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I NTRODUCTION GENERALE

Cette thése est le fruit d’'un partenariat entratieprise Bio-Springer et TUMR 914
INRA/INAP-G. Ce travail se situe dans le cadre @mdlyse du rble des protéines dans
I'induction de la satiété et s'intéresse plus palierement aux propriétés satiétogenes induites
par des extraits de protéines de levure. Nous aessayé de relier les effets sur la prise

alimentaire aux mécanismes centraux impliqués dansontrole.

L'obésité, ainsi que I'ensemble des dysfonctionmaneohysiologiques qui lui sont
associés, est devenue au cours des dernieres dEcanmn probleme important de santé
publique, et sa prévalence ne cesse d’augmentes, lda pays occidentaux comme dans les
pays en voie de développement. Ainsi, I'organisatioondiale de la santé dénombrait 200
millions d’obeses (dont I'indice de masse corperekcéde 25) en 1995, et estime aujourd’hui
ce nombre a plus de 300 millions, dont 115 milliomgraient dans les pays en voie de
développement. Ces chiffres ne devraient pas denidans les prochaines années, avec la
progression exponentielle du nombre d’obeses desipays comme que la Chine.

Cette « pandémie » résulte principalement de déén@amenes : I'augmentation de
I'offre alimentaire, en particulier de produits nudacturés riches en sucres simples et en
lipides, au détriment de l'alimentation traditiolaegénéralement plus équilibrée, a laquelle
s'ajoute la diminution de I'activité physique li€ela sédentarisation. L’augmentation de la
masse grasse dans des proportions trop importantesine de nombreuses complications
(maladies cardio-vasculaires, diabétes insulinceddants, cancers, etc...) qui provoquent de
nombreux déces : aux Etats-Unis, 17% de la totdii® déces résultent ainsi de pathologies
liées a I'obésité. La régulation de la prise éniggé est donc devenue une réelle question de
santé publique, dans laquelle les pouvoirs pulsi@sablent vouloir s’investir de plus en plus,
en raison de I'explosion des colts de santé liéete pandémie (estimés en France a 3.3
milliards d’euros en 2002 et aux Etats-Unis a pides100 milliards de dollars), comme
I'attestent les récentes campagnes menées paarid\Rakional Nutrition et Santé (PNNS) ainsi
gue les nouvelles réglementations obligeant lagm@s de recommandations nutritionnelles
dans toute publicité sur des produits alimentaires.

L'obésité (a I'exception de tres rares cas de nmesadyénétiques) résulte d'un

déséquilibre entre les apports et les dépensegéiitpres. La modernisation de la société,
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occidentale ou non, ayant profondément modifié leeau des dépenses énergétiques
moyennes des populations de maniere a priori irséve, le contrdle de la prise alimentaire
est un des leviers sur lequel il est possible derjgour tenter de rééquilibrer la balance
energétique. Il semble donc intéressant, danstlddprévenir une croissance de la prévalence
de I'obésité, de réduire les apports énergétigLeesnise sur le marché de produits coupe-faim
ou augmentant les sensations de satiété reprasmmteun axe de développement de nouveaux

produits importants pour I'industrie agro-alimengai

Dans cette optique, la société Bio-Springer, #lidu groupe Lesaffre, leader mondial
de la production de levurdfinexe 1), s’est fortement intéressée a I'élaboration delpits a
base de protéines ou de peptides de levure, geemigraient un effet satietogene important.
La satiété induite par les protéines a déja étélisrgment décrite et il semble a peu prés
admis qu’a charge énergétique équivalente les ipestésont plus efficaces que les autres
macronutriments, glucides et lipides, pour indlaesatiété. Cependant, les mécanismes a
I'origine de cet effet des protéines restent pargl et il n’est pas non plus précisément
déemontré l'existence de différence selon la soyn®éique. L'objectif principal de mes
travaux a donc été d’étudier les conséquencesirigestion de protéines, et en particulier de
peptides de levure, sur la prise alimentaire. Nausns comparé l'effet sur la satiété des
protéines de levure avec l'effet de protéines té@mglus classiques (comme les protéines
totales de lait). Nos résultats vont dans le séasedaction plus efficace des protéines de
levure. Un certain nombre de mécanismes sont stisiespd’étre a l'origine de cet effet
particulier des protéines de levure et nous nousnses donc intéressés a la mesure de
I'activation de régions cérébrales connues poue é@mpliquées dans la signalisation des
nutriments et donc dans la régulation du compon¢raémentaire en réponse a des repas

protéigues.
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La satiété est définie comme l'absence de faim ou plus exaeté de motivation
alimentaire, qui caractérise les périodes inteiedes (Gersteiret al, 2004). Elle a souvent
étée distinguée duassasiementqui désigne I'ensemble des mécanismes qui mefierd
I'ingestion d’'un aliment ou d’'un repas. La sati&téuite par un repas peut étre décrite de fagon
comportementale par lintervalle de temps sépammtrepas de la sensation @&m
déclenchant le début du repas suivant, et/ou paumtité énergétique ingérée lors de ce
second repas. Booth et Thibaut (Booth & Thibauf)@0contestent les conséquences de la
distinction faite entre les termes de rassasieraene satiéte, rappelant qu’ils viennent tous
deux de la méme racine « to sate », cesser owsirasea satisfaire un appétit. Le rassasiement
et la satiété correspondraient alors plus a dewettes d’'un méme processus continu
d’intensité variable au cours du temps en fonctienla nature du repas, du contexte de ce
repas, des habitudes alimentaires, et de I'indivigitat rassasié commencerait des le début du
repas, augmenterait et s’amplifierait aprés le sefm passerait de la satiété a la faim lorsque
le besoin métabolique de I'organisme ne serait gdlisfait par les nutriments disponibles dans

I'organisme.

Cette partie bibliographique porte dans une preapartie sur les régions et les réseaux
de neurones du systéme nerveux central impliqgués ¢t détection des nutriments et le
contrdle de la prise alimentaire et dans une denipartie sur I'étude des travaux menés sur
la caractérisation de l'effet satietogene des pregget des acides aminés en général. Un
probleme particulier concerne en outre le réle diiex pyriforme antérieur dans la détection

des carences en acides aminés indispensables.

|. Le contrOle central du comportement alimentaire

Le contr6le du comportement alimentaire sollicitesgin du systeme nerveux central
(SNC) des mécanismes qui dépendent du degré dényt@xdes neurones avec l'aliment.
Smith (Smith, 1996) a ainsi donné une classificatile ces voies de contréle de la prise
alimentaire en distinguant les voies de controleaties, qui sont en contact direct avec les
aliments, des voies indirectes, qui ne le sont pas. projections provenant des récepteurs

oraux, olfactifs, sensoriels, chémorécepteurs, n@ézepteurs, thermorécepteurs,... vont
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stimuler les voies directes au niveau du SNC etulenda taille du repas (rassasiement) selon
la balance des messages activateurs et/ou inhibits niveau des centres intégrateurs. Le
contrdle indirect est sous l'influence de signaukre sont pas en contact avec I'aliment mais
qui agissent tout de méme sur les noyaux régidsanbmportement alimentaire. Il existe
plusieurs catégories de signaux du contrdle ingires principaux étant ceux d’ordre
rythmique (nycthémere, taux d’oestrogéne, ...), natqbe (insulinémie, taux d’acide gras
circulant, leptinémie, ...), thermique (environnemexterne, fievre), conditionné (préférence,
aversion, satiété), cognitif (environnement sodioeal) et écologique (disponibilité
alimentaire). La somme des informations collectéesiveau des différents circuits neuronaux

aboutit alors a un comportement alimentaire coanéon

I.1 Régulation court terme / repas : le noyau du tctus solitaire (NTS)

Le noyau du tractus solitaire (NTS) constitue lmg@pal point d’entrée du nerf vague
(X) dans le systeme nerveux central et recoit alasiprojections afférentes depuis la majeure
partie des organes de l'appareil gastro-intestiBal.outre, il recoit certaines afférences des
nerfs craniens |, Il, V, VII, IX qui véhiculent, dais la sphere orosensorielle, de hombreuses
informations relatives a la texture, au goat, ador, a I'aspect et a la palatabilité des aliments.
I a été réecemment montré que certaines informatiquant a la composition en
macronutriments des aliments pouvaient étre déteqtér des récepteurs spécifiques dans la
langue au cours du repas (Nelstral, 2002, Laugerettet al, 2005) et donc rejoindre le NTS
par ces voies. Le NTS constitue donc un centreill@gie pour l'intégration de toutes les

informations liées au repas.

[.1.1 Neuroanatomie et organisation du NTS

Le noyau du tractus solitaire (NTS) est un noyaombencéphalique situé dans la
partie dorso-médiane du bulbe rachidiefkiggre 1). Un découpage selon [l'axe
antéropostérieur permet de définir des régions @8 Belon la branche du nerf vague ou des
autres nerfs craniens concernés. Un premier dégeuparmet de définir trois régions en
fonction de la présence ou non de I'area postrékRq ( caudale en arriere du début de I'AP,
centrale quand I'AP est présente, rostrale apoesérture du canal central et la disparition de
I'AP. La distribution rostrocaudale du NTS corresga@n réalité assez bien a celle des organes
concernés (Altschuleet al, 1989). Ainsi, la partie la plus rostrale recas lafférences en
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provenance de la sphére orosensorielle (palaig)dapharynx) et la partie la plus caudale les
afférences en provenance des branches hépatiqueeleique. Pour la partie commune avec
'AP, les distributions sont plus diffuses, et denhent la majorité des projections en

provenance de I'estomac et des intestins (Norgr&méth, 1988).

I.1.2 Activation du complexe dorsal vagal lors duepas

Le complexe dorsal vagal comprend le NTS, I'’APsague le noyau moteur dorsal du
vague (DMX). Ces trois régions sont fortement icde@nectées, et leur activation est
généralement commune lors d’'un repas (Rinaptaad, 1998, Emoncet al, 2001b). Ainsi, le
NTS recoit les informations nerveuses en provenated’appareil gastro-intestinal qu'il
transmet vers d’autres régions centrales, ou éalnoe réponse qui est ensuite retransmise par
exemple par le nerf vague, mais cette fois-ci damgdle moteur a travers le DMX. L'AP,
grace a une barriere hémato-encéphaliqgue perm@dbl€inley et al, 2003), est sensible aux
nutriments circulants et répercute les informatialiiectement vers le NTS grace a des
projections trés denses (Cunninghatral, 1994). Ce complexe est donc en mesure d’intégrer
les différents parameétres relatifs au repas eadligtune réponse de maniere autonome.

Ainsi, de nombreuses études, utilisant le modéderats décérébrés (dont toutes
connexions autres qu’humorales entre I'avant eti€ee du cerveau ont été abolieBjgure
2), ont mis en évidence la capacité du complexe vdmaal a réguler, a I'échelle d’'un repas,
la prise alimentaire sans aucune intervention diterelu systeme nerveux central et en
particulier de la région hypothalamique. Les ra#céatébrés régulent alors leur prise
alimentaire a court terme, et leur comportemenstrpas modifié par rapport aux rats témoins
suite a une injection de CCK (Grill & Smith, 1988) d’insuline (Flynn & Grill, 1983), ou lors
de I'utilisation du paradigme de « sham feedihf3¥ill & Kaplan, 1992), montrant la capacité
du bulbe rachidien a réguler de maniere indéperdantonsommation énergétique lors d’'un
repas (Grill & Kaplan, 2001, Grill & Kaplan, 2002En revanche, les rats décérébrés sont
d’'une part incapables d’initier un repas et d’ayieet de compenser un jeun forcé par une
surconsommation (Kaplaet al, 1993), montrant I'implication d’autres régionsndala

régulation du comportement alimentaire a moyen leing terme. Le complexe vagal dorsal

' Le sham feeding désigne un procédé expériments! iguel I'animal mache et avale un aliment maiten
digére pas grace a canule une placée au niveacedegdhage ou a I'entrée de I'estomac. Ce procéahégpe
d’étudier I'impact des informations générées paphére orosensorielle par rapport aux informatgérsrées
par le tractus digestif.
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peut donc assurer a lui tout seul le contrdle tidecla prise alimentaire, mais les connections

entre l'avant et I'arriere du cerveau sont nécessgiour le contr6le indirect (Smith, 1996).

1.1.3 Facteurs modulant I'activation du NTS par lesafférences vagales

[.1.3.1 Parameétres généraux du repas

Hormis les informations relatives aux propriétéssensorielles des aliments, le NTS
integre les signaux pré absorptifs transmis pareld vague. Il est naturellement activé lors
d’'un repas, si celui ci est suffisamment rassagRimamanet al, 1998, Emoncet al, 2001b),
mais également suite aux différents types de sticaiduisant a la satiété durant un repas
(Powley & Phillips, 2004). Il est ainsi activé pare augmentation du volume gastrique (Traub
et al, 1996, Willing & Berthoud, 1997, Rinamaet al, 1998) dans sa partie la plus rostrale
(Vrang et al, 2003). Il est également sensible aux infusionsiteiments dans le duodénum
(Zittel et al, 1994, Phifer & Berthoud, 1998) et la nature desriments ingérés a une
influence sur son activation (Zittet al, 1994, Phifer & Berthoud, 1998, Yamamoto & Sawa,
2000b, Yamamoto & Sawa, 2000a). Dans le cas gén@mlprotéines possedent le taux
d’activation le plus faible, et les sucres simplesplus important. Les afférences vagales
contiennent également des récepteurs pour un gramibre de peptides ou hormones secrétés
durant la digestion, qui activent ou inhibent lefneague et donc le NTS par voie de
conséquence. Nous pouvons cependant noter queelesnes du NTS possedent en général
des récepteurs pour ces mémes peptides ou hormenegermettant d’agir également par

voie humorale.

[.1.3.2 Cholécystokinine (CCK)

La cholecystokinine est produite par les cell@etroendocrines de I'intestin durant le

repas. Sa production constitue le signal de ramsa&sit par excellence, et son administration
périphérigue est a I'origine d’'une forte réductibm la prise alimentaire (Giblet al, 1973a).
L’action anorexigene de la CCK s’effectue a pluseniveaux. Elle inhibe la vidange
gastrique (McCanret al, 1989, Schwartzt al, 1993), ce qui augmente le rassasiement
(Powley & Phillips, 2004). En outre, elle agit decbn paracrine sur les terminaisons des
afférences vagales et les active (Schwaetzal, 1991). Le NTS est alors sensible a
I'administration de CCK (Zittekt al, 1999) a travers les récepteurs CCK-1 (Wanal, 1999,
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Glatzle et al, 2001) dont I'effet est d’ailleurs potentialisér pa leptine (Emondet al, 1999,
Emondet al, 2001a).

Les protéines induisent une augmentation plasmatigula CCK (Blomet al, 2006,
Bowen et al, 2006b) et peuvent activer le nerf vague par egsRaybould, 1991, Liddle,
1995). Le nerf vague n’est cependant pas indispbmsa cet effet, la CCK pouvant agir
directement de maniére centrale (Reidelbergeal, 2004). Cette action centrale fournirait
d’ailleurs une explication au maintien de I'effetoaexigene des régimes HP aprés vagotomie

sub-diaphragmatique (L'Heureux-Boureinal, 2003).

1.1.3.3 Glucagon-Like-Peptide-1 (GLP-1)

Le GLP-1 est une hormone dérivée du proglucagoadyite par clivage avec le

glucagon au niveau du pancréas, de lintestin geéléu systeme nerveux central (Kieffer &
Habener, 1999)Higure 3). Sa libération périphérique lors du repas réldujirise alimentaire
chez le rat (Chelikanet al, 2005) et chez 'Homme (Verdiockt al, 2001), tout comme son
injection centrale (Turtoet al, 1996).

L’action anorexigene du GLP-1 lors du repas résdéeplusieurs mécanismes parmi
lesquels les plus importants sont une inhibitionadeidange gastrique (Nauek al, 1997) et
une augmentation de la sécrétion d’insuline (Kreymet al, 1987, Mojsowet al, 1987).

Chez I'homme, l'ingestion d’'une charge riche ent@irees entraine une augmentation
de la concentration plasmatique en GLP-1, plus mapte que celle observée apres une charge
riche en glucides (Blorat al, 2006, Boweret al, 2006a). Le pic de concentration plasmatique
en GLP-1 apparait plus tardivement aprés la chagie en protéines, ce qui aboutit au
maintien d’une concentration plus élevée plus lemgts. La nature des protéines pourrait
eégalement influencer le profil postprandial de GLP-par exemple, les protéines de
lactosérum entrainent une augmentation plus impiartdes teneurs plasmatiques de GLP-1
gue les caséines (Hadt al, 2003).

1.1.3.4 Autres facteufs

Divers autres neuropeptides induisent une dépresiEda prise alimentaire au niveau
du NTS, comme le peptide CART (Agd al, 2001, Smedh & Moran, 2003).
Deux autres peptides gastro-intestinaux, la gheélgt le PYY, ont une action

importante sur le NTS. Le complexe vagal dorsasgmée en effet de nombreux récepteurs a la

" Le cas particulier de la leptine sera abordé tmpartie 1.1.4.3.
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ghréline, tout comme le nerf vague (Guedral, 1997) et l'injection centrale de ghréline induit
une augmentation de la prise alimentaire similairelle est réalisée au niveau du complexe
vagal dorsal ou de I'hypothalamus (Faulconbridgeal, 2005). En outre, une vagotomie
supprime I'effet orexigéne d’'une injection périphiée de ghréline (Datet al, 2002). Cette
région, qui posséde de trés abondantes projectierss I'hypothalamus et le noyau arqué
(ARC) en patrticulier (Jobstt al, 2004), servirait alors de relais en activant adement les
neurones NPY/AgRP ou en activant les neuronesigbrgtésents dans cette région.

Le relais que représente le NTS vers d’autres nsgithi CNS, comme le noyau arque,
semblerait également important dans le cas du P3¥36], méme si les expériences menées
jusqu’alors sont controversées. Une vagotomie ediblien effet I'effet anorexigéne de
I'injection périphérique de PYY mais surtout attérait fortement I'activation c-fos des
neurones pro-opiomélanocortine (POMC) de 'ARC (Kedl al, 2005), montrant que I'action
du PYY sur ces neurones passerait préférentiellepanla connexion NTS-ARC plutdt que
par I'activation directe des récepteurs Y2 au nivdas neurones POMC et NPY de I'ARC.
Cette expérience est cependant en contradictiomr aVaeutres études montrant qu’une
vagotomie n’affecte pas les propriétés anorexigelneBPY (Halatchev & Cone, 2005) et que
le PYY est capable de toucher les neurones du NarSvgie humorale (Hernandez al,
1994), et serait donc susceptible d’activer le [d&8s activation du nerf vague.

Malgré un grand nombre de stimuli potentiellemaexm@enes ou anorexigenes, seules
quelques populations de neurones assez bien dgbnieété identifiees comme jouant un role

prépondérant dans la régulation du comportementataire.

1.1.4 Implications des différents phénotypes de neanes du NTS dans la

régulation du comportement alimentaire.

[.1.4.1 Neurones noradrénergiqgues/adrénergiques

Au niveau du bulbe rachidien, deux populations drirones noradrénergiques/
adrénergiques présentent des projections fortermaptiquées dans la signalisation des

nutriments lors du repas.

1.1.4.1.1 Moelle ventro-latérale
Dans la partie ventro-médullaire du bullbégire 1), la moelle ventro-laterale (VLM)

comporte de tres nombreux neurones catecholamiuesgy divisés en 3 groupes : Al, A1/C1
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et C1 (les groupes A comprennent majoritairemesatrairones noradrénergiqgues, les groupes
C des neurones adrénergiques).

Une grande partie des neurones des groupes Al/€tlA la partie la plus caudale du
groupe CL1 projettent vers le noyau paraventricaldée I'hypothalamus (PVH), et en particulier
vers la partie parvocellulaire, comme l'ont monkeé études de tracages antérogrades et
rétrogrades (Sawchenko & Swanson, 1982b, Cunninghtaah 1990). Ces groupes projettent
eégalement vers d’autres régions de I'hypothalanaums,particulier le noyau supraoptique
(Swansonet al, 1981, Cunningham & Sawchenko, 1988) ainsi quexdgau préoptique
médian (Tuckeet al, 1987). En outre, une partie totalement distinteteC1 (la plus rostrale)
projette vers la corde spinale (Sawchenko & Swans882a, Tuckeet al, 1987, Ritteret al,
2001).

