often agonists
or antagonists) for receptors or transporters. Radiotracers have
been developed to image various cellular targets in the brain,
ranging from receptors to markers of inflammation.'*'” The
radiotracers most frequently used to study dopaminergic
transmission in addiction are ligands of the dopamine D2
receptor family (type 2, 3, and 4 dopamine receptors), which
include [18F]fallypride and [11Clraclopride, although other
D2 receptor tracers can also be used for this purpose. The
radiotracer binds to the receptor and provides a measure of
receptor “availability,” measured as the binding potential
relative to nonspecific binding (BPND). BPND is the ratio of
receptor binding to a reference region and provides an indirect
measure of receptor density in the brain.'”

Regarding D2 receptor imaging, most radiotracers can also
be used to image changes in endogenous dopamine levels in
the brain. For example, [11C]raclopride binding is sensitive to
variations in the levels of extracellular dopamine, likely because
of a competition between dopamine and the radiotracer and
receptor internalization.'”'” A number of PET studies in
addiction have used a challenge that increases dopamine levels,
such as a psychostimulant (cocaine, amphetamine, or meth-
ylphenidate), to measure changes in endogenous dopamine.
This allows a comparison between BPND before and after a
challenge, referred to as ABPND with ABPND defined as
(BPNDbaseline — BPNDchallenge)/BPNDbaseline. Measured
by microdialysis in nonhuman primates, ABPND is linearly
correlated with changes in extracellular dopamine in the
striatum in response to stimulant administration, ®'” confirm-
ing the reliability of this measure to evaluate stimulant-induced
dopamine release. Therefore, PET studies using D2 receptor
radiotracers provide 2 outcome measures of dopamine signal-
ing: D2 receptor availability (BPND) and induced presynaptic
dopamine release (ABPND).

PET Measures of Dopamine
Transmission in Addiction

Taken together, most PET and SPECT imaging studies show
that addiction is associated with an overall decrease in striatal
dopamine signaling, measured as a decrease in D2 receptor
BPND and stimulant-induced dopamine release from the
presynaptic terminals (ABPND).”’

The decrease in striatal D2 receptor binding in addiction is
one of the most replicable findings in human imaging research,
and has been reported across most types of addictions.
Decrease in D2 receptor binding has been described in
substance use disorders regarding cocaine,”' *® alcohol,””
methamphetamine,”* " opiates,” " and tobacco.” ™ How-
ever, there are notable exceptions that should be considered.
Multiple studies have failed to show alterations in D2 receptor
binding in chronic cannabis users (see Ref. 46), although some
data suggest slight alterations. """

Recent studies have not detected decreased D2 receptor
binding in the striatum using the agonist radiotracer [11C]
PHNO in cocaine abusers.”””" However, despite its ability to
bind the D2 receptor, [L11C]PHNO is a D3 receptor-preferring
agonist radiotracer.”’ The studies using [11CIPHNO in
cocaine abusers show that binding is increased in D3 rich
regions of the striatum, and not decreased in D2 rich striatal
subdivisions. These findings indicate that D3 receptors binding
may be increased in cocaine dependence, unlike D2 recep-
tors.”” However, despite these latter exceptions, most of the
studies consistently show decreased D2 receptor binding in the
striatum of drug abusers, which has been furthermore
confirmed in animal models (later).

PET imaging studies in addiction have also shown that
stimulant-induced dopamine release (ABPND) is blunted in
addiction. When compared to healthy controls, lower values
for ABPND have been reported in abusers of cocaine,””””
alcohol %> opiates,j 8 methamphetamine,j " and nicotine
dependence.’” The mechanisms behind the decrease in striatal
dopamine levels in addiction are, thus far unclear. Some
studies described decreased [18FIDOPA uptake or striatal
vesicular monoamine transporter 2 (VMAT?2) binding or both
in addiction,”*”” the latter being supported by postmortem
studies.”” " Thus, decreased striatal dopamine could originate
from impaired synthesis or reuptake of dopamine or both.

Dopamine Signaling and Striatal Subdivisions

PET imaging studies in healthy controls show that dopamine
signaling in response to a stimulant challenge is not uniform
within the striatum, but varies across its subdivisions. [11C]
raclopride displacement in response to a stimulant is higher in
the limbic and sensorimotor striatum compared with the
associative striatum.’” % Tn accordance, administration of a
stimulant in rodents and nonhuman primates leads to higher
dopamine release in the ventral striatum compared with the
dorsal striatum.””®” Neuroanatomical studies of the sensori-
motor putamen in nonhuman primates revealed that this brain
region shares histochemical features with the ventral stria-

tum,”>®” which may explain why dopamine signaling is
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similar between the ventral striatum and the sensori-motor
putamen in human subjects.

In drug abusers, blunted dopamine transmission appears to
involve each of the functional subdivisions of the striatum,
namely the ventral, associative, and sensori-motor stria-
tum.”””* Similarly, BPND for VMAT? is reduced across each
of the striatal subregions in cocaine abuse.”* However, 2
studies in cocaine abusers suggest that alteration of dopami-
nergic transmission in addiction might implicate specific
striatal subdivisions; Wong et al®® showed that [1 1Clraclopr-
ide displacement occurred in the dorsal putamen of partic-
ipants who reported cue-elicited cocaine craving compared
with those who did not. Similarly, Volkow et al”” reported that
a cocaine-associated cue displaced [11C]raclopride binding in
the dorsal caudate and putamen, but not the ventral striatum,
compared with a neutral cue. Taken together, these studies
suggest that cue-induced cocaine craving is associated with
dopamine transmission in the dorsal striatum, which has been
implicated in habit learning and in action initiation.””

Striatal Dopamine Transmission Across the
Stages of Addiction

Importantly, alterations in striatal dopamine transmission seem
to be long lasting. Indeed, chronic cocaine exposure in
nonhuman primates leads to a decrease in D2 receptor
availability that persists for up to a year.”” Similar findings
have been reported in humans. Volkow et al”* demonstrated
that the decrease in D2 receptor BPND persisted in a group of
cocaine dependent subjects rescanned after 3 months of
inpatient rehabilitation. In methamphetamine abusers,
9 months of abstinence did not change D2 receptor binding,
which was reduced compared with control subjects.”" Lastly,
alcohol dependent subjects scanned at 6 weeks of abstinence
and again 1-4 months later showed no recovery of striatal D2
receptor BPND within this time frame.” Fewer studies have
investigated the effect of abstinence on dopamine release
(ABPND), but those available also reveal persisting alterations
in dopamine release. In cocaine abusers, 3 months of
abstinence did not change ABPND*” and a full 9 months of
recovery did not rescue blunted dopamine release in meth-
amphetamine abusers.”'

These results raise the question of whether these decreases in
dopamine signaling are a consequence of chronic drug
exposure or serve as a biomarker for the vulnerability to
develop addiction.”””* A number of human and animal
studies support both hypotheses. Animal studies are used to
investigate whether chronic drug exposure itself changes
dopamine signaling, and findings point in favor of this
hypothesis. Research in both rodents and nonhuman primates
reveal that chronic drug self-administration blunts striatal
dopamine transmission through a decrease in dopamine’”
and D2 receptor expression.’ " Studies in nonhuman pri-
mates show that, whereas D2/3 receptor density is unaffected
by short-term administration of cocaine, it is decreased after
prolonged exposure.*

However, other studies indicate that blunted dopamine
transmission could be predictive and confer vulnerability to the

development of addictive behaviors. Indeed, alcohol-naive
rodents selectively bred for their alcohol preference display
decreased basal dopamine levels in the ventral striatum™ "’
and alcohol preference in these animals is reversed by
pharmacological stimulation of dopamine receptors.”” Sim-
ilarly, animals that display lower striatal D2 receptor expression
develop greater drug self-administration compared with ani-
mals with higher D2 expression’ "> and upregulation of the
D2 receptor attenuates alcohol consumption and cocaine self-
administration.”" " A recent study in human subjects provides
support for this theory as well.”*” Casey et al showed that
young adults at high risk for developing addiction—because of
family history of substance abuse and their own experience
with drug use—display blunted amphetamine-induced dop-
amine release in the striatum, compared with controls with a
similar history of drug use.”