Les projections de ces zones vers le PVH sont qugés dans des comportements
orexigenes, comme l'atteste la tres forte co-lsadion de ces neurones avec le neuropeptide Y
(Everitt et al, 1984, Sawchenket al, 1985), un des plus puissants orexigénes du sgstem
nerveux (Williamset al, 2004). Ces neurones sont par exemple activés ldaoas d’'une
privation de glucose (Ritteet al, 1998, Ritteret al, 2001, Hudson & Ritter, 2004),
phénomene facilité par la proximité de nombreuxoees gluco-sensibles (Rittet al, 2000).

La connexion vers le PVH est alors indispensablen@ hausse compensatoire de la prise
alimentaire, alors que celle vers la corde spipalenet une activation de la néo-glucogénéese
(Ritter et al, 2001). Ces neurones sont inactifs lors de stitiaua mécaniques gastriques ou
lors de [lingestion d'un repas (Rinamaat al, 1998), contrairement aux groupes

catecholaminergiques du NTS.

1.L1.4.1.2 NTS

Les neurones noradrénergiques/adrénergiques duAX 8t C2) sont activés suite aux
stimulations mécaniques qui surviennent durantepas (Willing & Berthoud, 1997, Rinaman
et al, 1998, Roger®t al, 2003) et participent ainsi aux conséquences aiyenees de ces
stimulations (Rinaman, 2003).

Ces neurones projettent largement, tout comme desones du VLM, vers le PVH
(Sawchenko & Swanson, 1982b, Sawchenko & Swang€i8Rd, Cunningham & Sawchenko,
1988, Cunninghanet al, 1990). En revanche, I'implication exacte de cesranes dans des
mécanismes orexigene ou anorexigéne est ambiguéordtoversée. En particulier, la

participation de ces neurones dans la repons€&Kkaest encore peu claire.
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Le bulbe rachidien répond de maniere autonomeCCld. En effet, les rats décérébrés
présentent une réponse inchangée a la CCK (Grilindith, 1988). Par contre, la Iésion des
neurones A2/C2 entraine une perte de leffet angéme d'une injection de CCK,
proportionnelle au nombre de neurones lésés (Rina@@03) Figure 4). Des rats lésés de
cette maniere depuis le PVH présentent néanmomsaponse intacte a la CCK, montrant que
la connexion NTS-PVH n’est pas impliqguée (Ritegral, 2001). Cependant, seule la moitié
des neurones de A2/C2 est alors lésée (Réteal, 2001, Hudson & Ritter, 2004) et les
neurones A2 ne sont pas activés lors d’'une prinati® glucose (Ritteet al, 1998). Ainsi,
environ la moitié des neurones A2 (ceux qui negttent pas vers le PVH) est indispensable a
la médiation de I'effet de la CCK au niveau du NT&®s neurones pourraient projeter vers
d’autres régions hypothalamiques impliquées damgdalation du comportement alimentaire
(Ter Horstet al, 1989) ainsi que vers d’autres régions du bullohidéen, en particulier le
VLM (Sawchenko & Swanson, 1982b).

Les neurones C2 projetant vers le PVH assurent @puour les groupes Al, A1/C1 et
C1 des fonctions orexigenes, et sont impliqués éansponse suite a une privation de glucose
(Ritter et al, 1998, Ritteret al, 2001). De plus et contrairement aux neuronedes2neurones
C2 présentent une tres forte co-localisation agedRY (Sawchenket al, 1985), confirmant
I'effet orexigéne des messages véhiculés par agenes C2.

Il semblerait également que la ghréline périph&jgautre puissant orexigéene,
augmente les teneurs en ARNm de la doparpgihgdroxylase (enzyme responsable de la
conversion de la dopamine en noradrénaline) pagsineurones du groupe A2 ainsi que la
teneur en noradrénaline dans le noyau arqué aawnikes neurones NPY (Dattal, 2006).

Les neurones A2 jouent donc un role a la fois angeme a travers leur role
indispensable dans la baisse de prise alimentaiigte par la CCK et un role orexigéne dans
le cas des projections vers le PVH. Il est donficilé de discriminer parfaitement au sein de

cette zone le réle des neurones noradrénergiquéakdiques.

1.1.4.2 Neurones GLP-1

Au sein du NTS, les neurones utilisant le GLP-thicee neuromédiateur jouent un role

prépondérant dans le comportement alimentaire. LB-G est produit, au niveau du CNS,
uniqguement dans le bulbe rachidien (Larsgnal, 1997, Kieffer & Habener, 1999). Les

neurones GLP-1 co-localisant parfaitement aveadéesones GLP-2 au niveau du NTS (Vrang
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et al, 2003), nous emploierons par abus de langagernetde neurones GLP-1 pour désigner
I'ensemble des neurones GLP1/2 du NTS.

Il convient de distinguer I'action des GLPs en tgnthormone, agissant a la fois au
niveau peériphérique et central, des réseaux deonesr utilisant le GLP-1 en tant que
neuromédiateur. L'action du GLP-1 en tant que plepiintestinal a fait I'objet de nombreuses
recherches et nous avons évoqué son réle précéddémieniveau central, et en particulier
dans le NTS, le rbéle des neurones GLP-1 differéri&mgent de son rdle hormonal. Sa fonction

est toujours fortement anorexigene, mais avec cearge aversive.

Ainsi, I'étude des phénoménes de « malaises viggéranduits par l'ingestion
d’aliments toxiques, qui se traduit par une forteraxie vis-a-vis de ces aliments, a permis de
mettre en évidence le rdle des neurones GLP-1 dB8 dEns cette anorexie. L’injection de
GLP-1 dans le %" ventricule entraine en effet une baisse de consdiomtrés similaire &
celle induite par une injection de chlorure deitith (LiCl) (Thiele et al, 1997) et active les
neurones GLP-1 du NTS (Rinaman, 1999b). Le LiCluest molécule fortement anorexigene
(McCannet al, 1989) qui induit une aversion gustative conditiéa (Thieleet al, 1997).
L’injection d'un antagoniste du GLP-1 (exendinepkbcette anorexie ainsi que celle induite
par le LiCl (Rinaman, 1999a, Seeleyal, 2000), et diminue fortement I'activation c-fos du
NTS suite a une injection de LiCl. De plus, lesm@es GLP-1 du NTS sont mis en jeu dans
un grand nombre de stimuli associés a des phénanamgsifs, comme I'administration de
lipopolysaccharides (Rinaman, 1999b, Grdt al, 2004), de doses aversives de CCK
(Rinaman, 1999b), ou de distension gastrique nptilee (Vranget al, 2003). Dans le cas des
lipopolysaccharides, il a été montré que le sitetibn était bien situé dans le bulbe rachidien
et non dans la région hypothalamique (Geillal, 2004). Ces difféerents éléments montrent
donc le réle primordial des neurones GLP-1 du N@aSsda médiation de I'aversion gustative
conditionnée.

En outre, les neurones GLP-1 du NTS projettentctBraent vers le noyau central de
'amygdale (CeA), une zone centrale qui posseddres fort taux de récepteur au GLP-1
(Goke et al, 1995). Le CeA est indispensable dans la mise lacepd’aversion gustative
conditionnée (Ajeet al, 2000) et est fortement activé par une injectierLiC| (Yamamotoet
al., 1992, Spencer & Houpt, 2001). L'injection de GLRau niveau du CeA entraine une
aversion gustative conditionnée (Kinzég al, 2002) mais pas d’anorexie, indiquant que le

CeA est le site responsable de la composante @dapgsage du conditionnement et non le site
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effecteur de I'anorexie. Elle produit également hmasse du niveau d’anxiété chez le rat, qui
est réversible suite a I'injection d’un antagonidte GLP-1 (Kinziget al, 2003). Les noyaux
GLP-1 projettent également indirectement vers |I& @ar le biais du noyau parabrachial
(PBN) (Herbertet al, 1990, Jiaet al, 1994, Rinaman, 2003). Or le PBN est une zone
fortement impliquée dans linstallation d’aversigostative conditionnée (Fromentat al,
2000), et elle est fortement activée par une imgacde LiCl (Yamamotoet al, 1992),
activation qui est abolie par I'administration déexline. Les projections des neurones GLP-1

confirment donc le réle de ces neurones dans anggpa des stimuli aversifs.

A faible dose, il est cependant pressenti que Bsames GLP-1 du NTS seraient
également impliqgués dans la satiété (Vragtgal, 2003). Ce role est supporté par les
projections de ces neurones vers d’autres régionSNIS. Les neurones GLP-1 du NTS sont
des neurones non catécholaminergiques (Laeteal, 1997) et certains de ces neurones
projettent vers le PVH (Larseet al, 1997, Rinaman, 1999b). Le rdle de ces neurones es
cependant controversé. Ainsi, l'injection de GLRKns le PVH ne produit pas d’aversion
gustative conditionnée (McMahon & Wellman, 1998rs1que des injections de LiCl activent
la majorité des neurones GLP-1 du NTS dont ceuxetaot spécifiquement vers le PVH
(Rinaman, 1999b). Méme si ces neurones ne sontupagiement impligués dans des
phénomeénes aversifs, il est probable qu'ils partict tout de méme a la réponse anorexigéene
associee.

En conclusion, une modulation assez flexible desaores GLP-1 du NTS permettrait a
la fois de favoriser une anorexie liée a une awargjustative conditionnée par le biais de
projections directes ou indirectes (via le PBN)svir CeA et de promouvoir également la
satieté par des projections vers le PVH (Kirgigl, 2002).

1.1.4.3 Neurones POMC

Une troisiéme population de neurones est fortenmaptiquée dans la régulation du

comportement alimentaire au niveau du NTS: les ore@g POMC. Ces neurones sont
phénotypiquement disjoints des deux populationsit@gégprécedemment (Fa al, 2004).

Les corps cellulaires des neurones contenant dgne POMC ne sont présents que
dans deux régions bien définies du cerveau : I'ARB&cobowitz & O'Donohue, 1978) et le
NTS (Josephret al, 1983, Yamazoet al, 1984). Alors que la population de 'ARC a fait

I'objet de recherches intensives au cours de cesedes années, celle du NTS a été beaucoup
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moins étudiée et son rble est donc moins bien comlmu outre, aucun article a notre
connaissance n'a pu étudier précisément le rolendasones POMC du NTS chez un autre
modele que la souris transgénique car la détettiomuno-histochimique des neurones POMC
pose semble-t-il de nombreux problemes qui néeggditdentification des neurones par ajout
d’une protéine fluorescente dans la séquence del ggolant pour POMC (souris POMC-GFP).
Malgré ces difficultés techniques, certaines déffi@es intéressantes entre les deux populations
de neurones POMC ont pu étre mises en évidence.

Comme nous le verrons ultérieurement, les neurB@¥4C de 'ARC co-expriment le
neuropeptide CART et forment avec les neurones NBRP un couple intégrateur des
signaux relatifs a ’lhoméostasie énergétique. lpait des signaux agissent ainsi de concert
sur les deux populations neuronales qui génereatrégponse coordonnée. Au sein de ce
systeme, 'AgRP joue alors le réle d’antagonists Eepteurs a la mélanocortine (Ollmatn
al.,, 1997). Dans le NTS, la situation est fort difféee Ainsi, les neurones POMC du NTS ne
co-localisent pas du tout avec le peptide CARTaElttet al, 2006a), et il n'existe pour ainsi
dire pas de corps cellulaire ou de fibres contedanfAgRP dans le NTS (Broberget al,
1998b). Le couple POMC/CART et AQRP/NPY n’existexd@as dans le NTS.

En outre, les effecteurs du systeme mélanocortilgues le NTS sont trés différents de
ceux de I'ARC. Ainsi, les neurones POMC de 'ARCnsaensibles, en raison de leur
proximité avec le %" ventricule et d’'une barriére hémato-encéphalique perméable a cet
endroit (Peruzzet al, 2000), a un certain nombre de peptides ou d’hoescairculants tels
que la ghréline, la leptine, le peptide YY... En maiier, la leptine joue un réle tres important
sur la régulation des neurones POMC ainsi que esirsantagonistes », les neurones NPY. |l
semble, mais les études réalisées sont contragisiajue la leptine ne joue pas le méme réle
auprés des neurones POMC du NTS. Si la leptineeaatie partie des neurones POMC (Cone,
2005), son implication dans l'activité de pSTATadteur de transcription intervenant dans la
signalisation de la leptine en intracellulaire) pkts controversée. Une étude montre que la
leptine augmente l'activité de pSTAT3 dans 50% masrones POMC (Ellacoét al, 2006a),
la ou une autre étude montre une absence totdletdde la leptine sur I'activité de pSTAT3
(Huo et al, 2006) avec des protocoles pourtant similairesodre, le réle de la leptine sur les
teneurs en ARNm de POMC durant les périodes pestdmles est trés différent entre le NTS
et 'ARC. Dans 'ARC, la leptine augmente I'exprisssde POMC apres les repas (Bertile &
Raclot, 2006) alors que dans le NTS, la leptineanieun effet sur I'expression de POMC (Huo

et al, 2006, Perelloet al, 2007). Ces différents résultats tendent a nous faenser que
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contrairement aux neurones POMC de I'ARC, la laptifest pas le principal régulateur des
neurones POMC du NTS.

En revanche, la CCK est un puissant régulateur’aldivité de cette population
neuronale. La CCK active fortement les neurones EQM NTS (Faret al, 2004, Appleyard
et al, 2005) et le récepteur MC4 est essentiel a I'efétiétogene de la CCK (Fahal, 2004).
En outre, la CCK et la leptine ont un pouvoir datigéne synergique au niveau du NTS
(Emondet al, 1999, Emoncet al, 2001a). On peut donc penser que la leptine agitizeau

du NTS a travers des réseaux de neurones qui ingplida CCK.

.2 La région hypothalamique et le contréle de la dlance énergétique

La région hypothalamique représente le point devexence de nombreuses
informations périphériques et participe au contidgel'noméostasie énergétique corporelle et
de la prise alimentaire. Cette zone trés vaste oompde nombreux noyaux qui sont en
interaction permanente (Berthoud, 2002). Elle repné donc la zone d’intégration par

excellence.

1.2.1. Le noyau arqué (ARC)

En raison d’'une barriere hémato-encéphalique peérlmg®eruzzcet al, 2000) et de
son emplacement, adjacent dtM%ventricule Figure 5), le noyau arqué (ARC) est un site
privilégié pour le suivi des teneurs sanguines dé&iments, neuropeptides et hormones
circulantes. En dehors de son emplacement prig)@giRC possede également une structure
neuronale singuliere, en étant composé presquasxement de deux phénotypes bien définis
(Bagnolet al, 1999) et aux propriétés antagonistes, les nearB@MC/CART et les neurones
NPY/AgRP.

[.2.1.1 Neurones POMC/CART
1.2.1.1.1 Le systeme mélanocortique

Le gene POMC (pour pro-opiomélanocortine) code pmugrand nombre de peptides,
dont I'hormone adréno-corticotrophique (ACTH), lanfille des MSH (pour melanocyte-
stimulating-hormone), qui comprend trois peptides, p- et y-, et la B-endorphine. Ces
peptides interviennent dans de nombreuses fonatiemsgulation physiologique, mais au sein
du systeme nerveux central, le géne POMC et soressipn, la-MSH, ne sont présents que
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dans deux régions bien définies : 'ARC (Jacobovw&itZD'Donohue, 1978) et le noyau du
tractus solitaire (NTS) (Josegh al, 1983, Yamazoet al, 1984). La-MSH agit au niveau du
CNS par le biais de deux récepteurs : MC3R et MCERacott & Cone, 2006), tous deux
impliqués dans la régulation du comportement altaies (Cone, 1999) et dont la particularité
est de posséder un antagoniste spécifique, 'agent-related protein (AgRP) (Ollmarh

al., 1997). De nombreux sites recoivent a la foisfd@ss en provenance de neurones POMC
et de neurones AgRP (Bagnet al, 1999, Cone, 2005), ce qui est le cas des projecten
provenance de I'ARC. Les récepteursc@MSH sont présents dans de nombreuses régions du
cerveau impliquées dans la régulation du compoméraBmentaire, en particulier dans la
région hypothalamique et le bulbe rachidien (Moamngt al, 1994). Les trois composantes
MSH, MC3/4R et AgRP forment un systeme appelé systénélanocortique, fortement

impliqué dans la régulation du métabolisme a mdgag/terme.

[.2.1.1.2 Activation des neurones POMC/CART au s ARC

1.2.1.1.2.a Implication de la leptine

Les neurones POMC/CART sont situés dans la paeiidrelatérale de I'ARC (Bagnol
et al, 1999). Le peptide CART (pour cocaine-and-amphgtesrelated transcript), qui est un
puissant anorexigéne du CNS (Kristengtral, 1998, Vranget al, 1999), est co-exprimé
presque totalement dans les neurones POMC de I'fRi@s et al, 1998a, EImquistt al,
1999), ce qui explique I'appellation « neurones RO®IART », que nous simplifierons en
neurones POMC pour la suite.

Ces neurones ont été principalement étudiés eonraie leur implication dans la
réponse anorexigene causée par la leptine. Lanéest une hormone sécrétée par les
adipocytes, dont le taux circulant reflete la tenern masse adipeuse de I'organisme et donc
I'état des réserves énergétiques (Fredegtltal, 1995). La leptine, malgré I'emplacement
privilégié de 'ARC, ne profite pas de la perméadible la barriere hémato-encéphalique a ce
niveau pour atteindre 'ARC, mais utilise un trampur spécifique (Banks, 2004).

Les neurones POMC de 'ARC co-expriment le récaptela leptine (Cheungt al,
1997) et la leptine dépolarise des neurones POMAVIEY et al, 2001), augmente I'activation
c-fosde ces neurones (Elias al, 1998a, Eliat al, 1999) ainsi que les teneurs en ARNm de
POMC (Schwartzet al, 1997) et du peptide CART (Kristenseh al, 1998). Les neurones

POMC sont donc sensibles et activés en cas deddudaux circulant de leptinEigure 6).
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Or la leptine est un agent anorexigene indispeasabline régulation normale de la
prise alimentaire a moyen/long terme. Une injectiten leptine réduit la prise alimentaire
(Halaaset al, 1995), et les souris déficientes en leptoled¢h, tous comme les étres humains,
présentent une hyperphagie et une obésité révessiar I'injection de leptine (Campfieéd
al., 1995). L'absence du récepteur a la leptine clesduris mutante entraine également
hyperphagie et obésité, en particulier en cas diad®s sélective du récepteur dans 'ARC
(Balthasaret al, 2004). Cependant, des individus en surpoids asew présentent des taux
circulant en leptine plus élevés que la normalas gaour autant réduire leur consommation
énergétique (Fredericht al, 1995), mettant en évidence un phénoméne de aBsesta la
leptine qui serait impliqué dans la prévalencedltdide I'obésité (Enrionet al, 2006).

1.2.1.1.2.b Résistance a la leptine

Le phénomene de résistance a la leptine impliqrectdiment les neurones POMC de
I'ARC, et n'est détectable gu'au sein de ces neesofMunzberget al, 2004, Enrioriet al,
2007). Le récepteur a la leptine présent dans I'ARCle récepteur dit long, qui présente un
domaine extracellulaire avec site d’'accrochage idantl et un domaine cytoplasmique
(Tartaglia, 1997) Kigure 7). Une fois la leptine liée au récepteur, le doradimtracellulaire,
qui comprend une tyrosine kinase (Jak), impliquaesde signalisation des cytokines, entraine
la phosphorylation du facteur de transcription SBAMunzberget al, 2003) en pSTAT3. Ce
dernier passe ensuite dans le noyau du neuromtivet & transcription de POMC (Schwaelz
al., 2000) Figure 8), causant l'activation du neurone. pSTAT3 favoriégalement la
transcription du suppresseur de cytokine 3 (SOC@ABnhzberg & Myers, 2005). Dans le cas
d’individus de poids normal, présentant des tauledéne circulant faibles, la transcription de
SOCS-3 reste faible. En revanche, dans le cas idithd obéses et aux taux de leptine
constamment éleveés, les concentrations de SOC&t3akws élevées (Munzbery al, 2004,
Enriori et al, 2007) entrainant une réduction de l'activité @egphorylation de Jak et donc
une baisse de pSTAT3 (Munzbeeg al, 2005, Munzberg & Myers, 2005). Les neurones
POMC sont alors moins dépolarisables suite a ugenaantation du taux circulant de leptine.
Les neurones sont donc insensibilisés a la leginee peuvent plus s’acquitter correctement

de leur réle dans la régulation du comportementeitaire Figure 9).
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.2.1.1.2.c Autres facteurs modulant I'activité desirones POME
Depuis la découverte de linfluence de la leptine ks neurones POMC, d’autres
sources d’activation ou d’inhibition ont été misas évidence, montrant que de nombreux
systemes liés au comportement alimentaire conveaemiveau du systeme meélanocortique,

soulignant 'importance de ces neurones dans I'lustasie énergétique.

Insuline

L’insuline est une hormone sécrétée par les calluldu pancréas. Outre son role dans
I’'hnoméostasie glucidique, I'insuline a une actiamoexigene au niveau du systeme nerveux
central (Woodst al, 1998, Airet al, 2002a), semblable a celle de la leptine. L'inslitout
comme la leptine, voit son taux circulant corrélée@la masse adipeuse de I'organisme
(Bagdadeet al, 1967) et posséde également un systeme de trémspa@pécifique pour
traverser la barriere hémato-encéphalique (Wab@d, 2003). En outre, I'action conjuguée de
la leptine et de I'insuline est généralement ifiéré a I'action des deux hormones séparément,
au mieux strictement additive, mais pas synergi@hie et al, 2002b), suggérant des sites
d’action semblables.

Au sein de I'ARC, les neurones POMC co-exprimenélgepteur a l'insuline et y sont
sensibles (Conet al, 2001, Benoitet al, 2002). En outre, I'injection dans I'hypothalamus
d’'un antagoniste au récepteur MC3/4R abolit la népoanorexigéne de I'insuline, montrant
I'implication du systéme mélanocortique dans laorése a l'insuline.

Le récepteur a l'insuline, méme s’il est distin& celui de la leptine, présente des
similitudes avec ce dernier (Schwasgt al, 2000) et la réponse intracellulaire de ces deux
hormones au sein des neurones POMC emprunte desaamnmunes (Niswender & Schwartz,

2003), ce qui explique en partie les similitudesedres effets Figure 10).

Sérotonine
La sérotonine est un neuromédiateur connu depagtdmps comme inhibiteur de la
prise alimentaire, aussi bien au niveau centralggrghérique (Simansky, 1996), comme l'a
entre autres montré I'étude de la séquence compentle de satiété a la suite d’'une injection

de sérotonine (Edwards & Stevens, 1991). La séirmtone franchissant pas la barriére

Dans cette partie, nous n'évoquerons que les neptiges ou neuromédiateurs produits centralemeatiou
niveau gastro-intestinal et qui traversent la léaerhémato-encéphalique pour agir sur les neu@d4C. Ceux
agissant sur les neurones NPY ou via le nerf vaguent étudiés dans les parties concernées.
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hémato-encéphalique, son action centrale est wbisdlement liée a une production au sein
du CNS. L’injection centrale de sérotonine impliques régions comme le noyau
paraventriculaire de I'hypothalamus et I'hypothalemlatéral, régions qui sont fortement
interconnectées avec les neurones POMC (Eliad, 1998b, Cowleyet al, 1999, Eliast al,
1999).

La mise en évidence de limplication des neuron€&ME dans la réponse a la
sérotonine centrale a été démontrée par I'emploiadienfluramine, agoniste indirect de la
sérotonine, qui stimule la sécrétion et bloquedit®nine dans la synapse en empéchant sa
récupération par I'axone. Cette molécule était éffisace en thérapie de I'obésité mais a été
retiree du marché en raison d’effets cardio-pulnresanéfastes (Connollgt al, 1997). La
fenfluramine active les neurones POMC (Heigeal, 2002), tout comme la sérotonine, avec
une réponse équivalente a celle de la leptine (Zhal, 2005). En outre, les neurones POMC
sont indispensables a la réponse anorexigene éngait la sérotonine centrale (Heisétral,
2006) Figure 11). Méme si l'activation des neurones sérotoninerggau niveau central est
encore mal connue, il semblerait donc que son radimorexigene soit la conséquence de

I'activation du systeme mélanocortique au nivealiAlRC.

Nutriments circulants

Le glucose est un métabolite essentiel et la ti@niade son taux sanguin est un des
principaux marqueurs du repas. Tout comme I'ARC smtsible aux variations du taux
circulant d’insuline, il I'est également aux varats de glucose (lbrahirat al, 2003). Ainsi,
les neurones POMC de 'ARC sont sensibles aux tvanis de concentration du glucose, dont
une augmentation les active (Cagteal, 2001). Cependant, certaines études récentestesinet
en question cette sensibilité directe des neurd@MC au glucose et la basent sur une
inhibition des neurones NPY par le glucose (Burdaddoal, 2005, Fioramontet al, 2007).

Enfin, les variations de taux circulant de certdipisles, méme si la spécificité d’action
sur I'ARC n’est pas encore avérée, seraient égalemgvies par les neurones de I'ARC,
vraisemblablement par les neurones NPY/AgRP, méntessmodalités d’action n’ont pas

encore été élucidées [pour revue voir (Leinal, 2005)]

1.2.1.2 Neurones NPY/AgRP

Les neurones contenant le neuropeptide Y (NPY) sdoés dans la partie dorso-

meédiane de I'ARC (Bagndadt al, 1999). Ces neurones présentent une co-expreqemsi-
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totale avec l'agouti-gene-related protein (AgRPhdaette région (Broberget al, 1998a,
Brobergeret al, 1998b). Ces deux neuropeptides sont de puisssexigenes du systeme
nerveux central. Le NPY est en effet considéré ceninplus puissant orexigene du CNS
[pour revue voir (Levineet al, 2004a, Williamset al, 2004)]. L'injection d’AgRP, quant a
elle, induit également une augmentation de la palseentaire et I'obésité (Olimanet al,
1997). Les neurones NPY/AgRP sont en réalité imgispbles au comportement ingestif,
puisqu’'une lésion spécifique de ces neurones @etran arrét quasi complet de la prise
alimentaire (Groppet al, 2005). L'AgRP est en outre l'antagoniste des pémars
mélanocortigues MC3/4R (Ollmanet al, 1997) et il existe une tres forte colocalisatéon
travers tout le CNS des fibres en provenance dBCAcontenant de 'AgRP et dexdMSH
(Bagnol et al, 1999), montrant que les neurones POMC et AgRefeat vers les mémes
régions du CNS ou ils vont véhiculer pour les neeasoPOMC des messages anorexigenes et
pour les neurones NPY/AgRP des messages contraisxsgenes.

Les neurones NPY/AgRP forment donc avec les nesrd®MC un tandem de
neurones agissant de maniere coordonnée pour iivéguler 'hnomeéostasie énergétique de
I'organisme (Cone, 1999, Elmquist al, 1999, Schwartzt al, 2000, Cowley, 2003). Les
facteurs qui agissent sur les neurones POMC agisksmt généralement également sur les
neurones NPY, et vice et vershigure 6)

En patrticulier, la leptine qui, comme nous l'avons, est un facteur d’activation
primordial du systéme meélanocortique, agit égalénsem les neurones NPY (Elist al,
1999). Les neurones NPY co-expriment le méme récepgt la leptine que les neurones POMC
(Hakanssoret al, 1998, Baskiret al, 1999), mais ce dernier entraine I'hyperpolarsatet
donc l'inhibition des neurones NPY en présencedtirie (van den Topt al, 2004). La
leptine inhibe donc la synthése de 'ARNmM du NPYnhoee de 'AgRP. L'action de la leptine
est également visible par 'augmentation des teneler SOCS-3, qui est de ce fait un bon
marqueur d’interaction entre la leptine et les neas NPY (Eliaset al, 1999, EImquist,
2001). Le caractére inhibiteur de la leptine envess neurones NPY empéche en effet
I'utilisation de marquage de tymefos (qui requiert une activation neuronale) pour éudes
phénomenes.

D’autres facteurs activateurs du systeme mélangoertinhibent également l'activité
des neurones NPY comme l'insuline (Satal, 2005) ou la sérotonine (Heisler al, 2006).
Tous ces facteurs ont donc a la fois un role diattiur des neurones POMC et d’inhibiteur des

neurones NPY, ce qui permet I'élaboration d’'uneonie coordonnée. Cette double action de
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ces facteurs est également nécessaire en raisdiexigtence d’'un tonus inhibiteur des
neurones NPY vis-a-vis des neurones POMC.

1.2.1.2.1 Tonus inhibiteur des neurones NPY sun&agones POMC

Les neurones NPY projettent de nombreux axones lsscorps cellulaires des
neurones POMC (Cowlegt al, 2001). Ces projections peuvent conduire a lardifign de
deux sortes de neuromédiateurs sur les neuronesCR@WPY et le GABA. Les neurones
POMC présentent des récepteurs au NPY (de type (Bigbergeret al, 1997), dont
I'activation inhibe ces neurones. Une partie dpdaulation des neurones NPY est également
GABAergiques (Horvatret al, 1997) et le GABA libéré par ces neurones hypemse et
donc inhibe les neurones POMC (Cowdéyal, 2001) Figure 6).

Cette action inhibitrice des neurones NPY vis-a-@es neurones POMC n’a pas
d’équivalent dans le sens inverse. De ce fait, yistésne formé par le POMC/NPY est
déseéquilibré en faveur des neurones NPY ce quribomet a favoriser la prise alimentaire par
rapport a son inhibition (Schwaréz al, 2003).

Afin de pouvoir lever l'inhibition des neurones NP3(r les neurones POMC, les
facteurs anorexigenes doivent non seulement inHéggmeurones NPY pour empécher la
sécrétion d’AgRP dans les régions vers lesqueli@gfent les neurones POMC et NPY, mais
également inhiber la sécrétion de GABA sur les oees POMC. La leptine (Conet al,
2001) Figure 6), tout comme la sérotonine (Heisler al, 2006) Figure 11), possede des
récepteurs a la fois sur les corps cellulairesietes axones des neurones NPY projetant vers

les neurones POMC et peuvent donc inhiber les thaettes orexigénes de ces neurones.

1.2.1.2.2 Action centrale des neuropeptides oupdgdides gastro-intestinaux sur

les neurones NPY

1.2.1.2.2.a Peptide YY (PYY)
Le peptide YY (PYY) est sécrété par les celluldsstinales L dans le colon et I'iléon
(pour revue voir (Ellacotet al, 2006b)) de maniere calorie dépendante a la sluiteepas
(Pedersen-Bjergaardt al, 1996). Le PYY appartient a la méme famille queNRY et
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présente une trés forte affinité, sous la forme B3-86)", avec son récepteur Y2 (Keie¢ al,
2000) présent sur les neurones NPY.

Une injection périphérique de PYY, qui franchit berriere hémato-encéphalique
(Nonakaet al, 2003), entraine une forte diminution de la padienentaire qui a d’ailleurs
initialement été expliquée par une inhibition désepteur Y2 des neurones NPY (Batterteim
al., 2002). En se liant a ces récepteurs, le PYY ehmpkrsécrétion de GABA sur les neurones
POMC, levant ainsi I'action inhibitrice des neursndPY sur les neurones POMEiqure
12). Cette action s’accompagne d'une diminution d&RNm de NPY et va de pair avec
'augmentation de la synthese d’ARNm de POMC etnd'activation de neurones POMC
(Batterhamet al, 2002).

Cependant, le rble des récepteurs Y2 est plus exagju’initialement suggére, car une
injection centrale de PYY est orexigene et non plusrexigene comme en périphérique. Elle
inhibe alors non seulement les neurones NPY maiteégnt les neurones POMC (Acuna-
Goycolea & van den Pol, 2005, Ghamari-Langroedial, 2005). En outre, l'utilisation de
modeles transgéniques a montré que le systeme océliigue, méme s’il est activé par

I'injection de PYY en périphérique, n'est pas iq@iasable a son effet (Halatchetval, 2004).

1.2.1.2.2.b Ghréline

La ghréline est un peptide sécrété par de nombtisaxns périphériques ou centraux
mais principalement par les cellules de I'estontémjitna et al, 1999, Dateet al, 2000). Il a
tout d’abord été identifie comme stimulateur detihone de croissance, mais la présence de
son récepteur dans de nombreuses régions du systémeux central impliquées dans la
régulation alimentaire, en particulier dans I'hypiamus et le complexe vagal dorsal (Gaan
al., 1997), a conduit a étudier son influence surriaepalimentaire. Il a alors été montré
gu’une injection centrale ou périphérique de ghetlentraine une forte hausse de la prise
alimentaire et inhibe la dépense énergétique (Nakaz al, 2001).

Par ailleurs, les seuls corps cellulaires connmshgyisant de la ghréline sont présents
dans [l'hypothalamus. Ils sont situés dans des espaentre différents centres de

I'hypothalamus comme I'ARC et les noyaux ventro-orab- et paraventriculaire de

V' Le PYY est également produit par les cellulegstinales sous la forme de PYY (1-36) qui joue lesr
récepteurs Y1 et Y5. Le PYY (1-36) franchissantiégent la barriere hémato-encéphalique, il setstaptible
d’inhiber les neurones POMC par activation du ré@epY1l. Si I'action du PYY (1-36) est orexigénel (2
Ballantyne, G. H. (2006). "Peptide YY(1-36) and peptide YY(3-36):rtPla Distribution, release and actions."
Obes Surg16(5): 651-8.), contrairement a celle du PYY @;3son action centrale précise est encore mal

connue, les études s’étant focalisées sur le PY36]3our son action en thérapie de I'obésité.
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I'hypothalamus (Cowleyet al, 2003) Figure 13) et ils forment une population distincte de
celles précédemment étudiées (POMC, NPY, oreximgpamiine, melanin-concentratin
hormone). Les récepteurs a la ghréline sont presemtles neurones NPY/AgRP (Willesen
al., 1999) et la ghréline active ces neurones et antgrla synthése de TARNm de NPY et
d’AgRP (Nakazateet al, 2001, Cowleyet al, 2003). En outre, les souris k-0 a ’'AgRP ou au
NPY ne répondent pas a la ghréline, et I'injectiams I'hypothalamus d’antagoniste du NPY
inhibe I'effet orexigéne de la ghréline (Nakazatal, 2001).

L’action excitatrice de la ghréline sur les neuoMNPY/AgRP est couplée avec une
action inhibitrice sur les neurones POMC/CART, cegént son effet orexigene. En effet, la
ghréline stimule le tonus inhibiteur des neuron®'Nur les neurones POMC, en facilitant de
maniere pré synaptique, la sécrétion du GABA, ghilie les neurones POMC (Cowleyal,
2003). Son action est donc exactement contraigdl@du PYY (Cowley, 2003)Hgure 12) et
contribue donc au déséquilibre entre les systemedgene et anorexigene de I'hypothalamus
en faveur d’une augmentation de la prise alimeat@chwartzt al, 2003).

L’effet de la ghréline sur I'hypothalamus n’est eadant pas di directement a une
hausse de la ghréline circulante car cette moléoeiliganchit la barriere hémato-encéphalique
gue dans le sens cerveau -> sang chez la sounggBtal, 2002). L’activation des neurones
NPY/AgRP par la ghréline est donc vraisemblablenderst & une sécrétion centrale au niveau
de I'hypothalamus (Cowleyt al, 2003), ou a une activation indirecte mettant en la
ghréline périphérique via le complexe vagal dofgdacott & Cone, 2006) (voir 1.1.3.4).

1.2.1.3 Projections des neurones POMC/CART et NRRR et intégration de
’lhoméostasie énergétique

Les neurones POMC et NPY de I'ARC développent degegtions vers de tres
nombreuses régions du CNS impliquées dans la imuldu comportement alimentaire et en
particulier des zones de I'hypothalamus comme lganoparaventriculaire (PVH) et
I'hnypothalamus latéral (LH) (Jobst al, 2004) Figure 14). Il est intéressant de noter que les
neurones de '’ARC développent ces connexions atli@onatal sous I'impulsion de la leptine
(Bouretet al, 2004b), qui joue alors un réle non seulement atepphique, mais ne possede
pas encore de pouvoir anorexigene avant |'étalliesé de ces projections (Bouret al,
2004a). La visualisation de l'effet de la leptineeastade permet de mettre en évidence des

projections trés denses des neurones de 'ARClgdPd/H, le LH, ainsi que vers les noyaux
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dorso- et ventro-médian de I'hypothalamus et leamogupraoptique (Bouredt al, 2004b,
Bouretet al, 2004a, Bouret & Simerly, 2004).

1.2.1.3.1 Projection vers le noyau paraventricelé?VH)

Les neurones POMC et NPY présentent d'importantegeqtions vers le noyau
paraventriculaire de [I'hypothalamus (PVHFidqure 15 et en particulier sa partie
parvocellulaire, ou ils innervent des neuronesétant de la corticotropin-releasing hormone
(CRH) (Feketeet al, 2000b) ou de la thyrotropin-releasing hormone HJRLegradi &
Lechan, 1998, Feketet al, 2000a), deux puissants anorexigenes. Les neurBdC
activent directement ou indirectement ces neurdheketeet al, 2000b) (Feketest al,
2000a), qui projettent vers le systeme sympath{§abwartzet al, 2000).

Dans cette région, les fibores POMC et NPY sonefodnt interconnectées (Cowley
al., 1999), et on trouve de nombreux récepteurs MQ@A8uU(tjoy et al, 1994). Cowley a émis
I'hnypothése que la connexion des neurones POMCR Mvec ceux du PVH formait un
« adipostat », régulant la mise en réserve oub@rdiion des lipides. Dans ce modele, les
neurones POMC/NPY vont réguler des interneuroneBAgAgiques par le biais de récepteurs
MC4R et NPY (Cowleyet al, 1999) Figure 16). La libération di-MSH par les neurones
POMC favorise le tonus GABAergique sur des neurdagsrisant les réserves et la prise
alimentaire en entrainant 'inhibition de ces new® La libération de NPY a l'effet inverse
sur ces neurones, et celle d’AgRP antagonise &ptéar a li-MSH (Cowleyet al, 1999).

Cette théorie de l'adipostat et I'implication dus®me mélanocortique ont cependant
été contestées depuis. En effet, les projectiond®@n provenance de I'’ARC favorisent deux
comportements : une diminution de la prise alimemtaet une hausse de la dépense
energétique. Or les projections vers le PVH sospaoasables de la diminution de la prise
alimentaire (Balthasagt al, 2005) Figure 17) mais ne sont pas impliqguées dans la hausse de
la dépense énergétique, ce qui va a I'encontra teebrie développée par Cowley.

Méme si les messages d’entrée dans le PVH commiedogit a étre connus, le
processus d’intégration est tres complexe. Cetgiomé recoit des afféerences de trés
nombreuses régions (Swanson & Sawchenko, 1980, Hgako & Swanson, 1982b, Swanson
& Sawchenko, 1983, Cunninghashal, 1990), et méme si le role de tel ou tel type elerone
vis-a-vis d'un stimulus spécifique peut étre étudiécomportement général de ces neurones

est tres difficile a déterminer. Le PVH demeure aane sorte de « boite noire » qui élabore



38

une réponse comportementale adéquate, sans qutadelement en mesure aujourd’hui de la
déchiffrer.

1.2.1.3.2 Projection vers I'hypothalamus latéraHjL

Contrairement au PVH, I'hypothalamus latéral (Li4) ene région dont la vocation est
depuis trés longtemps connue. Une lésion élecinoigtdu LH entraine en effet une perte
totale d’appétit, qui peut aller jusqu’'a la mortnghd & Brobeck, 1951), et sa stimulation
électrique induit une forte prise alimentaire (2&lg & Anand, 1953), ce qui a valu a cette
région le surnom de centre de la faim.

Deux populations de neurones impliqués dans la laggn du comportement
alimentaire ont été identifiées dans le LH : learnaes orexines et les neurones contenant la
melanin-concentrating-hormone (MCH). Ces neuronesént deux populations distinctes qui
recoivent des afférences a la fois des neurones &tR¥s neurones POMC (Brobergeral,
1998a, Eliaset al, 1998b). Ces afférences proviennent de neurondfABRE directement
sensibles a la leptine (Elias al, 1999).