Hence, elevated levels of D2 receptor, measured as BPND, in
nonaddicted individuals are thought to be protective. Healthy
controls who report an aversive reaction to stimulant admin-
istration have higher D2 receptor BPND compared with those
who found the experience pleasurable, this behavioral feature
being associated with drug use.””'"” Additionally, nonad-
dicted subjects who have a strong family history of addiction,
and thus could be at risk themselves, have higher striatal D2
receptor BPND compared with nonaddicted subjects without a
family history, suggesting that increased D2 receptor could be a
protective factor in the development of addiction.””"*'"!

Functional magnetic resonance imaging (fMRI) studies that
measure striatal activation in response to a behavioral stimulus,
though not dopamine directly, also support the idea that
blunted striatal function could serve as a vulnerability factor for
future addiction. Adolescents with the potential for problem-
atic substance use (family history of addition) display lower
striatal activation measured by fMRI, in response to a monetary
incentive delay reward task'”” that is known to recruit
dopamine transmission. V>0 Similarly, in the same behav-
ioral task, adolescent smokers display lower activation in the
ventral striatum in response to reward anticipation.'”” As this
effect is observed in subjects who had smoked less than 10
occasions, this may indicate an underlying neurobiogical
phenotype rather than a direct effect of nicotine exposure.
Such imaging studies in addiction provide behavioral corre-
lates to blunted dopamine transmission, and suggest that
neurochemistry can predict clinically relevant outcomes.

Altogether, these clinical and preclinical studies suggest the
existence of a cycle where blunted dopamine transmission in
the striatum renders the individual vulnerable to drug use, and
subsequent drug exposure worsens this phenotype, amplifying
addictive behaviors.”’ Thus, an understanding of the behav-
ioral correlates of blunted dopamine transmission and how
these feed into addiction is crucial for characterizing this cycle.
The research investigating this, in humans and animal models,
is reviewed later.

Behavioral Correlates

Mesolimbic dopamine strongly modulates the reinforcing
and motivational properties of rewards and the motivational
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aspects of behavior””'">'"" and is implicated in disorders

that involve abnormal reward seeking and taking, including
addiction. Notably, most addiction studies show a deficit in
striatal dopamine signaling. On the surface, this highlights a
dichotomy in the implication of dopamine transmission in
addiction: an increase in dopamine signaling in the striatum
mediates the reinforcing effects of drugs of abuse, but
addiction is associated with blunted dopamine signaling.
However, data from animal and human studies reveal that,
although drugs or alcohol do indeed increase dopamine in
the striatum, reduced dopamine signaling is associated with
behavioral features that facilitate the development and
severity of addiction. These behaviors include impulsivity
and deficits in motivation.”’

Dopamine and Impulsivity in Addiction
Impulsivity is a behavioral feature of several psychiatric
disorders and can be defined as the tendency for premature,
poorly planned, and unduly risk actions.'”*"'? Impulsivity
occurs in a variety of forms such as choice impulsivity,
impulsive action, reflection impulsivity, or attention impul-
sivity,”""""'"? with most of these forms being increased in
addiction.""™*""" Exposure to drugs of abuse has previously
been reported to enhance impulsivity in humans'™ and in
animal models," ™" yet an increasing amount of evidence
suggests that impulsivity could be a main vulnerability
factor for addiction.””'”’ In rodents, high impulsivity
predicts alcohol and cocaine s;elf—adminristration,m’125 esca-
lation of cocaine self-administration”™ and compulsive
drug-taking.'** Moreover, high impulsivity increases the
vulnerability to relapse” and resistantance to extinction.'”’
Altogether, these observations strongly support the
view that impulsivity is a predictive endophenotype for
addiction.zo,l 12,120

Accordingly, there is a high degree of overlap between
impulsivity and addiction for neurobiological alterations, such
as abnormalities in the structure and function of striatal and
prefrontal regions, with cortico-striatal dopaminergic trans-
mission in particular. Indeed, greater impulsivity in meta-
mphetamine abusers correlates with lower D2 receptor
availability in the striatum.”” Similarly, low dopamine release
—which is associated with the choice to self-administer the
drug—in cocaine addicts predicts the choice for a dose of drug
with minimal positive subjective effect, over a monetary reward
higher than the street value of the dose of cocaine.”” Finally, the
impulsive choice for monetary rewards in alcoholics is
inversely correlated with D2 BPND.'*

These data suggest that blunted striatal dopamine trans-
mission could account for impulsivity trait in addiction.
Interestingly, D2 binding in the striatum in healthy subjects
is also inversely correlated with impulsivity,””'*""* suggest-
ing that the decrease in D2 receptor availability in addiction is a
neurobiological signature of impulsivity.” Preclinical studies
confirm this hypothesis, as impulsive rodents”*""**!*7 and
monkeys'*® display lower D2 receptor availability in the
striatum and greater self-administration.”"*“*  Altogether,
these studies suggest a model by which lower D2 receptor

availability in the striatum, by favoring impulsive choices,
would lead to a preference for small immediate rewards and
increased drug self-administration. Because exposure to drugs
can furthermore blunt dopamine transmission and increase
impulsive choice, chronic drug consumption would worsen
this phenotype.””

Dopamine and Motivation in Addiction

Motivation, or the willingness to expend effort to obtain a goal,
is also modulated by striatal dopamine signaling, " Motivation
involves resisting an impulsive behavior, with the goal of
obtaining a more valuable reward, albeit one that requires
more effort. Increasing D2 receptor levels in the ventral
striatum of rodents selectively facilitates motivation, >’
whereas antagonism at the D2 receptor reduces the willingness
to exert effort for a preferred reward. """ Similarly,
manipulations that increase dopamine levels in the NAc such
as local amphetamine administration,'"'** knock down of
the dopamine transporter' ™ or knock out of the D2 autor-
eceptor, ™ enhance the willingness to work for a food reward.
Moreover, mesoaccumbens dopamine transmission modulates
effort expenditure based on a cost/benefit computation.””
Thus, higher dopamine transmission and D2-dependent
dopamine signaling in the nucleus accumbens are associated
with a greater willingness to work for larger, but more effortful
rewards, and lower dopamine and D2 receptor activity shifts
animal's choice toward less effortful and smaller immediate
rewards.

Comparable findings have been obtained in human studies.
PET analyses in control subjects show a positive association
between willingness to expend effort to obtain a larger reward
over a smaller reward and striatal D2 receptor BPND and
dopamine release.' "' " Similarly, in attention deficit disorder,
deficits in motivation, such as drive and persistence, are
associated with lower D2 receptor BPND in the ventral
striatum, as measured with PET.' "

In addiction, low striatal dopamine signaling is associated
with the inability to shift behavior away from pursuing drug
use, even in the presence of competing rewards of greater
value. Indeed, in cocaine abuse, low presynaptic dopamine
release in the ventral striatum is associated with the choice to
self-administer cocaine even in the setting of an alternative
reward of higher value.”” In this study, subjects with low
dopamine release chose the smaller, immediate reward over a
larger, delayed reward. Similar results have been obtained in
the setting of clinical treatment. In cocaine abusers, low D2
receptor BPND and ABPND were associated with a failure to
respond to treatment that uses positive reinforcement (mon-
etary vouchers) as incentive for abstinence from cocaine
(contingency management).' ™ In methamphetamine abusers,
subjects who successfully maintained abstinence after treat-
ment had higher values for both D2 receptor binding and
dopamine release, compared with methamphetamine abusers
who did not respond to treatment.’” In both studies, subjects
with the higher D2 receptor binding and higher dopamine
release chose the larger, delayed reward (money or treatment)
over a smaller, immediate reward (drug).
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Altogether, these clinical and preclinical studies support the
concept that blunted dopamine transmission in addiction is a
central neurobiological endophenotype of this disease that
reflects deficits in reward processing. Yet, the factors respon-
sible for interindividual differences in dopamine transmission,
and therefore vulnerability to addiction are far from being
understood.