Les orexines et la MCH sont deux puissants orexgéiu systeme nerveux. Les corps
cellulaires des neurones contenant ces neuromediasent trouveés presque exclusivement
dans le LH (Bittencouret al, 1992, Sakuraet al, 1998), et la synthése de leur ARNm est
fortement augmentée en période de jeun€Qal, 1996, Sakuraet al, 1998), confirmant leur
caractére orexigene. Il n’'y a pas eu a notre cesaace d’étude expliquant directement la
régulation des neurones orexines et/ou MCH panésones POMC et NPY. Cependant, il
existe de fortes présomptions selon lesquellesdasones POMC inhiberaient ces populations
neuronales, la ou les neurones NPY les activerdigmeffet, ces populations co-expriment a la
fois le récepteur MC4R et Y5 (récepteur au NPYs keuris sur-exprimant AgRP (Ay type)
voient leur taux d’ARNm de MCH fortement augmerdémme dans le cas d’inhibition des
récepteurs MC4R par une injection d’AgRP ou d’aataste de MC4R (Hanadzt al, 2000)
Paradoxalement, ces manipulations n’ont aucun sffet ARNm des orexines, impliquant un
autre mécanisme d’inhibition/activation, probablemaa les neurones NPY (Sahu, 2002).

Les neurones MCH seraient impliqués dans la régulale la dépense énergétique
plutét que dans celle du comportement alimentaBegél-Liebermanet al, 2003). Les
neurones POMC, en les inhibant, augmenteraient Eirdépense énergétique. Les neurones
MCH seraient donc une des voies effectrices desonea POMC dans ce domaine (Balthasar
et al, 2005).
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Les projections entre les neurones du LH et ceulkAdRC sont fortement réciproques
(voir ci-apres) et la régulation est en réalité ualle.

1.2.1.3.4 Projection vers le noyau du tractus amét(NTS) et la moelle épiniére

Les neurones POMC projettent vers la seule augtmméou sont présents des corps
cellulaires présentant deatMSH, le noyau du tractus solitaire (NTSyiqure 15). Cette
projection n’est pas trés importante comparativdanarx autres projections depuis 'ARC
(Zhenget al, 2005), mais elle présente I'intérét de ne pasjéimelée avec une projection des
neurones NPY/AgRP, puisque aucune fibre positiMBAgRP n’est présente dans le NTS
(Brobergeret al, 1998b), et de présenter la plus forte densitédepteur MC4R (Mountjogt
al., 1994), qui, dans cette région, n’est donc jareaiprésence de son antagoniste central.

L’implication de ces neurones peut étre étudiéel’pgection d’agoniste du récepteur
MC4R (MTII) dans le NTS ou le *#® ventricule (car les neurones POMC du NTS ne se
régulent vraisemblablement pas eux-mémes par apteia). Le MTII réduit fortement la
prise alimentaire et provoque une perte de poidsl (& al, 1998, Williamset al, 2000) en
réduisant la taille des repas et non leur fréequéAgearaet al, 2002, Zhengpt al, 2005) alors
gu’un antagoniste de MC4R produit exactement lteftantraire. La baisse de prise alimentaire
induite par linjection de MTII souligne le role slemeurones POMC de I'ARC par leurs
projections et non ceux du NTS.

Cette projection « descendante » des neurones P@VKCle NTS met en exergue le
réle de régulateur de ces neurones (Schwartz, 2@06&)fois comme nous I'avons vu dans le
cas du PVH, sur I'homéostasie énergétique générkayr la prise énergétique a court terme,
en modulant I'activité du NTS.

Ces neurones projettent également directement lgsrpré-ganglions sympathiques
(Elias et al, 1998a), qui possédent de tres nombreux recephdGAR (Kishi et al, 2003).
Cette projection constitue une autre possibilitéirples neurones POMC de jouer sur la
dépense énergétique (Balthastial, 2005), en modulant le flux sympathique qui esaateur
majeur de la thermogenése et de la dépense emgrgéltiandsbergt al, 1984).

1.2.2 L’aire hypothalamique latérale (LH)
Comme nous l'avons précédemment, I'aire hypothajamilatérale est fortement
impliquée dans la régulation du comportement altaiesn En particulier, sa lésion entraine

une profonde hypophagie qui conduit les animau® anbrt. L'action du LH sur la prise
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alimentaire est donc pour partie liée a la motorath manger, et comme nous le verrons, cette
zone est la plaque tournante de lintégration eidse régulations homéostatique et non-
homéostatique de la prise alimentaire (Berthou@4Bp (cf 1.3).

Comme nous l'avons vu, les deux principaux phéregyge neurones présents dans le
LH sont les neurones orexines et les neurones MEDHaison de la faible implication directe
des neurones MCH dans la régulation de la prisaealiaire (mais plutdét dans la dépense
énergétique), nous Nous intéresserons uniquememteawones orexines.

Les corps cellulaires des neurones orexines sonwés exclusivement dans le LH
(Sakuraiet al, 1998). Ces neurones sont inhibés par le glucb&e leptine et activés par la
ghréline (Shiraishet al, 2000, Olszewsket al, 2003, Yamanakat al, 2003). lls projettent
vers de tres nombreuses régions du systeme neonaniral (mettre schéma Peyron 1998)
(Peyronet al, 1998, Dateet al, 1999). Les plus denses projections concernemntdfabord la
modulation des neurones MCH et des tres nombreurones gluco-sensibles (environ 30%
des neurones du LH) présents dans le LH, dontupapl seraient d’ailleurs des neurones
orexines. Ces neurones gluco-sensibles sont fonkeawives par une hypoglycémie et par
I'orexine (Liu et al, 2001).

Dans I'hypothalamus, cette innervation touche [pewue voir (Jobstt al, 2004)]:

- I'ARC, qui présente de nombreux récepteurs a I'mexa la fois sur les neurones
NPY/AgRP et POMC/CART (Suzulet al, 2002). Les neurones NPY/AgRP sont
activés par les orexines (van den Tep al, 2004), alors que les neurones
POMC/CART sont inhibés par ces dernieres (Mt al, 2007), peut-étre
indirectement par l'intermédiaire de neurones GARBRpagues (comme les
neurones NPY/AgRP)

- le VMH (projections tres denses) dont les neuraglaso-sensibles sont inhibés
par les orexines (Shiraiskt al, 2000).

- le PVH, dont les neurones CRH sont activés paoiesines (Samsoet al, 2002)
(ce qui semble aller a I'encontre du caractéreigese des orexines).

En dehors de I'hypothalamus, les neurones orexpngsttent fortement vers le noyau
du tractus solitaire, ainsi que vers le noyau pacbal (Peyroret al, 1998), et finalement
vers la corde spinale (Jolett al, 2004), toutes ces régions étant fortement impkgudans la
régulation du comportement alimentaire. La connexvers la corde spinale confére aux
neurones orexines, comme aux neurones POMC (vdessus), la capacité de moduler le flux

sympathique. Ainsi, I'action orexigéne des neuropesxines du LH est le fruit d’action
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conjointe sur de nombreuses régions du CNS, cexpliqgue son pouvoir trés important, qui
comme nous le verrons (cf 1.3), peut surpassankssages anorexigenes homéostatiques.

1.2.3 Les noyaux ventro- et dorso-médian de I'hypdialamus (VMH et DMH)

L’hypothalamus ventro-médian (VMH) a été I'un degerpiers centres de
I'hnypothalamus identifi€ comme acteur majeur deéigulation du comportement alimentaire.
Des lésions électrolytiques de cette region (Brkbetc al, 1943) entrainent en effet une
hyperphagie prononcée qui se traduit par une furésité. Cette hyperphagie est caractérisée
par une voracité peu commune des la formation désian, des repas non seulement plus
importants mais également plus fréquents (BeckKis&ileff, 1974).

Cependant, cette hypothése a été battue en breotzeles années 70. En effet, les
lésions électrolytiques menées dans les années 30 @étaient a priori pas trés précises et
avaient détruit, outre les corps cellulaire desrorees du VHM, les nombreuses fibres passant
dans cette région. Une lésion spécifiguement Iséaliau niveau du VMH ne produit en effet
ni hyperphagie, ni obésité (Gold, 1973), contragatra une lésion du PVH (Godd al, 1977),
qui était vraisemblablement partiellement détroitit comme I’ARC, dans les lésions initiales.

L'implication du VMH dans la régulation du comportent alimentaire a donc été
presque abandonnée face a I'émergence de centrmedenPVH ou 'ARC. Néanmoins, le
VMH est aujourd’hui connu comme étant impliqué démgontréle d’un certain nombre de
parametres métaboliques, dont I'insuline [pour eswoir (King, 2006)], et s’il ne régule pas
directement la prise alimentaire, il semble néamsavoir une action sur la prise de poids, en
tout cas sur la formation des adipocytes. De gri3/MH comporte de nombreux neurones
glucorécepteurs, et apparait comme primordial dandétection centrale du glucose et sa
régulation (Routh, 2003).

Un autre noyau de I'hypothalamus, le noyau dorsdiaméde I'hypothalamus (DMH),
tres proche du VMH, assure des fonctions sensibiesiailaires a ce dernier, en particulier
vis-a-vis de la leptine (EImquist al, 1998). Comme le VMH, il est sensible a la leptiret
semble directement impliqué dans la régulation alehkermogénese (Dimicco & Zaretsky,
2007).
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1.3 Facteurs modulant ces régulations : exemple dénédonisme

La régulation homéostatique du comportement alimenfonctionne plutét bien dans
le cadre d'une alimentation peu ou pas soumiseeadfine alimentaire trés large. Dans la
civilisation actuelle, en particulier dans les pagscidentaux, ou l'obésité progresse
constamment depuis ces 50 dernieres années, lalifnentaire dépasse largement ce qu’elle a
pu étre dans toute I'histoire de 'humanité. Dansavironnement restrictif (qui était la norme
jusqu’a trés récemment), la faculté d’ingérer démemnts en grande quantité, de savoir les
stocker et de pouvoir mettre a disposition I'énerde maniére constante pour I'organisme
présente un avantage considérable, en permettantvee lors de longues périodes de faibles
approvisionnement énergétiques ou de famine. Ctdaement contribué a la sélection de ces
traits (Berthoud, 2004a). L’ingestion des alimenithes en lipides, donc a tres forte valeur
énergétique, est a ce titre clairement favoriséel'peganisme, dans le but d’assurer cette
pérennité energétique (Kelley al, 2002).

Les mécanismes d’homéostasie énergétique, treaedt en période de faible apport
énergétique, le sont beaucoup moins en périodepdifapexcédentaire prolongé, car
I'organisme est naturellement poussé a surconsordamer I'hypothese d’une future « disette »
énergétique. Une partie du systéme pousse donc gasig@rendre en compte le passif de
consommation mais uniquement le futur le moins fable. A ce titre, la résistance a la leptine
est un bon exemple de la maniére dont l'organisiagive pas a gérer des apports excessifs
répétés d’'énergie.

Derriere ce comportement et cette attraction pesrdliments riches en énergie se
trouve un réseau de régions du systeme nerveuxatemgianisé de maniére complexe qui
prend le pas, si nécessaire, sur le systeme ddatiégudit homéostatique de la prise
alimentaire (Berthoud, 2004a, Berthoud, 2004b). Diansociété actuelle, cette sur-régulation
est principalement conduite par 'hédonisme, gupmurrait définir comme I'ensemble des
comportements incitant a la réalisation d’'une acta vue d’'une récompense, généralement
génératrice de plaisir (d’'ou son appellation deward » en anglais). L’hédonisme alimentaire
est donc un cas particulier de renforcement pogitiffacilite tout comportement exposant le
sujet a des stimulations ou des situations qui fematrables a sa survie ou celle de son groupe
et/ou ont un caractére agréable (Richelle, 196&nsDI'hédonisme, chacun des aspects
présente des facettes volontaires et inconsciemféses par des réseaux de neurones
spécifiques (Berridge, 1996, Berridge & Robinsd3.
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1.3.1 Définitions des différents aspects de I'hédisme : « learning », « liking » et

« wanting »"

L’hédonisme se définit traditionnellement commes$aciation de trois phénomenes
comportementaux.

La premiére phase, qui est indispensable a la neéssance ultérieure de l'aliment et
notamment a l'activation des autres circuits neamnimpliqués dans I'hédonisme, dat
phase d’apprentissage, dite « learning Gette phase implique principalement 'amygdaie, e
particulier le noyau central (CeA). Au sein de tbéisme, le learning est un processus
associatif qui va prédisposer I'individu a une mapense. C’est donc la composante prédictive
de I'hédonisme, qui requiert une connaissance (oapprentissage) permettant I'association
stimulus-réponse. Cette connaissance prend demefor une forme consciente dite cognitive,
et une forme inconsciente, dite associative, contong des réflexes de type Pavlovien
(Berridge & Robinson, 2003).

Les deux autres aspects de I'hédonisme ont longtegtg considérés comme
indissociables. Les études récentes ont cependamitrén qu’elles reposaient sur des
mécanismes d'actions séparésaspect motivation de I'hédonisme, ou « wanting »
comprend la part incitative de I'hédonisme, I'éleddmn de stratégie visant a atteindre la
valeur hédonique associée avec le stimulus. Derdétte notion apparait donc la motivation
de I'individu a aller chercher de la nourritureaediminuer I'importance de son co(t. Méme si
cette démarche semble largement volontaire et donsciente, il existe également une part
inconsciente, dite « incentive salience » (Berri@geobinson, 1998), mise en jeu par exemple
dans le cas de « rechute » suite a une privatimmtaire (pour cause de dépendance, etc...), et
est a l'origine des phénomenes d’exceés de consommmaitirant cette rechute. Cet aspect de
I’'hédonisme met en jeu les connexions dopamineggidntre I'aire tegmental ventrale (VTA)
et la coque du noyau accumbens.

L’aspect véritablement hédoniqué¢dans le sens commurde I'hédonisme est le
« liking », dont le sens est trés proche de celui de paligédatdie liking illustre le plaisir
conscient ou inconscient associé a un stimulusspgat conscient est subjectif alors que
I'aspect inconscient est objectif, et dans le cag'aimentation, est beaucoup plus important

en terme de comportement alimentaire, puisqu’itgfi@éit un certain nombre de préférences

¥ L'utilisation des termes anglais pour désignermiégrents aspects de I'nédonisme a été préfénée r@ster
conforme aux définitions et aux différentes notiassociées a ces termes dans la littérature.
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alimentaires (attrait pour les aliments riche gndis et en sucres). Cet aspect implique les
neurones GABA et le systéme opioide de la coquaunagcumbens.

1.3.2 Le noyau accumbens, pivot de la modulation lénique de la régulation du

comportement alimentaire

Ces trois aspects de I'hédonisme sont gérés parédems du cerveau et des réseaux
de neurones différents. Cependant, les recherciies ¢k domaine ont montré I'importance
d’une région particuliére, le noyau accumbens, dlakaboration du wanting et du liking.

Le noyau accumbens est une structure du striatuntralesitué a l'avant du
télencéphale. Il est divisé en deux parties, leanogentral (AccCo) et la coque (AccSh).
(Figure 18). Il a été trés tot identifié comme la principaiéerface entre motivation et action
dans le cerveau, de part ses nombreuses afféré@negsitairement glutamatergiques) depuis
des régions impliqués dans les processus cogeitidl&apprentissage, et ses efférences vers les
régions de contrbles moteurs, pour la plupart GABEries (Mogensoret al, 1980).
L’AccCo est impliqué dans les processus d’'apprsatje et d’exécution d’actions mécaniques
adaptatives, alors que I’AccSh est plutdt implignétant que relais entre les régions corticales
et d’autres régions du cerveau dans des aspectsoctmmentaux, en particulier alimentaires
(Kelley, 2004).

1.3.2.1 Liking et systemes GABA/glutamate et opasid

Le systeme opioide dans I'AccSh joue un role prdpoemt sur la modulation
hédonique de la prise alimentaire (Kelletyal, 2002). En effet, I'injection d’opiacés, comme
la morphine, dans I’AccSh augmente fortement lagodalimentaire (Mucha & Iversen, 1986),
en agissant sur des récepteur spécifiques présentes neurones de I'’AccSh. Il existe trois
récepteurs aux opiacés, 6 ety. Seul le récepteur est impliqué dans cet effet orexigene
(Bakshi & Kelley, 1993). L'activation de ces réogts u-opioides stimule non seulement la
prise alimentaire, mais préférentiellement I'ing@stde régimes riches en lipides (Zhatal,
1998, Zhang & Kelley, 2000) et dans une moindre uregesde glucides simples (Zhang &
Kelley, 1997), deux macronutriments a forte paléitéb montrant I'implication de ce
récepteur dans le liking. Cette implication estftaorée par le comportement des animaux
dont I'AccSh a été activé. Ces derniers préseniapt augmentation sélective de la réponse
hédonique aux aliments sucrés, correspondant divhdion d'une région spécifique de
I’AccSh (Pecina & Berridge, 2000, Pecina & Berridg605).
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Ces récepteurs sont placés sur des neurones GABAergiques recelesnprojections
glutamatergiques en provenance des régions cagicdl de 'aire tegmental ventrale (VTA).
Ces neurones GABAergiques controlent plus ou mdinsctement la prise alimentaire en
modulant I'activation des neurones du LHgqure 19). En effet, l'activation des neurones
GABA par I'injection d’agoniste des récepteurs aliBA entraine une trés forte augmentation
de la prise alimentaire, méme chez le rat a safte@atford, 2005) semblable a ce qui est
observé lors d’'une stimulation électrique du LHrg8ord & Kelley, 1997). Les projections
GABAergiques en provenance de I'AccSh activent #etdes neurones orexines du LH
(Stratford & Kelley, 1999, Zhenget al, 2003). Paradoxalement, malgré des projections
directes entre I'AccSh et le LH (Kirouac & Gangul95), une activation des récepteurs
GABA dans le LH ne produit pas comme attendu unes$a de la prise alimentaire,
contrairement a une inhibition des récepteurs NMDA. aurait donc vraisemblablement des
interneurones glutamatergiques entre I'AccSh enhéesones orexines du LH. Ces projections
sont en tout cas unilatérale, et mettent en jeyotws unilatéralement, les neurones du PVH et
de I'ARC, via des neurones orexines (Stratford 5200

La réponse au liking issue de I'’AccSh dépend dadiaction de nombreuses zones
centrales et ces relations sont encore mal conrktléss impliqueraient, outre le LH de
nombreuses zones hypothalamiques, comme le VME BMH (Will et al, 2003) et surtout
le noyau central de 'amygdale (Kiet al, 2004, Levineet al, 2004b, Baldcet al, 2005) ainsi
que le VTA (Will et al, 2003, MacDonalet al, 2004). Ces connections sont indispensables a
I'élaboration du liking. Au sein du systeme limbéjule palladium ventral est fortement
interconnecté avec I'AccSh. Ces deux structuresdot un couple indissociable dans la
réponse aux opiacés (Smith & Berridge, 2005, S&iBerridge, 2007).

Les neurones de I'AccSh permettent donc des chargsntomportementaux tres
rapides, selon que l'environnement est ou non &bkera l'ingestion, et le systéme opioide
favorisant les régimes a tres haute densité éngugetprocure un avantage évolutif indéniable.
L'AccSh apparait donc comme une région "sentinglklley, 2004), en éteignant ou en
allumant le LH selon les conditions environnemesgaldanger vs abondance ponctuelle de
nourriture).

Dans ce cadre, les protéines, dont la faible pailaaest connue (cf 11.2.1), seraient
susceptibles de moins activer les réseaux du likdegl’AccSh par rapport aux autres

macronutriments, contribuant ainsi a I'effet anagexe des protéines.
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1.3.2.2 Wanting et systéme dopaminergique

1.3.2.2.1 Action de la dopamine dans I’AccSh

Le systeme dopaminergique est a la base du wamtsgcorps cellulaires des neurones
dopaminergiques sont majoritairement situés dansTieé ainsi que dans la substance noire.
Ces neurones projettent vers de nombreuses rédmnd’AccSh. La libération de dopamine
dans I'AccSh active les récepteurs D1 et D2 a lpadine. Cependant, I'effet de cette
sécrétion de dopamine dans les synapses de I'’AdeBteure controversé. En effet, la lIésion
des neurones dopaminergiques entraine une profigmession de la prise alimentaire, tout
comme l'injection d’inhibiteur des récepteurs D1@2. De méme, les souris sur exprimant la
dopamine augmentent leur prise alimentaire (Peetnal, 2003). Cet effet orexigene de la
dopamine est totalement séparé du liking commet llnontré les tests comportementaux
(Berridge & Robinson, 1998, Wyvell & Berridge, 200®ecinaet al, 2003) et est bien relatif
au wanting. Dans ce cadre, le systeme dopaminer@euvirait de signal déterminant une prise
de décision consciente ou inconsciente vis-a-vis1 dstimulus, et serait impliqué dans les
phénomenes de renforcements comportementaux, en @étautant plus activé que la
récompense suivant le stimulus est forte par rappaelle espérée (Schultz, 2002). Le réle
exact de la dopamine reste cependant complexeenible en effet que la sécrétion de
dopamine pourrait jouer sur les comportements metes a la faculté de s’alimenter plus que
sur le contenu de l'alimentation en lui-méme (Badd@l, 2002, Bassareet al, 2002, Kelley,
2004). En outre, leur action pourrait passer pae woopération avec les afférences
glutamatergiques arrivant dans I’AccSh en modulkaisécrétion de glutamate sur les neurones
GABA (Kiyatkin, 2002, Hara & Pickel, 2005).

Les neurones contenant des opioides seraient égalemnpliqués en tant que
modulateur de I'activité des neurones dopaminegggau sein du VTA, et moduleraient la
sécrétion de dopamine dans les synapses de I'A@dStDonaldet al, 2004). Le systeme

opioide aurait donc un réle dans la hausse de tavation a manger chez lI'animal rassasié.

1.3.2.2.2 Manger : une addiction ?
La mise en jeu d'une forme d’hédonisme involontaareene aujourd’hui certains

auteurs a rapprocher le comportement alimentairégdé des personnes en surpoids ou

obeses a celui de personnes dépendantes d’une edrdgimplication du systeme
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opioidergique dans la surconsommation d’alimentatglles (généralement gras et sucrés) et
I'interaction avec l'activation conjointe du systémopaminergique dans I’AccSh, qui joue un
réle prépondérant dans le wanting vis-a-vis desd@ances aux drogues, replace l'aliment
dans un contexte hédonique ou il agirait au nivdal’AccSh comme le ferait une drogue.
Tout comme la consommation de narcotiques, celdindénts se ferait alors en dépit des
conséquences connues et déelétéres de leur ingestion

Dans ce cadre, une sur exposition répétée a desliste renforcements, comme les
aliments tres palatables, entraine une addictimesaaliments. A ce niveau, la part inconsciente
du wanting (incentive salience) serait a I'origides comportements compulsifs (Kelley &
Berridge, 2002), également observés lors de constimm de drogues en libre acces
(Johansoret al, 1976). Les similarités d’action entre les deuwémmenes sont d’ailleurs
soulignées par deux exemples. La disponibilité wEepteurs a la dopamine (et donc la
capacité d’activation) est diminuée chez les obéses les mémes proportions que chez les
consommateurs de drogues (Waatcal, 2001). En outre la leptine, qui comme nous I'a/on
vu est un puissant régulateur de la balance éngugétmodule le systeme de récompense
(Fulton et al, 2000) et réduit également les probabilités déwutxs chez les animaux en
sevrage (Shalest al, 2001).

Les thérapies visant a réduire la prévalence deésié doivent donc s’inspirer de ce
qui a déja été réalisé dans le cas de traitemaritecées addictions (comme I'alcool ou la
cigarette) (Volkow & Wise, 2005), et doivent né@@smment prendre en compte I'impact des
traitements sur le systeme de récompense afin @@meéer les pertes de poids et d'éviter les

trés nombreuses rechutes qui sont actuellementvaesechez ces patients.
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ll. Satiété induite par les protéines : observatioa et hypotheses

Parmi les trois macronutriments, les protéines egigsent généralement comme
possédant le pouvoir satietogene le plus élevé lehet et 'homme (Bootlet al, 1970, Teff
et al, 1989, Frenclet al, 1992, Hill et al, 1993, Porriniet al, 1997, Reid & Hetherington,
1997, Longet al, 2000, Bensai@t al, 2002)(Figure 20 et tableau 1) Ces différences quant
aux effets des macronutriments ont été observéez des sujets dans différents états
physiologiques ou physiopathologiques ainsi quesddifferents cadres meéthodologiques,
faisant varier la durée de la charge ou sa voidmdiaistration, intragastrique, intraduodénale
ou intraveineuse (Geliebter, 1979, Rdtsal, 1988, Barkelinget al, 1990, Burton-Freemaet
al., 1997, Reid & Hetherington, 1997, Trigaeisal, 1997).

[1.1 Protéines et satiété

11.1.1 Effet satiétogéne des régimes HP

Un régime est dit hyperprotéique dées que son ampoicides aminés est largement
supérieur aux recommandations nutritionnelles. Al&d’'un certain seuil protéique dépendant
de I'animal (par exemple 45% P/E chez le rat Wisidulte), 'adaptation a court terme est
insuffisante et se traduit immeédiatement par un@rdition de la prise alimentairen régime
dont la teneur protéique dépasse ce seuil sera iigal’hyperprotéique (HP)(Harper &
Peters, 1989).

Chez le rat adapté a un régime normoprotéique (IdR)ansition de ce régime vers un
régime HP induit une dépression de la prise alimentapres le début de l'ingestion suivie
d’un retour progressif mais incomplet a la priserggtique correspondant au régime NP, au
cours des jours suivants (Andersenal, 1968, Perektt al, 1984, Peters & Harper, 1985,
Semonet al, 1987, Tewset al, 1992, Jearet al, 2001, Morenset al, 2001, Bensaickt al,
2003)(Figure 21). Plus précisément, le passage vers le régime Hertant 55% de protéines
(P/E), se traduit par une diminution de la tailes depas, qui retourne progressivement par la
suite a la taille correspondant au régime NP (Bdnstal, 2002). En d’autres termes, le
régime HP est plus rassasiant, mais cet effet diiprsque le rat est adapté a ce régime,
alors que l'effet satiétogene persiste (Bensdidl, 2003). Une étude a montré que l'ingestion

d'un régime HP contenant 50% de protéines (P/Epdeisait également chez le singe par une
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dépression de la prise alimentaire (Hanathl, 1990). Par contre, il n'y a pas eu d'adaptation

a ce régime pendant la période expérimentale (S8entaines).

[I.1.2 Satiété des charges HP

11.1.2.1 Pertinence du modeéle

L’étude de la transition d’'un régime NP vers unme&gHP chez le rat, méme si elle est
tres utile pour étudier la satiété induite par pestéines, présente certains inconvénients
lorsqu’on essaie de transposer ce modele a I'étmeam. Ainsi, les quantités nécessaires pour
alimenter un étre humain a 55% P/E excedent tnégeraent les consommations usuelles
relevées par les études épidémiologiques (FAO/WHED0) et méme les consommations de
certains milieux sportifs (comme la musculationuti® le colt économique d’'un tel régime
(les protéines alimentaires étant le macronutrimientplus onéreux), les conséquences
physiologiques a long terme d’un tel régime doiv@&ne prises en considération et elles restent
encore actuellement controversées, en particutiacernant I'action sur la pysiologie rénale
(Rudman, 1988) ou la déminéralisation osseuse @raanset al, 1997, Heaney, 1998,
Massey, 1998).

De ce fait, il peut sembler plus judicieux dans wpique de modification de
comportement alimentaire chez I'étre humain, d’&utintroduction de « repas » ou d’ « en-

cas » hyperprotéiques.

11.2.2.2 Effet des charges HP

De nombreuses études ont ainsi démontré que Iressiement d’'un repas en protéines

(a un niveau hyperprotéique) entraine une augmentdtl rassasiement induit par ce repas, et
réduit la prise alimentaire lors du repas suiv&ar(ini et al, 1997, Stubbgt al, 1999, Araya
et al, 2000). De plus, I'introduction, avant un repasind« en-cas » hyperprotéique réduit la
prise alimentaire lors du repas suivant (Rellsl, 1988, Poppitet al, 1998). Chez 'homme
(Marmonieret al, 2000) comme chez le rat (Burton-Freensral, 1997), les charges HP
augmentent la période interprandiale suivant I'stge de la charge, comparativement aux
autres macronutriments.

Certains paramétres peuvent cependant faire Marigouvoir satiétogene des charges
HP. La quantité de protéines ingérées et I'énedgie en-cas doivent excéder une valeur

minimum d’environ 150 kcal (Booth, 1988, Porratial, 1997) ou 259 de protéines (Anderson
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et al, 2004) pour avoir un effet significatif sur laigét. Une assimilation trop rapide d’'un en-
cas trop peu énergétigue diminuerait en effet apaatés de régulation sur le repas suivant
(Porriniet al, 1997).

De plus, le délai entre I'en-cas protéique et [gaseinfluence largement la capacité de
régulation du premier sur le second. L'en-cas mesaen effet maximal s'il est placé juste
avant le repas (Porriret al, 1997), son effet reste important dans un délaned heure
(Andersonet al, 2004), et perdure pendant les trois heures suiNiagestion de I'en-cas
(Boothet al, 1970, Boweret al, 2006a).

D’autre part, I'introduction de charges HP a cetr<ffet sur la prise alimentaire lors
du repas suivant, mais les études précédemmeas gitént généralement pas mesuré d’effets
sur la prise alimentaire a I'échelle de la joure&la quasi-totalité des études ne portent que sur
quelques jours. Il n'y a donc pas vraiment de desnélisponibles sur I'impact de
I'introduction d’'un en-cas ou d'un repas hyperpité sur la consommation énergétique
globale des individus et donc sur un éventuel edfet une perte de poids. En outre, les
phénomenes de compensation observés apres habitasggc un régime HP n’ont pas encore

éte etudiés avec des charges HP.

11.1.3 Effet de la nature des protéines

Si I'effet satiétogéne des protéines est maintebint connu et communément accepté,
I'impact de la nature de la protéine sur cet efste trés controverse.

La comparaison de l'effet satiétogéne entre detejmes de nature différente requiert
comme condition préalable des protéines bien dméits en acides aminés indispensbles
(AAI), puisqu’une carence ou déficience en AAI iitdune dépression de prise alimentaire
dont l'origine n’est pas satiétogene mais liée a awersion gustative conditionnée (partie C
1.1).

De nombreuses protéines présentant des compos#iod\l variées mais cependant
bien équilibrées possédent des pouvoirs satiétegamalaires, comme les protéines totales de
lait, de soja, de gluten et de pois (Latcal, 1998, L'Heureux-Bouroet al, 2004b, Boweret
al., 2006a). Les protéines animales et végeétales mpast a priori, de pouvoirs satiétogenes

différents. Il est intéressant de noter que cev@iosl satiétogenes sont similaires malgré des

" Les organismes vivants utilisent les acides amiwame précurseurs pour la synthése protéique. Ghez
organisme donné, un acide aminé est dit indispém$adsque le géne permettant sa syntheése esttahsesurvie
de l'organisme nécessite alors I'apport de ceteaaitiiné par I'alimentation. Une protéine est dimk&quilibrée
si elle apporte suffisamment d’AAl par rapport &esoins de I'animal.
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variations post ingestives en acides aminés plagoest ainsi qu’en sécrétion de peptides
gastro-intestinaux différents (Bowenal, 2006a, Bowert al, 2006b).

A linverse, au sein des protéines animales, aegtadisparités existent, comme dans le
cas des protéines de poissons qui semblent étsesptiétogénes que les protéines de viande
(Uheet al, 1992, Borzoeet al, 2006). A l'inverse, les protéines d’albumine aeuf seraient
moins satiétogenes (Andersenal, 2004), méme si ce résultat est contesté (ledrad, 1998).

La satiété des protéines peut aussi différer sieldraction protéique utilisée. Dans le
cas des protéines de lait, les protéines de lattmsénduiraient une satiété plus forte que les
caséines (Halet al, 2003), sans doute en raison d’'une vidange gastri d’une absorption
intestinale plus rapide dans le cas des protéindaalosérum (Boiriet al, 1997). La satiété
des protéines peut également étre modulée parot@md®n avec d’autres nutriments, en
particulier les fibres, qui peuvent potentialiserdouvoir satiétogene de certaines protéines

comme dans le cas des mycoprotéines (Turrghal, 1993, Williamsoret al, 2006).

II.2 Les difféerentes hypotheses expliquant la rédumn de la prise

alimentaire induite par les protéines

La dépression de la prise alimentaire induite pargrotéines est due a un pouvoir
satiétogéne plus important de ce macronutrimentpe@@ant, l'origine précise de ce
phénomeéne reste mal comprise. Comme nous l'avongeswnutriments et en particulier les
protéines sont susceptibles d’activer le nerveuntragsoit directement par voie humorale (par
I'intermédiaire de 'ARC et de I'area postrema)tqmar voies nerveuses, par I'intermédiaire du
nerf vague. L'activation du NTS par un régime hypetéique est différente avant ou aprés
habituation (Darcelet al, 2005a), en raison de l'adaptation métaboliques aégime qui
s’accompagne d’une diminution de la satiété indp#&e ce régime. Les différentes formes
protéiques issues de la digestion (AA, peptidestéomes intactes) mobilisent des systemes
différents. En particulier, les peptides sont sptbkes de se lier avec des récepteurs
spécifiqgues (Pupovac & Anderson, 2002), ce qui mliquer les différences d’activation
obtenues au niveau du NTS entre les acides aminés geptides (Zittebt al, 1994, Phifer &
Berthoud, 1998, Reidelberget al, 2003) Figure 22).
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I1.2.1 Aversion gustative conditionnée et palatabité

Deux hypothéses qui ont émergées ces dernieregrdéseont concerné I'installation

d’'une éventuelle aversion gustative conditionnésiajue la faible palatabilité des protéines.

11.2.1.1 Aversion gustative conditionnée

[1.2.1.1.1 Qu’est ce qu’une aversion gustative cooahée ?

Face a un aliment aux propriétés organoleptiqueonimues, les étres vivants
manifestent un comportement alimentaire spécifigqupelé néophobie, qui consiste a tester
les conséquences ingestives de cet aliment. Daitzdaf premiere ingestion est généralement
faible, et si elle est suivi d’effets neutres parganisme, sa consommation sera réitérée, si
elle est bénéfique, elle sera favorisée et siadtenéfaste (induction de malaise, ...), elle sera
évitée dans le futur, parfois de maniére définitidans ce dernier cas se met en place une
aversion gustative dite conditionnée car elle rs&ii pas avant et n’est donc pas innée,
contrairement a celle développée vis-a-vis des adis amers, par exemple. Une aversion
gustative conditionnée est donc un mécanisme acmiipermet a l'animal d'éviter d'ingérer
un aliment lorsque les conséquences post-ingestieas a cette ingestion ont été
expérimentées comme néfastes. Lors de l'installation tel mécanisme, I'animal relie une ou
plusieurs caractéristiques orosensorielles sad(ahtde l'aliment aux conséguences post-
ingestives négatives. Lors de présentations ultiege de cet aliment, I'animal évitera d'en
consommer s'il en a la possibilité ou régulera sasemmation en fonction du caractere
délétére de l'aliment. Cela ne signifie pas quénfiant en lui-méme est toxique, mais qu'il a
été associé a une expeérience de malaise. |l est pdssible de générer ce comportement en
associant I'ingestion d’'un aliment (par ailleursitt@ fait sain) avec I'injection d'un produit
chimique provoquant un malaise (comme par exemplehlorure de lithium) et donc de
conditionner le sujet.

Ce mécanisme comprend une phase d’apprentissaga{daguelle I'animal associe la
caractéristique orosensorielle de l'aliment auxséguences néfastes de son ingestion) qui
implique, au niveau central, le noyau du tractuktase ainsi que le noyau parabrachial
(Grigsonet al, 1998, Sclafanet al, 2001), situé dans le tronc cérébral, ainsi gamygdale

(Aja et al, 2000), situé dans la région hypothalamique. Unie faversion installée, la
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présence des noyaux du tronc cérébral n'est plesssaire a la reproduction du comportement
aversif (Grigsoret al, 1997), contrairement & celle de 'amygdale (&jal, 2000).

[1.2.1.1.2 Aversion gustative conditionnée et réginP

Mis en présence d'un choix entre des régimes HFNI les rats choisissent
naturellement le régime NP, a fortiori si le régikie a été présenté précédemment (Harper &
Peters, 1989, Tewst al, 1992). Ce comportement d’évitement du régime H&m@né de
nombreux auteurs a soupconner la présence d'umgi@ve@ustative conditionnée (Semen
al., 1987, Harper & Peters, 1989, Teetsal, 1992).

En effet, un régime hyperprotéique pourrait engendine aversion alimentaire
conditionnée notamment par 'augmentation d’ammmoieéplasmatique et cérébrale (Semon
et al, 1988, Semoret al, 1989). L'oxydation du surplus d’acides aminés g&wes serait
responsable d'une augmentation immédiate de lauptiod d'ammoniaque débordant
temporairement le double systéme de détoxicatipatigue (Herreret al, 1994). Ces effets
seraient plus ou moins marqués en fonction de tar@at de la quantité de I'acide aminé en
exces, du type de régime (notamment sa teneurigue)e de I'age de I'animal et de la
disponibilité de I'acide aminé au niveau tissuldldarperet al, 1970, Tewst al, 1984).

Une maniére d’étudier si les animaux développestawersion gustative conditionnée
suite a I'ingestion d’'un régime HP est d’enregistee séquence comportementale de satiété
(BSS) de ces animaux. Cette méthodologie, élaltags les années 60, consiste a filmer ou a
observer directement le comportement des animatentlle début (généralement la premiere
heure) d’'un repas couplé ou non avec l'injectionnd molécule active, a classifier ces
comportements en différentes catégories plus oumnsmaibdivisées, puis a regarder la part de
chaque comportement dans une tranche de temps @bme5 minutes la plupart du temps).
Les difféerents stimuli sont alors capables de fameer la part relative des comportements,
voire I'ordre de prépondérance de ces comporteméhise BSS classique voit s’enchainer
selon une séquence bien définie repas : activitéjrage puis repos. Un point important de la
BSS correspond au moment ou la courbe du temsmacoée a la prise alimentaire croise celle
correspondant au repos. Ce point définit la viteleska BSS.

Un stimulus anorexigéne va accélérer la BSS @mtpde transition repas/repos
apparait plus tét), la ou un stimulus orexigéndavealentir (Rodgergt al, 2000, Ishiiet al,
2004) Figure 23). Une molécule notoirement aversive comme le cinorde lithium va

désorganiser cette BSS en diminuant l'activitéilsh al, 2004). Dans ce cas, les animaux
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augmentent la durée de leur repas tout en dimifeanprise alimentaire, ce qui diminue leur
vitesse d’ingestion (Ishit al, 2004), la ou un stimulus satiétogéne ne jouesguéa taille des
repas et non la vitesse d’ingestion. En outre, imusus moins palatable va également
modifier la BSS en la ralentissant voire en abah$d’apparition du repos dans le cas de
stimulus trés amers (Ishét al, 2003). Dans ce cas, les animaux réessayent gpresdent et

« creusent » dans leur gamelle dans 'espoir diobten goQt plus agréable.

L’étude de la BSS a montré que, apres adaptdésmats nourris avec des régimes HP
ne modifiaient pas I'ordre normal de cette séquegnepas/nettoyage/activité/repos) ni leur
importance relative (Bensaéat al, 2003) Figure 24). En outre, ces régimes ne font pas varier
la vitesse d’ingestion mais jouent essentiellensantla taille du repas (Bensaad al, 2003).
Ces divers éléments confirment que I'anorexie itedpiar les régimes hyperprotéiques n’est

pas de type aversif et est bien de nature satigéeoge

11.2.1.2 Palatabilité

La palatabilité désigne la composante affectiveaititaire chez ’'homme comme chez
'animal. La palatabilité dépend pour une larget mhas propriétés intrinséques des aliments
notamment de leurs propriétés organoleptiques (déierminent les composantes
discriminatives qualitatives et quantitatives deensstions olfactives et gustatives
alimentaires). Cependant, la palatabilité ne das @tre confondue avec les propriétés
organoleptiques. En effet, la palatabilité d’un neéaiment (donc sa perception affective) peut
étre tres variable d’'un moment a l'autre selonafé@nergétique interne du sujet, son histoire
alimentaire (qui détermine des conditionnements), aassi en fonction de facteurs
environnementaux comme la température ambianteélsepce ou I'absence d’autres sources
alimentaires. Il ne faut cependant pas confondrealatabilité d'un aliment avec le fait que
I'individu ait envie ou non de le manger (appé@rridge, 1996).