Possible Mechanisms for Blunted
Dopamine Transmission in
Addiction

It is well known that addiction can have genetic origins and
there has been a great deal of effort expended to identify the
polymorphisms in genes involved in dopaminergic trans-
mission, that have been extensively reviewed elsewhere, '+
In particular, the DRD2 TaqlA polymorphism has been
studied in the context of addiction'™ and a recent meta-
analysis found significant association in alcohol, nicotine,
and opiate abuse, whereas the association with stimulant-
dependence failed to reach significance.'™ Even though
historically, DRD2 TaqlA has been assigned to the D2
receptor gene, this single-nucleotide polymorphism is
actually located within the coding region of the ankyrin
repeat and kinase domain containing (ANKKI) gene' ™"
that is 9.5 kb downstream of the D2 gene. ANKKI variants
could nonetheless act on D2 receptor availability as pre-
viously reported in PET studies,”” """ potentially through
transcriptional regulation of the D2 receptor.' ™’ Additionally,
single-nucleotide polymorphisms in the D2 receptor have
recently been found to be associated with opioid,'”
heroin,'” and nicotine'”” dependence, though more
research and meta-analyses would be required to consolidate
these findings.

Thus far, genome-wide associations studies investigations in
addiction have failed to identify significant association with
genetic markers on dopamine receptor genes in alcohol, ™"
heroin,'" cocaine,'®*'% or cannabis'®* dependences. Yet,
although genome-wide associations studies has strengths
above that of gene association studies, these have also been
largely unsuccessful in identifying replicable risk loci for
addiction, despite decades of research demonstrating familial
aggregation of this disorder.'®”

Beyond genetic variation, epigenetic processes could
modulate the expression of the genes involved in dop-
amine transmission, reflecting the influence of the envi-
ronment or other factors on the development and
function of dopamine transmission. Previous studies
have investigated epigenetic modifications in response
to drugs of abuse, and these factors are thought to affect
dopamine signaling as well as other neurotransmitter
systems.'°*'°" In animal models, perinatal exposure to
drugs of abuse such as alcohol'®® or opioids'® affects
several markers of dopamine transmission in the off-
spring. Exposure to stress in the prenatal or early child-
hood period increases the risk for addiction in

. 170-172
animals,' "0

gic activity.

Although early exposure to drugs, social stress and child-
hood experience affect the risk of developing addiction, we
have only begun to understand the consequences on the brain
mechanisms and neurotransmitter systems. PET studies in
humans and nonhuman primates have investigated the effect
of poor maternal care and social stress or status on striatal
dopamine signaling. In humans, low paternal care is associated
with dopamine release in response to a psychosocial stres-
sor.'” Social stress and social status have been shown to
correlate with D2 receptor binding in humans, nonhuman
primates, and rodents, where social subordination is associated
with lower D2 receptor binding,”"'"*'"

Exercise is another environmental factor that is being
studied in connection with addiction. In animal models,
exercise during the postnatal period and adolescence increases
striatal D2 receptor binding or expression and dopamine levels
while increasing tyrosine hydroxylase expression and decreas-
ing D2 autoreceptor in the midbrain.' " Interestingly, a recent
study shows that exercise training in metamphetamine users
under behavioral treatment increases D2 BPND in the stria-
tum.'* In rodents voluntary exercise decreases ethanol' " and
cocaine self-administration, ' ™'® escalation of cocaine self-
administration,'* and attenuates relapse when applied during
early abstinence.'®'® The beneficial effects of exercise on
addiction in humans have been discussed extensively else-
where."”” Epidemiologic studies have long reported negative
associations between levels of physical activity and drug use;
however, few studies have directly examined the efficacy of
exercise as prevention or intervention strategies. However,
physical activity has been shown to be protective against
nicotine and cannabis use in at-risk substance use in young
adult men'™ and exercise acutely alleviates craving and
withdrawal symptoms.'*”'*"