Il est connu depuis longtemps que la palatabik® igimes hyperprotéiques est faible
(McArthur et al, 1993) et variable selon la nature des protéitibsaes (Scott & Quint, 1946),
sans pour autant que cette variation influenceéf@eatssion de la prise alimentaire induite par
les régimes HP (Semaet al, 1987). Ce phénoméne se produit avant méme lesgneeffets
métaboliques liés a I'ingestion du régime HP etnlhue la néophobie puisse jouer un role, la
faible palatabilité initiale du régime serait uwtizur significatif de la dépression immédiate de
la prise alimentaire (McArthugt al, 1993).
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D’une facon plus générale, d’autres équipes onétdiaborder ce probléme modifiant
les propriétés orosensorielles de régimes expétangnen ajoutant des ardmes ou des
substances désagréables (citral, eucalyptol, quioinsucro octa acétate) (Le Magnen, 1999)
dans des régimes témoins. Leurs expérimentationdremt que, lorsque les animaux n’ont
gue le régime peu palatable a manger, cela ne guevgu’'une baisse transitoire de la prise
alimentaire et que la quantité d’énergie ingéré&eveent rapidement similaire a celle des
groupes témoins. La palatabilité n’influenceradralla prise alimentaire qu’a trés court terme,
et n‘aurait donc qu'une faible part dans les phémoes induits par les régimes

hyperprotéiques.

[1.2.2 Facteurs pré-absorptifs influencant I'actiondes protéines

[1.2.2.1 Régulation du volume gastrique

Une fois passée la sphére oro-pharyngée, les rantsmarrivent dans I'estomac et
commencent a le remplir. Cette partie de la digasést primordiale dans I'apparition des
sensations de rassasiement/satiété, et de ced@ihombreuses hypothéses expliquant la
réduction de la prise alimentaire induite par lestgines prennent corps par l'action de ces
derniéres au niveau gastrique. Deux parametres tegmtimportants dans ce processus : la
vidange gastrique (en particulier sa vitesse) st déférentes réactions chimiques qui se

déroulent dans I'estomac.

11.2.2.1.1 Principes et dynamique de la vidangdrgps

La vidange gastrique est un phénoméne destiné wdt@mla quantité de nutriments
libérée dans le duodénum, qui suit immédiatemerylere. L’estomac peut étre considéré
comme un ballon, se gonflant progressivement awtdéb repas. Cependant, cet organe ne
pouvant s’étendre indéfiniment, sa vidange estedgaht un mécanisme de préservation
destiné a lui faire garder une certaine élastititge en péril a force d’étre trop distendue (ce
qui est d'ailleurs souvent observé dans le cagpdesonnes obéses). La dynamique de vidange
gastrique va donc comprendre différentes phaseantdlesquelles le volume de I'estomac, la
pression en son sein et la tension dans ses panmivarier.

La vidange gastrique n’est pas « nutriment dépdedarmais largement « énergie
dépendante ». La quantité d’énergie transitantigoaylore suite a l'ingestion d’'un repas est

constante pour des macronutriments de densitégdiitpres comparables (Hunt & Stubbs,
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1975, Kalogeriset al, 1983, Maerzet al, 1994). Cependant, dans le cas d’aliments a forte
densité énergétique, la régulation est moins fjadtléa quantité d’énergie qui transite est plus
importante. Il existe alors une relation linéairgre la densité énergétique et la vitesse de
transit énergétique vers le duodénum (Hunt & Stub®35, Calbet & MacLean, 1997).

Ce modéle n’est cependant valide qu’'aprées les gresiiminutes d’un repas (phase de
remplissage de I'estomac). En effet, les premiestants du repas se traduisent par une forte
augmentation du volume gastrique. A ce momenel@ylore reste ouvert, ce qui entraine une
fuite rapide des nutriments vers le duodénum séeBerrégulation (van der Veldet al,
1999). Le remplissage du duodénum et celui deofeat sont donc concomitants. Ce
phénomene se poursuit jusqu'a ce que le volumerigast se stabilise, « entrainant » la
fermeture du pylore (Kaplaet al, 1992). Ce mécanisme vise a préserver I'estomaned’
distension trop importante, mais signifie égalemgund si certains aliments provoquent une
hausse de volume plus longue que d’autres (sansautant entrainer un volume gastrique
plus important), la phase non régulée, durant lkeue vidange est beaucoup plus rapide
gu’apres la fermeture du pylore (que nous appeiephase régulée), sera plus longue, et donc
I'apport intestinal initial plus important.

La vidange gastrique est un phénoméne indissocidbleluodénum. En effet, le
duodénum, par un systéme de rétrocontréle, réguledrture ou la fermeture du pylore et
donc le flux de nutriments transitant de I'estonvacs le duodénum (Schwartz & Moran,
1998). C’est donc le duodénum qui régule le volugestrique, afin d’assurer un

approvisionnement approprié pour permettre unerpben optimale a son niveau.

[1.2.2.1.2 Rassasiement induit par 'estomac

L’estomac peut a lui seul induire la fin d'un repa&n cas de volume gastrique
important, qui peut étre favorisé, dans un cadngeemental, par une occlusion du pylore
(Phillips & Powley, 1996, Eiseret al, 2001). Le signal est alors de nature purement
mécanique et non pas nutriment dépendant (PowleRhdlips, 2004), et la stimulation
indépendante de la nature du contenu de I'estoleg.résultats sont notamment similaires
dans le cas d’'une solution saline ou contenantdesonutriments (Phillips & Powley, 1996,
Eisen et al, 2001), contrairement au rassasiement induit aeani du duodénum qui est
nutriment dépendant (Schwartz & Moran, 1998). M&nka stimulation de I'estomgoer se

est suffisante a I'obtention de l'arrét du repa&s Volumes requis (pylore fermé) sont plus
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importants que ceux observés dans le cas d'unstdigdibre (pylore ouvert) ce qui suggére
un effet synergique de la connexion estomac-py#Bosvley & Phillips, 2004, Ritter, 2004).
L’estomac détecte les variations de volume grackesarécepteurs mécano-sensibles
situés dans sa paroi, en particulier des réceptrension (Berthoud & Powley, 1992). Il
envoie des signaux de rassasiement grace a I'iatienwagale de cette paroi (Berthoetcal,
1991). Ces signaux sont volume dépendants et nioiment dépendants (Mathét al, 1998).
Ainsi, une section des branches du nerf vague vanéi’estomac entraine une augmentation
de la prise alimentaire lors du repas ou a courhée(Schwartzet al, 1999) et élimine la
diminution de la prise alimentaire induite par latension gastrique (Phillipst al, 1997,
Phillips & Powley, 1998). La régulation de la vidgn gastrique, nutriment et énergie
dépendante, issue du rétrocontrdle de l'intestirs yestomac, est elle aussi abolie par
vagotomie (Schwartet al, 1993), ainsi que la détection intestinale desiments (Yoxet al,
1991, Sclafanet al, 2003). Ces informations sont transmises vergtfeeau dans des régions
qui régulent le comportement alimentaire a courhge(cf 1) et suivent une boucle vago-vagale
(Raybould, 1991, Raybould & Holzer, 1992, Schw&tkloran, 1998, Travaglet al, 2003)

qui permet la régulation de la vidange gastrique.

11.2.2.1.3 Régulation de la vidange gastrique pargdrotéines

Les protéines possedent des propriétés qui remelenvidange assez particuliere. Une
concentration élevée en protéines pourrait en edfentir la vidange gastrique en raison d’'une
précipitation de certaines protéines au pH gasrign particulier les caséines) qui empéchent
une action normale de dégradation par la pepsieaifoet al, 1959). De plus, les protéines
contribuent a la sécrétion de cholecystokinine (@K niveau des cellules endothéliales du
duodénum (Raybould, 1991), qui entraine un raleetent de la vidange gastrique (Zleo
al., 1997). Ce phénomeéne serait susceptible de peduirvolume gastriqgue plus important
suite a l'ingestion de protéines ou du moins urunwa restant plus longtemps important. Il
existe une forte variabilité entre les différenf@®téines quant a la vitesse de vidange
gastrique, selon les propriétés physico-chimiqueglithcune, leur quantité et leur structure
(Rogerset al, 1960, Rollset al, 1972) ainsi que par la présence d’autres maaromerts
(Rosenthal & Nasset, 1958, Peragtal, 1959, Buraczewslet al, 1971).
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11.2.2.2 Digestion stomacale et intestinale : dédec des nutriments dans le

duodénum

Les phénomeénes de digestion qui se produisent Kestemac sont a l'origine de
variations potentielles du pouvoir satiétogene dasiments ingérés. De ce fait, les études
introduisant directement des nutriments dans le ddnom présentent une limite
méthodologique, en particulier pour les protéines.

Les protéines présentent en effet I'intérét d'émectionnelles sous différentes formes
issues de la digestion. Les protéines sont géméesieadministrées sous forme de protéines
entiéres. Dans I'estomac, des enzymes clivent cggipes en peptides ou en polypeptides, qui
sont ensuite a nouveau séparés en acides amirtkgriepeptides dans le duodénum avant
absorption. Cependant, selon la nature de la petét le type d’enzymes présentes dans
I'estomac, ainsi qu’en fonction du temps de présete ces protéines dans I'estomac, les
peptides formés sont différents. Or ces peptides/greg étre en eux-mémes actifs, soit en
temps que ligands de récepteurs situés sur lagdekéndothéliales de l'intestin (Pupovac &
Anderson, 2002) soit suite a une absorption sagsadétion par ces mémes cellules et un
passage dans la circulation générale. Dans le egwatéines plus « digestibles » et/ou au
transit gastrique plus rapide, le flux d’acides rasi absorbés est plus important, ce qui
entraine une hausse plus rapide et plus importdig#geides aminés sanguins, et donc
potentiellement une augmentation de la satiét@(i@minostatique cf 11.2.3.1).

Au niveau intestinal, les protéines activent lefneague de facon paracrine par
l'intermédiaire de peptides intestinaux et en patier la CCK, produite par les cellules
entéroendocrines (Berthoud & Patterson, 1996). timutation de la sécrétion de ces
neuropeptides pourrait intervenir par le biais éeepteurs spécifiques aux acides aminés au
niveau de la muqueuse de lintestin gréle (Jeamog)gl982). Les protéines ou plus
vraisemblablement les peptides issus de la digesti@stinale activeraient aussi la sécrétion
de CCK par le biais du récepteur aux oligopeptideptl (Darceket al, 2005b). La CCK
sécrétée sous l'effet des aliments ou des nutrsrepgéorbés posséde différentes actions : elle
inhibe la prise alimentaire (Giblet al, 1973b), et elle ralentit la vidange gastriquel (&taal,
2004). Son action passe par une activation desintaisons vagales (Schwarét al, 1991)
dans le duodénum et elle est aussi susceptiblardirgctement au niveau central en tant
gu’'agent anorexigéne (Reidelbergeral, 2004).

Cependant, si la chémosensibilité duodénale camrila certains aspects du

rassasiement, elle ne peut rendre compte seulette fonction. Ainsi une vagotomie sous-
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diapragmatique totale chez le rat ne supprime s au contraire intensifie la dépression de
la prise énergétique induite par le passage a gimeeHP (L'Heureux-Bouroet al, 2003).
Cette intensification de la dépression alimentapparait des le premier jour et se maintient
méme aprés adaptation au régime HP. Ces observatidiguent d’'une part que des signaux
non vagaux sont impliqués dans la détection dunmrégHP, du moins chez les rats
vagotomisés, et d’autre part confirment le fait dee rats vagotomisés diminuent leur
ingestion de protéines. Les détections vagalepadsines/AA dans l'intestin et les variations
de concentration en acides aminés dans la cironldpato-portale (également détectées par
le nerf vague) ne constituent donc pas les seafesmations menant a la dépression de la
prise énergétique induite par les régimes HP. €gsltats n’excluent pas une participation du
systeme sympathique (splanchnique) dans les infans originaires du foie et du tube
digestif. En effet, on présume que les rats ayabi $ne vagotomie sub-diaphragmatique ont
rencontré quelques difficultés dans I'ingestionrdgime HP, parce que durant la phase de
transition et méme apres adaptation, ils ont maigyéficativement moins que les rats témoins
nourris avec le méme régime. Une anomalie dans detr@e vagal de I'estomac
(ralentissement de la vidange gastrique) pourraié @ne raison pour laquelle les rats
vagotomisés consommant le régime HP ont des diffiswa réguler le taux d’acides aminés
libérés et absorbés, renforcant ainsi les signaétalboliques périphériques et causant une
dépression de la prise alimentaire.

11.2.3 Facteurs post-absorptifs

11.2.3.1 La théorie aminostatique

Chez des rats nourris avec un régime hyperproteiguebserve des le premier jour
une diminution de la prise alimentaire et une éiémadu taux sanguin et dans une moindre
mesure cérébral, d’acides aminés indispensablésmneent les acides aminés ramifiés (Peters
& Harper, 1987). Aprés adaptation, le retour adamwe de ces taux circulants, par stimulation
du catabolisme de ces acides aminés, s’accompagme mbrmalisation de la prise alimentaire
(Peters & Harper, 1985). Ainsi, les variations thesx plasmatiques et intra cérébraux d’acides
aminés sembleraient conditionner la prise alimeataicourt terme (repas suivant).

La relation entre le taux d’acides aminés circidamt I'appétit, dite théorie
aminostatique, a été élaborée par Mellinkoff (Medtff et al, 1956). Il a déterminé sur des

sujets humains qu’il existe une relation inverséreethe taux d’acides aminés circulant et
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I'appétit, ainsi qu’entre glycémie et appétit, aued soit le mode d’administration. Cependant
cette étude seule ne suffit pas, d’apres l'auteimiéme, a trouver I'explication causale du
phénomene observé, en raison de I'existence deeceremples (diabétiques hyperphagiques
a forts taux d’acides aminés circulants, anorexscquuec faibles taux d’acides aminés).

Cette hypothése a été battue en breche par Andédswiersonet al, 1994) dont les
travaux ont montré que I'hypothése aminostatiquesin’pas applicable a court terme.
L’administration de protéines (ou de I'équivalem acides aminés) entraine bien une
dépression de la prise alimentaire, mais sans ben®latifs avec les taux circulants d’AA
plasmatiques et cérébraux dans lintervalle de temppicédant la dépression de la prise
alimentaire. Les modifications induites des profilasmatiques et cérébraux d’AA sont alors
inconsistantes ou inexistantes.

Certaines catégories d’AA peuvent cependant susr\driations quant a leurs taux
plasmatiques et cérébraux suite a lingestion diggime HP. Aucune différence n’est
observable entre les AA indispensables ou non qaamte différence de pouvoir satiétogéene
(Andersonet al, 1994), en revanche, les AA branchés plasmatiqtiegrébraux augmentent
aprés une ingestion aigué ou chronique d’'un régirogique (Harper & Peters, 1989, Morens
et al, 2000, Morenst al, 2001). Il a en outre été montré grace a l'utii@ade la technique
de microdialyse que certaines régions cérébralésifgpues (noyau paraventriculaire, aire
médiale pré-optique, mais pas I'hypothalamus I§tén@ntraient des variations de profils de
certains AA (AA branchés, méthionine ...) suite andéstion d’'un repas hyperprotéique
(Currieet al, 1995, Choket al, 1999, Chokt al, 2000, Choet al, 2001).

Dans le cas de la leucine, il semblerait effectiertnque ces variations centrales
pourraient jouer sur la régulation du comportemaithentaire. Les acides aminés, et en
particulier les acides aminés branchés, commeuleirie, pourraient également jouer un réle
dans la régulation centrale de l'appétit sans pasae I'intermédiaire de la synthése d'un
neurotransmetteur. Les travaux récents de Cotd. éCata et al, 2006) montrent en effet
gu’une injection centrale de leucine induit unawvation de la voie de signalisation du mTOR
elle-méme a lorigine d'une réduction de la prisénantaire Figure 25. Le mTOR
(mammalian target of rapamycin) est une sérinestiine kinase connue pour son role dans
I'intégration des flux énergétiques au sein dedlute (Sabatiniet al, 1994, Schmelzle &
Hall, 2000). Ces travaux semblent montrer que side de signalisation du mTOR était
décrite jusqu’ici comme un carrefour des grandesntations métaboliques cellulaires, elle

aurait également un réle a jouer en tant que réguizentral de la prise alimentaire. Ces deux
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aspects du mTOR en feraient un acteur clé du reaindie 'homéostasie énergétique. Le
MTOR colocalise surtout dans les neurones NPY esi@éurones POMC (Cog al, 2006).
Cette hypothese est cependant aujourd’hui contséeeren raison de résultats difféerents
obtenus par supplémentation en leucine chez I'Horfiaeianoet al, 2006).

Enfin, certains AA indispensables sont égalements dprécurseurs de
neurotransmetteurs, comme le tryptophane, précudsela sérotonine, médiateur connu pour
inhiber I'appétit (Latham & Blundell, 1979). Maifa relation entre la teneur en sérotonine
cérébrale et la teneur en protéines du régime a&agpé confirmée, hormis paradoxalement
dans le cas du régime sans protéine, qui s’accamepdiune teneur en sérotonine élevée
(Harper & Peters, 1989). Une forte charge d’hisgd{précurseur de I'histamine) induit une
forte dépression de la prise alimentaire du faiind’ augmentation de la concentration
d’histamine cérébrale (Merceat al, 1990), qui active certaines régions de I'hypahals
(Yoshimatsuet al, 2002). Cependant, les quantités d’histidine rgaiess pour observer cet
effet sont tres supérieures a celles pouvant gpergéées dans le cadre d’'une alimentation
normale (Anderson & Li, 1987).

11.2.3.2 La théorie glucostatique

Le glucose est le substrat énergétique préféremgidlorganisme, principalement pour
les organes gluco-dépendants comme le cerveauortatidn des conditions nutritionnelles,
'organisme ajuste en permanence les niveaux deog@u sanguin de maniére a assurer
I’'homéostasie glucidique. En I'absence de souragene de glucose (en particulier durant les
périodes post-prandiales ou de jeun), différentbstsats peuvent étre utilisés comme
précurseurs de glucose : le glycérol, les acidesnésmet le lactate. Leur utilisation
préférentielle dépend de I'état nutritionnel dedividu. Durant la période post prandiale, suite
a lingestion d’'un repas hyperprotéique chez dds emaptés a ce régime, il y aurait
néoglucogeneése (production de glucose au niveaatiép a partir des acides aminés) mais
aussi de facon concomitante utilisation du glugueeluit dans la cellule hépatique a des fins
de glycogénogenese (Azzout-Marniosteal, 2007). L'ingestion d’'un régime HP entraine en
effet I'activation de la glycogénogenese chez tevia I'élévation de la glucagonémie (Krebs
et al, 2003).

Ainsi pour les tenants de la théorie glucostatidegouvoir satiétogene des protéines
serait lié a un apport lent et prolongé du gludssa de la néoglucogenése et ou du glucose

d’origine alimentaire. Ainsi, grace aux squelettagbonés fournis par les AA glucoformateurs,
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comme l'alanine, la glutamine, la sérine ou endarglycine, les régimes HP contribuent au
maintien de I'homéostasie du glucose et donc aséabe du signal de faim. Les AA
glucoformateurs ne sont pas les seuls a partiéiper mécanisme. Les acides aminés branchés
jouent également un réle majeur dans le maintiercetee homeéostasie (Layman, 2003),

expliquant donc en partie le caractéere satiétogesaégimes HP.

[1.2.4 Intégration centrale de I'action des protéires

Comme nous l'avons vu, les protéines induisentdépmession de la prise alimentaire
qui met en jeu des mécanismes a court terme (facpeé ou post-absorptifs). Ces événements
viennent s’ajouter a des régulations métaboliques larges (moyen terme) qui dépassent le
simple cadre du repas, et qui sont induites paaliesents au cours des heures suivant leur
ingestion (a I'échelle de la journée). Enfin, centa composantes de la régulation de la prise
énergétique impliqueraient une modulation du congmoent alimentaire a plus long terme en
fonction de I'état des réserves énergétiques, dicpler des réserves adipeuses.

Ces différentes informations sont intégrées auauwd systeme nerveux central (CNS)
afin de générer les réponses comportementales @p®s. Les protéines, dont l'ingestion
induit une réponse comportementale spécifique, domt susceptibles de modifier directement
ou indirectement I'activité de certaines régionsGNIS impliquées dans les différents niveaux

de régulation du comportement alimentaire.
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11.3 Un cas patrticulier : le réle du cortex pyriforme antérieur (CPA) dans

la détection des carences en acides aminés indisgables

La consommation de régimes déficients ou carencésmeacide aminé indispensable
(AAIl) entraine des modifications profondes du congmoent alimentaire, qui réduisent de
maniére tres importante la prise alimentaire cleerat (jusqu’a 30% de leur consommation
usuelle, (Harpeet al, 1970, Gietzen, 2000). Ce phénomene se manifestseulement chez
le rat, mais se retrouve plus globalement chez lesisrganismes eukaryotes [voir (Gietzen &
Rogers, 2006) pour revue]. Le CPA a été dans cenceminé comme centre de détection des

acides aminés indispensables.

[1.3.1 Réle du CPA chez le rat

11.3.1.1 Influence des régimes déficients ou cafgncen acides aminés

indispensables sur la prise alimentaire et sutelesurs en acides aminés centrales

En situation de choix, les rats sont capables degsichle régime le moins carencé,
méme si les différences de teneurs sont tres fa{bleupkaet al, 1997). Cette baisse de prise
alimentaire s’accompagne d’'une aversion gustatmeditionnée (Booth & Simson, 1971,
Simson & Booth, 1974) qui impliqgue le noyau centda® I'amygdale ainsi que le noyau
parabrachial (Gietzen, 1993, Fromerginal, 1997, Feurteet al, 2000, Fromentiret al, 2000,
Feurteet al, 2002) mais n’implique ni le golt ni l'olfactiohéunget al, 1972, Gietzen, 1993,
Fromentinet al, 1998, Koehnleet al, 2003). Dans un contexte de choix, la présenca d'u
aliment déficient s’Taccompagne d’'une capacité drifal & mélanger dans son alimentation
différentes sources permettant d’apporter la tdétales AAlI en quantités suffisantes (Gibsbn
al., 1995, Fromentin & Nicolaidis, 1996) et donc denpenser I'aliment déficient avec un plus
riche pour I’AAI concerné.

L’ingestion d’un régime carencé ou déficient en A&ltraduit par une diminution de la
teneur plasmatique de cet AAIl (Leurgt al, 1968), qui induit une diminution des
concentrations cérébrales en AAI dés la premieneigldeure suivant le repas (Gietzsral,
1986, Koehnleet al, 2004). Cette diminution apparait en premier tans le CPA (Gietzeet
al., 1998), puis dans d’autres zones comme I'hypothasalatéral, dorso-médian ou le noyau
parabrachial (Gietzen, 1993), alors que la priseadtaire commence a diminuer dans un délai
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treés court,variant selon I’AAI déficient mais qutée plus souvent inférieur a une demie heure
suivant le repas, indépendamment de la néopholmehideet al, 2003). Cette transmission
de l'information a partir du CPA vers les autresg®du cerveau est confirmée par la séquence
d’activation c-fos de ces régions : durant la phdsaeconnaissance, le CPA est allumé en
premier, puis suivent les régions hypothalamigiféar(get al, 1996a, Monda&t al, 1997). En
phase d’apprentissage, le noyau central de I'amgget ensuite activé (Warag al, 1996b).

En outre, la Iésion de régions hypothalamiquesraalté réponse anorexigéne aux régimes
carencés ou déficients en AAI (Bellingsral, 1998, Bellingeet al, 1999).

11.3.1.2 Implication du CPA dans cette réponse arigene

Le réle du CPA dans la détection des acides amitdispensables (AAIl) a pour la
premiere fois été décrit par Leung et Rodgers (gefirRogers, 1971) qui a l'aide de Iésions
électrolytiques bilatérales réalisées dans diffisrgrarties du CPA, ont réussi a annihiler la
capacité des rats a détecter les régimes carend®aleet donc a réduire leur prise alimentaire
(Figure 26). Dans cette expérience, la prise alimentairerdissiésés était environ de 80% de
celle ingérée avec le régime témoin. Ces lésicaigrdt effectives a un certain niveau du CPA,
dans sa partie la plus antérieure (entre 2.4mmO&n8n par rapport au bregmadjigures 18
et 27). Cependant, I'étendue rostro-caudale exacte ésns n’'est pas spécifiée de maniére
évidente.

Ce rble a été confirmé dans le cas d’animaux ro@vec un régime deéficient en un
AAl, mais chez qui cet AAl est injecté directemedans le CPA. Les rats rétablissent alors leur
consommation malgré I'absence de I'AAl dans lemég(Beverlyet al, 1990). La présence de
I'AAI dans le CPA trompe donc le reste de I'organés Cependant, le CPA n’est pas la seule
zone du cerveau présentant cette caractéristiqueff&t, I'injection de I'acide aminé limitant
dans I'hypothalamus latéral ou dans le noyau dorédtan de I'hypothalamus (Bleviret al,
2000), produit les mémes effets que dans le CPA.

Dans la méme expérience ayant montré I'implicationCPA dans la détection des
régimes déficients en AAIl, Leung et Rogers ont é@gant montré qu’'un régime
hyperprotéique contenant de la caséine n’étaitdgtecté par ces rats lésés (Leung & Rogers,
1971) Figure 28).
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11.3.1.3 Mécanismes de détection des AAl dans |IACP

De nombreuses études menées par I'équipe de Gietzerpermis de mettre en
évidence les mécanismes intracellulaires a l'oegite cet effet. En effet, la détection des
deéficiences d’'un régime en AAI n'est pas issuegrsdes études réalisées a ce jour, d’'une
activation de récepteurs aux acides aminés surelabrane des neurones « chémosenseurs »,
mais le résultat des variations des teneurs irtidaiees des AAIl. Ainsi, I'activation des
neurones du CPA est la résultante d’une cascadéagtons intracellulaires qui est identique
chez tous les eukaryotes (pour revue voir (Giettead, 2007) Figure 29). La diminution des
teneurs d’AAl provoque une accumulation d’ARN densfert (ARNt) non chargé. L’injection
d’inhibiteur d’ARNt synthétase, sous forme de désivalcooligues des acides aminés
concernés, mime l'effet anorexigéne de l'ingestitum régime déficient en AAI (Haet al,
2005). L’accumulation d’ARNt entraine la phosphatidn de GCN2 (general amino acid
nondepressing kinase 2). Les souris k-0 pour GC&l2épondent pas au régime déficient en
AAl (Hao et al, 2005), et cette kinase phosphoryle le facteuritifition eukaryotex (elF2y),
qui est augmenté dans les cellules du CPA suite r@gime déficient en AAI (Gietzest al,
2004, Sharpet al, 2006). Ce marquage a permis didentifier une zoms restreinte
comprenant un nombre assez faible de neuronesrpiest les véritables chémosenseurs des
AAl. Le faible nombre de neurones serait comperaélgtres forte capacité d’activation du
CPA (Gietzenet al, 2007) qui permettrait d’obtenir une réponse ingute. Les étapes
suivantes menant a l'activation méme des neurooes sncore peu claires, mais elles
mettraient en jeu le récepteur au glutamate AMPAyge GluR1, dont certaines sous unités
seraient phosphorylées par peiF@Sharpet al, 2004), ainsi que des variations de calcium
intracellulaires. Le rdle des récepteurs AMPA e@gtlément souligné par le fait que l'injection
d’inhibiteur de GIuR1 empéche la détection desmégi déficients en AAI (Gietzeet al,
2007).

11.3.2 Le cortex pyriforme antérieur chez ’'Homme ?

Le réle et méme I'existence du CPA chez I'Hommetqdas controverseés. En effet,
aucune étude a ce jour n'a étudié le role spéafida cette région dans la régulation du
comportement alimentaire humain, et si I'histoies goratiques culturales dans la plupart des
civilisations nous montrent qu’il y a compensatidies carences en AAIl des aliments de base

d’'une société par la culture d’un aliment contenastement cet AAI en plus grande quantite,
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aucun mécanisme central n'a été a ce jour mis @edee pour expliquer ce phénoméne.
Cependant, les nombreuses études, menées chez komame chez I'Homme, sur la
représentation cérébrale de I'olfaction, permeti&agporter certains €éléments de comparaison.

Ainsi, anatomiquement, le cortex pyriforme (PC)ezhHomme comme chez le rat,
appartient au cortex olfactif, et recoit les infatons en provenance du bulbe olfactif,
directement chez 'Homme (ou le PC est égalemargl@mortex olfactif primaire, POC (Rolls,
2005)), et par le biais du cortex olfactif antériebez le rat. Le PC effectue donc le lien entre
des informations olfactives déja codées et unengpaomportementale et/ou physiologique a
cette stimulation. Le PC représente dans les dasXdaplus grande partie du cortex olfactif,
mesurant chez le rat plus de 5 mm de long. Cheat)Jda division, communément admise,
entre cortex pyriforme antérieur et postérieur (GRACPP), n'a longtemps été fondée que sur
la disparition du tractus olfactif latéral qui maegle début de la partie postérieure (Haberly &
Price, 1978). Cette délimitation se base aujourdbudes considérations plus fonctionnelles
bien que les structures des deux parties soiefagment identiques : la morphologie des
neurones est similaire et les couches cellulaiceg sonstituées des 3 couches de cellules
pyramidales largement glutamatergiques (lllig & B 2003) et certaines GABAergiques
(Loscher et al, 1998). Cependant, le CPA et le CPP présententcdasectivités trés
différentes avec les autres zones cérébrales tesirant, le CPA présentant des connections
multidirectionnelles et le CPP presque exclusivameaudales (Johnsoet al, 2000),
indiquant que le CPA est mis en jeu lors de praces8current, et que le CPP est impliqué
dans le processus de rétrocontréle (Haberly, 2001).

Chez 'Homme, le cortex olfactif primaire est swigk en différentes zones selon les
auteurs, cortex pyriforme frontal et temporal (PaFPirT (Zelanoet al, 2005)) ou méme
cortex pyriforme antérieur et postérieur (Gottfregdal, 2002). Ces subdivisions s'appuient sur
des représentations différentes des odeurs dateszogte, tout comme cela I'a été observeé chez
le rat. Ainsi, chez le rat, les odeurs ont une é&sentation spatialement distribuée dans le PC
(INig & Haberly, 2003): dans la partie la plus é@neure, une odeur produit l'activation d'un
groupe de neurones assez compact et bien défamuehodeur correspondant a un groupe de
neurones différent, alors que dans la partie pesté, I'activation des neurones est plus
diffuse et moins différentiable selon l'odeur. Chietomme, on retrouve ce type d'activation
différentielle, puisque la partie frontale (PirFEpond spécifiquement a une odeur,
contrairement a la partie temporalle (PirT) (Zelat@l, 2005). De plus, la partie postérieure

répond a toute forme de stimulation odorante, algue la partie antérieure répond



67

différemment selon le caractéere plaisant de cetério(Gottfriedet al, 2002), en relation avec
le cortex orbitofrontal (Rollgt al, 2003, Rolls, 2005).

Les analogies entre les cortex pyriformes des despeces ainsi que les distributions
fonctionnelles similaires entre une partie antégeplus spécifique, et une autre postérieure,
plus généralement activée, pour ce qui concernfotesions olfactives, nous incitent a penser
gue ces mémes neurones, ou des neurones immédiateraehes, s'ils sont capables chez le

rat de détecter une carence en acides aminésammirdonc €également assurer cette fonction
chez 'Homme.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX PERSONNELS

Avant le début de ce travail, des extraits protégqde levure ont été identifiés par
I'entreprise Bio-Springer comme étant potentiellatnanorexigénes. La premiere partie de
mon travail a donc consisté a caractériser cet effa déterminer si la dépression de la prise
alimentaire était réellement d’origine satiétogeldéférentes fractions de ces protéines ayant
été isolées sous forme de peptides afin d’en facih formulation dans des produits destinés a
I'alimentation humaine, le pouvoir satiétogene @s fractions a du étre testé de maniere a

retenir le produit le plus satiétogene.

A la suite de ces études préliminaires qui ont feewhe quantifier I'effet satiétogene
produit chez le rat a court terme, deux étudesgl’chez le rat, I'autre chez 'Homme, ont été
réalisées afin de caractériser I'effet des peptideslevure sur la prise alimentaire apres
habituation. Cette étape est en effet indispensddnhes I'optique d’'une commercialisation du
produit.

Parallelement a ces études comportementales, Higueles mécanismes mis en jeu a
été étudiée, a la fois dans le cas général dedipest et dans le cas particulier des peptides de
levure. Pour cela, certaines régions du cerveaoumspour étre impliquées dans la régulation
du comportement alimentaire ont été étudiées. ésgltats ayant mis en évidence dans le cas
des protéines l'activation d’'un certain nombre @seaux neuronaux impliqués dans la
réduction de la prise alimentaire, ces mémes résaatuété étudiés dans le cas des peptides de
levure afin de mieux comprendre les mécanismesigugs dans I'effet satiétogene induit par

I'ingestion de ces peptides.

Nous présenterons tout d’abord les études relativéa signalisation centrale des
protéines avant de nous intéresser aux études ctenmtales et centrales concernant les

protéines et peptides de levure.



70

|. ETUDE DE LA SIGNALISATION CENTRALE DES PROTEINES

|.1 Introduction et objectifs

Les protéines possedent le pouvoir satiétogene lles pmportant des trois
macronutriments (Reid & Hetherington, 1997, Jesinal, 2001, Bensaidet al, 2002).
Cependant, méme si les conséquences comportenserdalel’ingestion des protéines
commencent a étre bien connues chez le rat, eicyemt dans le cas d’alimentation exclusive
sous forme de régime hyperprotéique, les mécanisoesjacents a cet effet sont encore mal
connus. Une premiére étude menée au sein de rajiratoire a montré qu’'un régime
hyperprotéique était susceptible d’activer certaimégions du cerveau connues pour étre
impliquées dans la régulation du comportement altaiee comme le noyau du tractus
solitaire (NTS) ou la région hypothalamique (Daretlal, 2005a). Au sein du NTS, deux
réseaux de neurones (au moins) sont susceptibieslude une réduction de la prise
alimentaire : les neurones noradrénergiques/adyiguers dont une Iésion supprime l'effet
anorexigéene produit par la CCK lors de la digestRmaman, 2003), et dont I'activation est
associée a des phénomenes de satiété/rassasidtimanngnet al, 1998), et les neurones
GLP-1, qui sont modérément activés lors de la digesnais fortement activés suite a des
stimuli aversifs (Thieleet al, 1997, Rinaman, 1999b, Seelelyal, 2000). Dans la mesure ou
les études comportementales ont montré que lirggeste protéines n’est pas associée a une
aversion gustative conditionnée (Bensaidal, 2002, L'Heureux-Bourort al, 2004a), un
repas hyperprotéique devrait plutét activer lesuis noradrénergiques que GLP-1 dans le
NTS par rapport a un repas normoprotéique. Au deibhypothalamus, le noyau arqué (ARC)
est une région primordiale dans la détection dasutes plasmatiques en nutriments et en
peptides ou hormones sécrétés durant la digedtiomistet al, 2005). A ce titre, cette zone
joue un réle trés important dans la régulation’ldenhéostasie énergétique, par le biais de deux
populations neuronales aux effets totalement oppodés neurones POMC/CART dont
I'activation produit une forte réduction de la grialimentaire, et les neurones NPY/AgRP, qui
possedent les propriétés inverses (Schwattal, 2000). Enfin, si le NTS et la région
hypothalamique sont impliqués dans la régulationl’'ldeméostasie énergétique, une autre
région, le noyau accumbens, est quant a elle nmgewedans la régulation hédonique de la
prise alimentaire et est susceptible de modulestiVaié des régions précédemment citées

(Berthoud, 2004b). Au sein de cette région un npimaoque du noyau accumbens intégre en
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effet les stimulations liées a I'aspect hédonigad’aimentation. En particulier, les neurones
GABA et opioides de I'’AccSh sont impliqués dansmadulation de la prise alimentaire
associée au « liking », c’est-a-dire la partie ‘tédonisme la plus liee a la palatabilité de
I'alimentaire et aux préférences gustatives (Bgejd2003).

Par ailleurs, si les conséquences comportementi@didngestion des protéines sont
décrites, les mécanismes centraux impliqués dadétiction de ces régimes sont encore mal
résolus. En raison de son réle fortement suspeaté th détection des régimes carencés ou
déficients en acides aminés indispensables (ARlxdrtex piriforme antérieur (CPA) est un
candidat potentiel pour détecter les augmentatit@sides aminés circulants induites par les
repas ou les régimes riches en protéines (Leungogers, 1971; Gietzen & Rogers, 2006).
L’objectif de cette étude est donc de caractétesedle éventuel du CPA dans la détection des
régimes hyperprotéiques en effectuant des Iésipasifgjues de certaines parties de cette
région afin de déterminer le caractere indispemsald cette région dans la réponse
anorexigéne induite par les protéines. Afin d’épargles fibres de passage et donc les
connections entre d’'autres zones, l'utilisationlé&ons chimiques, ne lésant que les corps
cellulaires de certains neurones spécifiqgues (Wit91), a été préférée, puis des lésions
électrolytiqgues ont été menées afin de compare€kadtats avec ceux déja obtenus avec cette
méthode. Enfin, I'étude de I'activation des neuode CPA a la suite de repas déficients en
thréonine ou hyperprotéique a été réalisée, afiredarder si ces stimuli activent ou non cette
région. En outre, 'une des hypotheses permettéaptiquer la détection des régimes
déficients ou carencés en acides aminés indispiessabplique le cycle glutamine glutamate
entre les cellules gliales et les neurones. Afi@tudlier cette hypothése, nous avons observé
I'activation des neurones comprenant un des prawsipgransporteurs au glutamate dans cette
région, 'EAACL.

1.2 Matériels et méthodes

1.2.1 Activation de zones du systeme nerveux centran réponse a des

repas protéiques chez le rat

24 rats Wistar males sont habitués a un protodifeeataire séparé en deux parties : un
repas calibré de 3g (1:2 poudre pour eau) pendairdudvi d’une périodead libitumde P14
(1:1) 90’ aprés le début de l'ingestion de la clkarges rats sont divisés en 4 groupes et
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alimentés pendant 2 (groupes aigus P14A et P558)1ojurs (groupes chroniques P14C et
P55C). Chaque jour, les rats recoivent la charge cgurespond a leur groupe, et la
consommation de la premiére heure de consommaitiohbitum de P14 est mesurée. Les
groupes P14A et P55A sont sacrifies 90" apres bridde I'ingestion de la charge a J2, et les
groupes P14C et P55C dans les mémes condition$. & d2 rats sont alors perfusés avec du
paraformaldéhyde 4% avec de I'acide picrique eclgeaux sont prélevés (pour détails voir
article 1). Les cerveaux sont ensuite congeléséebupés dans un cryostat aug0et les
coupes montées sur lames. Les régions prélevéesenabda partie du NTS commune avec
'area postrema ainsi qu'une partie du NTS caudi {14.5mm a -13.3mm), la région
hypothalamique au niveau de 'ARC (de -4.5mm a2, et I'’AccSh (de +1.2 mm a + 3.0
mm par rapport au Bregma). Un double marquagelest affectué pour chaque coupe pour
révéler la protéine Fos (marqueur de [lactivité roeale) et le phénotype étudié
(noradrénergique ou GLP-1 dans le NTS, POMC da&RCT, GABA et récepteup-opioides
dans I'AccSh). Ces marquages sont effectués parunohistochimie avec une révélation
enzymatique (pour détails voir article 1). Concetndes marquages dans I'AccSh, les
anticorps primaires utilisés sont un anti-GABA} feliez la chévre, dilué au 1:1000 et un anti
u-MOR1 (AB1774, Chemicon), fait chez le cobaye, éiau 1:2000.

|.2.2 Hypothese du cortex pyriforme antérieur commeshimio-senseur des

acides aminés indispensables chez le rat

Des lésions bilatérales de trois types ont étéskkd sur des groupes de rats sépares, a
des coordonnées stéréotaxiques identiques (AP 3 j0an rapport au Bregma, L £3.1mm, D -
6.3mm sous cortex), identifiées grace a l'atla®drinos et Watson, et qui couvrent la région
connue pour étre impliqguée dans la détection dgsnes déficients en AAIL. Une premiere
expérience a été menée en pratiquant des lésibaside iboténique, analogue du glutamate,
qui surexcite et entraine ainsi la mort cellulaies neurones glutamatergiques (spécifiguement
ceux portant des récepteurs NMDA) (Jarrard, 198glid & Semba, 1997). Une deuxiéme
série a été lésée a I'acide kainique, un autreognaldu glutamate (qui lése spécifiquement les
neurones portant les récepteurs AMPA et kainatefinEdans une troisieme expérience, des
lésions électrolytiques ont été réalisées. Danguehaxpérience, les rats Iésés sont compares a

un groupe témoin (aucune opération) et a un grehpen (la solution injectée ne contient que
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le véhicule utilisé dans le cas des lésions chiesoet I'électrode est descendue et laissée en
place durant la méme durée que les rats lésédalaas des électrolytiques).