These studies indicate that there is a correlation between
environmental factors and dopamine signaling. Additional
animal studies highlight other environmental factors that affect
dopamine transmission, though it remains to be demonstrated
whether they influence the development of addiction. For
instance, perinatal high-fat diet exposure has been shown to
affect dopamine transmission and striatal extracellular dop-
amine levels and D2 receptor expression in particular. 1oL
Similarly, perinatal deficiency in n-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFA) in rats influences the expression of several
markers of dopamine transmission in the mesolimbic pathway
such as tyrosine hydroxylase and the D2 receptor, as well as
extracellular dopamine levels,'””'"" in parallel with alterations
in reward processing,'”" Interestingly, deficits in n-3 PUFAs
have been reported in alcohol abuse compared with non-
abusers in subjects with bipolar disorders'””'”° and n-3 PUFA
supplementation decreases alcohol consumption in alcohol-
preferring rodents.'”’

Altogether, these data suggest that several genetic and
environmental factors could account for blunted striatal
dopamine transmission. Moreover, many genetic predisposi-
tions may only become relevant in the setting of known
environmental stressors, and could be reduced by protective

paralleled with alterations in dopaminer-
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Fig Theoretical model based on human and animal data. Low-D2
receptor levels and dopamine transmission in the ventral striatum
(left) lead to impulsive behavior, including the choice for smaller,
immediate rewards over larger, but delayed or more effortful, rewards,
which may represent an underlying behavioral pattern seen in
addiction. In contrast, higher-D2 receptor levels and increased
dopamine transmission in the ventral striatum (right) correlate with
increased incentive motivation, which could shift the choice toward
more effortful, but bigger outcomes such as successful treatment over
smaller, immediate reward such as drug consumption. In accordance
with this hypothesis, imaging studies in humans show that subjects
who respond to treatment have higher transmission at the D2 receptor
compared with those who continue to take drugs. Studies in animals
show that drug exposure itself can also affect on impulsivity as well as
D2 receptor levels and dopamine transmission, suggesting that the
decrease in dopamine transmission and D2 receptor levels in
addiction can be both a predictor and a consequence of drug use.
Thus, continued drug exposure could furthermore diminish D2
receptor signaling and increase impulsivity. Whether drug self-
administration impairs incentive motivation is not currently known.
(Color version of figure is available online.)

environmental factors.'®” These factors and the possible effect
on D2 receptor signaling are illustrated in Figure 1.

Conclusion

Animal models and human PET imaging studies show
that dopamine transmission—D2 receptor availability
and dopamine release—is blunted in addiction. In ani-
mals, low striatal D2 receptor levels and dopamine
transmission lead to impulsive behavior, characterized
by the choice for smaller, immediate rewards over larger,
delayed rewards that require more effort. Additionally,
impulsive animals show a greater propensity to drug self-
administration. Motivation, defined as the willingness to
expend effort to obtain a reward, is decreased by reducing
signaling at the D2 receptor and increased by enhanced
D2 receptor expression.

In human addiction, low D2 receptor binding and dop-
amine transmission correlate with both increased drug self-
administration and an impulsive behavioral pattern. In the
clinical setting, low dopamine signaling predicts a poor
response to treatment that uses motivation and competing
rewards to encourage abstinence.

Thus, alterations in reward processing may manifest them-
selves as impulsivity, impaired motivation, or escalation of
drug use, such that blunted dopamine transmission serves as
both a predictor and a consequence of drug exposure.
Together, these studies suggest that the altered neurobiology
of dopamine signaling, which correlates with behavioral
phenotypes that are known to be involved in addiction,
modulates the development of substance use disorders and
the maintenance of addictive behaviors.

Moreover, emerging evidence suggest that, rather than just
being a consequence of drug exposure, these biological features
could constitute risk factors, and therefore biomarkers for the
vulnerability to addiction. Even though the causes for such
vulnerability are quite unknown and have been overlooked,
genetic as well as environmental factors, or the combination of
both, are likely to be involved.

Further studies, both clinical and preclinical, are needed to
better explore these risk factors to develop preventive strategies
—behavioral or pharmacologic or both—to addiction. More-
over, they would allow identifying biological and behavioral
markers of addiction, which would facilitate the development
of preventive strategies.
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