Dans les trois expériences, les rats suivent uriopote alimentaire strictement
identique : 5 jours de Thr-Dev (régime déficienttieréonine), suivi de 5 jours de P14, puis 2
jours de Thr-Cor (régime Thr-Dev supplémenté eadhine), suivis de 3 jours de P14, et enfin
3 jours de P55. Les journées de P14 servent alealgne consommation basale qui permet
d’exprimer les résultats en consommation relatizerpt. A la suite des trois expériences, les
rats sont perfusés au formol 10% (PAF 4% dans $edes Iésions a l'acide kainique), les
cerveaux sont prélevés, découpés et colorés aet\del crésyl afin de révéler les structures
cellulaires. Cette coloration permet de constaétendue des Iésions et d’exclure les animaux
qui n‘auraient pas été correctement et bilatérabéniesés. Pour le groupe lésé a l'acide
kainique, un marquage supplémentaire sur un agiirelg¢ coupes est réalisé, visant a révéler le
récepteur Glu-R1 par immunofluorescence (voir Erfpour détails).

Pour I'étude de I'activation Fos des neurones ddFes rats (n=24) ont été soumis
au méme protocole alimentaire que celui décrit pesietudes similaires dans les articles 1 et
3. Les rats ont été divisés en 4 groupes seloatlaede la charge recue durant le repas calibré
(3g) : Thr-Dev, Thr-Cor, P14 et P55. Les comparasooncernent deux a deux les groupes
Thr-Dev et Thr-Cor puis les groupes P14 et P55.raesdes groupes Thr-Dev et Thr-Cor sont
sacrifiés le premier jour suivant la période d’'tadiion, alors que les rats P14 et P55 sont
sacrifiés le deuxiéme jour, selon le protocole d#senté dans les études précédentes. Les
cerveaux des rats sont prélevés au niveau du CRB&(m jusqu’a — 0.2 mm).

Les coupes sont ensuite techniquées pour révélamtaine Fos (sur la totalité de la
structure) et le transporteur au glutamate EAACA {8.6mm jusqu’a +1.8mm). Une fois la
révélation de la protéine Fos achevée, les coupeisiscubées pendant 72h (a +4°C) dans
I'anticorps anti-EAAC1. Apres lincubation dans riecorps secondaire et dans le complexe
PAP (1/408™), les peroxydases sont révélées par le complexB-Bigkel, qui colore les
cytoplasmes des neurones en gris foncé. Ainshdasones doublement marqués présentent un

noyau brun et un cytoplasme gris.

VI Cette étude a été réalisée en collaboration avee Blylvette Gougis.
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|.3 Résultats et interprétations

1.3.1 Activation de zones du systéme nerveux centrauite a l'ingestion de

repas protéiques chez le rat

Les rats qui ont consommeé un repas hyperprotéigalegent statistiquement moins
pendant la premiére heure de période d’alimentatbfibitum que les rats ayant consommé
un repas normoprotéique, a J2 comme a J21.

Concernant les activations, un repas hyperprotéayggnente le nombre de neurones
activés en c-fos pour I'ensemble du NTS intermeééjan particulier pour les parties les plus
rostrales étudiées (voir article 1, figure 4), ajuacomme en chronique.

En outre, un repas HP induit une activation pluspartante des neurones
noradrénergiques/adrénergiques pour 'ensemble B8 Mtermédiaire (article 1, figure 5),
également concentrée dans la partie la plus restt@NTS intermédiaire. Le nombre total de
neurones noradrénergiques n’'est pas statistiquediéfétent entre les groupes normo- et
hyperprotéiques.

En revanche, un repas HP n’entraine aucune différdiactivation des neurones GLP-
1 (article 1, figure 5) que ce soit au niveau a@etivation globale du NTS intermédiaire ou
dans ses différentes parties.

Le profil d'activation observé suite a l'ingestiatun repas hyperprotéique, en aigu
comme en chronique, suggére donc que les protémeginent une activation plus importante
du NTS, et spécifiquement de réseaux impliqués dansatiété comme les neurones
noradrénergiques. L’activation de ces neurones igsulter de deux propriétés des protéines :
elles ralentissent la vidange gastrigue comparnai@rdg aux autres macronutriments (Bl@m
al., 2006), et sont donc susceptibles d’entraineralmne gastrique plus €éleveé plus longtemps,
alors que les neurones noradrénergiques du NTSssamsibles aux stimulations gastriques
(Willing & Berthoud, 1997). En outre, les protéireggrainent, durant la digestion, la libération
de CCK par les cellules entéroendocrines de I'timte@Raybould, 1991). Or les neurones
noradrénergiques du NTS sont indispensables aplans@ anorexigéne induite par la CCK
(Rinaman, 2003). Une augmentation de sécrétion@€ &u niveau des terminaisons vagales
pourrait donc expliquer 'augmentation d’activatide neurones noradrénergiques que nous

avons observée dans le NTS a la suite d’'un regaerpsotéique.
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Au sein de I'hypothalamus, un repas hyperprotéiglaggmente pas I'activation Fos
globale du noyau arqué (ARC). En revanche, l'attivades neurones mélanocortiques est
fortement augmentée, en aigu comme en chroniqueagitulier dans la région caudale de
I'ARC (article 1, figure 6). Le nombre total de menes POMC reste quant a lui inchangé entre
les différents régimes. Cette activation des neesdOMC va de pair avec une inhibition des
neurones non-POMC (article 1, suppl figure 1), pagsentiel NPY/AgRP, puisque ces deux
populations sont extrémement majoritaires dans CABagnolet al, 1999). Cette inhibition
des neurones NPY/AgRP semble indispensable pourdegueeurones POMC puissent étre
activés, en raison du tonus inhibiteur des neurdii®$ sur ces derniers (Cowley al, 2001).
Cette activation des neurones POMC peut étre diesdariations de teneurs d’hormones ou
de peptides gastro-intestinaux telles que la leptimsuline ou la ghréline, et I'action d’un
repas hyperprotéique sur la sécrétion de ces factest encore mal connue. En outre,
I'activation de ces neurones pourrait résultera@egmentation des teneurs sanguines en acides
aminés a la suite du repas hyperprotéique, quitsk¥ectée au niveau central par 'ARC, dont
la barriere hémato-encéphalique est plus permépbialleurs (Peruzzeet al, 2000). Cette
hausse des acides aminés plasmatiques provoqueraiytre, une augmentation des teneurs
en leucine, qui serait détectée, dans 'ARC, panT®OR (mammalian target of rampamycin),
entrainant I'activation des neurones POMC (Gaital, 2006). Cette activation des neurones
POMC de 'ARC pourrait en retour, activer le NTS pes projections POMC reliant les deux
régions (Zhenget al, 2005). Ce phénomene expliquerait la différencactivation Fos
observée suite a un repas hyperprotéique qui neupgguement étre imputée a 'augmentation
mesurée dans les neurones noradrénergiques. Bn dasdifficultés techniques, le marquage
des neurones POMC dans le NTS n’a pu étre réatme,l nécessite vraisemblablement
I'utilisation de souris POMC-GFP.

Au sein du noyau accumbens, les marquages obsemvé&sé trés inégaux, ce qui nous
a conduit a réaliser une comparaison qualitatigendarquages. Les résultats obtenus montrent
qualitativement des différences entre les diff&sgagimes testég §bleau 2. Ainsi, les repas
normoprotéiques induisent une activation plus irtggde de I’AccSh, qui se traduit non
seulement par une augmentation du nombre de neuréog-positifs, mais également du
nombre de neurones doublement marqués, a la fais lponeuromédiateur GABA, mais
également pour le réceptquaux opiacés.

Dans le cas des repas hyperproteiques, a couré teomme a long terme, I'activation

est tres faible et marginale, voire pratiguemeexigtante a court terme. Ces repas n’entrainent
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donc qu’un recrutement trés réduit des neuronesl’AlecSh, contrairement au repas
normoprotéique. Ces résultats concordent avec oba&rvés dans la région hypothalamique,
puisque l'activation des neurones GABA et/ou degores opioides de I’AccSh entraine une
réponse orexigene dont I'action passe partiellerpantune activation des neurones NPY du
noyau arqué et une inhibition des neurones POM@r{gkt al, 2003). Dans le cas des repas
hyperprotéiques, l'activation des neurones POM@ danc de pair avec une inhibition des
neurones GABA et opioides de I'AccSh (et vraisemlelaent avec une inhibition des
neurones NPY, comme discuté dans I'article 1).1@€ssltats, uniquement observés de maniere
qualitative, demande néanmoins confirmation paréinde qualitative.

Les voies centrales de signalisation des protésoe$ donc multiples. Les protéines
activent en effet des voies de controle directadprise alimentaire comme le NTS, ainsi que
des voies de contréle indirect, comme l'aire hyptmique, qui régule I'homéostasie
énergétique, mais jouerait également sur des sgsténdaulateur de ces voies, en modifiant la
réponse hédonique a I'alimentation. Ces différatsons expliquent par exemple pourquoi il
est difficile d’annihiler I'effet satiétogéne desopeines en bloquant ou en supprimant telle ou

telle voie, puisqu’une autre est alors susceptblerendre le relais.

1.3.2 Les lésions du CPA ne modifient pas le comp@ment des rats vis-a-

vis des regimes hyperprotéiques ou des régimes adints en AAl chez le rat

Les vérifications histologiques nous ont permisdé¢éerminer quels rats avaient été
correctement lésés, c’est-a-dire de maniere bakgéat sur une étendue d’au minimum pHoo
de part et d’autre du centre de la |Iésion (soi@rBn par rapport au Bregma).

Concernant les rats lésés avec l'acide iboténiqued® maniére électrolytique, les
colorations au crésyl violet nous ont permis deuaiiser tres clairement les lésions et de
déterminer leur étendue. En revanche, aucune Iéséait visible avec cette coloration pour
aucun des rats traités avec I'acide kainique. Nmasis donc réalisé un marquage du récepteur
AMPA GIuR1 et nous avons considéré un rat commeectement [ésé si aucun neurone
exprimant le récepteur GIuR1 n’était présent darSRA.

Les rats présentant une lésion significative, geesait chimique ou électrolytique
n'ont pas modifié leur comportement en présence dagime hyperprotéique, impliquant que
ces régimes ne nécessitent vraisemblablement ppedsence du CPA pour exprimer leur

propriété anorexigéne. De maniére plus surprenamieune des lésions que nous avons
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effectuées, et pour aucun des rats testés, n'aieétrde modifications significatives du
comportement des rats sous régime déficient eonimé (Thr-Dev).

La mesure de l'activation des neurones du CPA owoefiles résultats obtenus pour les
lésions concernant les régimes hyperprotéiqueseftat, aucune différence n’est observée
entre les rats nourris avec un repas normo- ourpy@eique, que ce soit pour I'activation Fos
seule (16.2 £1.9 vs. 13.3 £1.6 neurones activéscpape pour les régimes P55 et P14,
respectivement) ou pour les doubles marquages FEOSAEC1 (3.9 +1.8 vs. 3.5 0.6 neurones
doublement marqués par coupe pour les régimes tH5bBle respectivement).

En revanche, le régime Thr-Dev active fortemenCRA dans trois parties distinctes :
dans la partie la plus antérieure du CPA (de +3.@am¥8.0mm) puis de +2.2mm a +1.8mm et
dans une partie plus caudale de +0.8mm a +0.4mntesSileux premieres régions ont été
couvertes par I'étendue des Iésions, ce n'est pasas de la derniere. Cette répartition de
I'activation des neurones montre que le régime Dév- induit une réponse qui n'est pas
spécifiqgue de la partie la plus antérieure du CRA ajusqu’a présent constituée la zone
d’intérét des recherches menées sur ce sujet. &®, daurépartition du marquage dans un plan
coronal montre que l'augmentation d’activation denpartie la plus antérieure est due a une
augmentation des différents segments du CPA, ditades parties externes, médianes et
internes (pour détails voir article 4). Concernntdouble marquage Fos + EAAC1, nous
observons, comme dans le cas de l'activation Fos, augmentation de l'activation des
neurones doublement marqués suite a l'ingestion dypas Thr-Dev par rapport a un repas
Thr-Cor, cependant moins marquée que dans le camaiquage FosF{gure 30). Ces
différences sont une fois de plus présentes dangddies les plus antérieures du CPA, au
niveau extérieur entre +3.2 et +3.0 mm et au niviegrieur +3.2 +2.8 mm. Ces résultats
donnent une premiére indication permettant d'étaileypothese selon laquelle le cycle
glutamine-glutamate serait impliqué dans les mé&paes permettant aux neurones de détecter
les carences, ou plus vraisemblablement dans lensépsuite a leur détection (Gietzen &
Rogers, 2006).

|.4 Discussion

Nos principaux résultats concernant I'ingestiorré@gimes ou de repas hyperprotéiques

sont une augmentation conjointe de I'activité d&déntes régions du systeme nerveux central
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(CNS). Parmi les régions étudiées, nous avons @ante le NTS ainsi que plusieurs noyaux
de la région hypothalamique voient, a court terrnenme aprés habituation, leur activité
accrue par l'ingestion de protéines, et en paigcudertains réseaux de neurones comme les
neurones noradrénergiques du NTS et les neuronkesmaocértiques de I'ARC. En outre, les
protéines inhibent I'activation de neurones GABAgugs et opioidergiques dans le noyau
accumbens, et inhibent ainsi la prise alimentaine déaminuant la réponse hédonique a
I'alimentation. Enfin, nous avons montré que lest@nes ne semblent pas utiliser le cortex
pyriforme antérieur, région pourtant connue poutecker les carences en acides aminés
indispensables (AAl), comme point d’entrée dan€INS puisque la Iésion de cette région ne
modifie pas le comportement des animaux sous régiyperprotéique, qui par ailleurs ne
provoque aucune activation particuliére de cettgoré selon les marqueurs que nous avons

choisi (c-fos, transporteur au glutamate EAACbptcairement a un régime carencé en AAL.

Les protéines activent des réseaux spécifiques du T8 et de

I’hypothalamus impliqués dans la régulation du comprtement alimentaire.
L’ingestion d’'un repas hyperprotéique augmentetiNation d’'un certain nombre de
régions du cerveau par rapport a un régime norn@pree, en particulier deux régions, le
noyau du tractus solitaire (NTS) et la région hiyptamique. Il est intéressant de noter que
I'hnypothalamus ventro-médian (VMH), qui est le genhistorique de la satiété est activé par
un repas hyperprotéique, tout comme le noyau dmédian, contrairement au noyau arqué
(ARC) (Figure 31). Un autre point marquant est I'absence de difféeed’activation au niveau
du noyau arqué. Cette apparente stabilité masquéadité des situations trés contrastées. En
effet, au sein de 'ARC, deux populations neuropalat des effets totalement antagonistes
(Bagnol et al, 1999). Ainsi, l'activation d’une des populatioes déroule de concert avec
I'inhibition de I'autre (Cowleyet al, 2001). Cette structure singuliere du noyau aexpdique
gu'un repas ou un régime hyperprotéique, tout eantyeffectivement une action sur
I'activation de certains neurones de I'ARC, ne rfiedpas notablement 'activation générale
de la zone. C’est pourquoi il est nécessaire dépnéndre un phénotypage des neurones
impliqués dans la réponse a un repas hyperprotéioies avons alors montré a l'aide de ce
double marquage qu’il existait une reelle differertiactivation entre un repas hyper- ou
normoprotéique concernant les neurones mélanouesdjqdont 'activation est connue pour

entrainer une réponse anorexigene. Dans le ménpstdiactivation générale de 'ARC reste
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la méme, alors que les neurones de 'ARC se ragarit presque exclusivement entre les
populations mélanocortiques et NPY (Bagmdlal, 1999). Ces derniers, dont I'activation
provoque une réponse fortement orexigene (Leeinal, 2004a; Williamset al, 2004), sont
donc inhibés par un repas hyperprotéique, phénomganest non seulement cohérent avec
I'activation des neurones mélanocortiques, maiepsbutre indispensable en raison du tonus
inhibiteur des neurones NPY sur ces neurones (Gostlal, 2001).

L’activation des neurones mélanocortiques de I'’As&Cdéroule simultanément a celle
des neurones du NTS, et plus particulierement éesames noradrénergiques/ adrénergiques
de cette région. Ces neurones, qui sont indispiesabla réponse anorexigene induite par la
CCK (Rinaman, 2003), sont également activés par augmentation du volume gastrique
(Willing & Berthoud, 1997; Rinamaat al, 1998). Au-dela de la constatation que les pre&in
activent ces neurones, les mécanismes sont encaleconnus. En effet, les protéines
entrainent la sécrétion par les cellules entérosms de la CCK qui vient & son tour activer
le nerf vague (Raybould, 1991) et mobilise vraiskallement ces neurones noradrénergiques
au niveau du NTS. Certaines protéines ou fractiprgéiqgues augmentent également le
volume gastriqgue en ralentissant la vidange gpasdri(Peraincet al, 1959; Morenset al,
2001; Blomet al, 2006), ce qui serait susceptible d’activer cesnee neurones. Enfin, ces
neurones recgoivent des projections a partir dedgpostrema (Cunninghaet al, 1994),
région située contre le NTS et dont la barriere &térencéphalique plus fenestrée permet une
détection plus aisée des variations des teneuasidas aminés (McKinlegt al, 2003). Enfin,
les neurones meélanocortiques de I'ARC projetterts Ve NTS et forment des boutons
synaptiques avec les neurones noradrénergiquedzateal, 2005). L'activation de ces
neurones dans I’ARC pourrait donc induire celle desrones noradrénergiques du NTS. Les
projections de ces neurones noradrénergiques spendant mal connues. Il semblerait que
contrairement a d’autres neurones noradrénergidgiegtte région, ils ne projettent pas vers le
noyau paraventriculaire de I'hypothalamus (Rinam2003), mais peut-étre vers d'autres
noyaux hypothalamiques et d’autres régions du bultmhidien comme la moelle ventro-
latérale qui a son tour projettent vers la régigpdthalamique (Sawchenko & Swanson,
1981). L’activation de ces neurones est cependaidtesnent associée a une réeponse
anorexigene, puisque leur lésion entraine une baiesda prise alimentaire (Rinaman, 2003).
On peut noter que les résultats d’activation daewles régions étudiées sont similaires en
aigu comme apres I'habituation, ce qui corrobore demportements alimentaires observés

dans ces deux conditions. Ces activations soninceoe notablement différentes de ce qui se
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produit dans le cas d'une alimentation exclusivemngiperprotéique (Darceatt al, 2005a)
(Figure 32), pour laquelle l'activation de ces zones relewe l'thtégration de nombreux
signaux métaboliques et non plus seulement degteksation suivant I'ingestion d’un repas,

et qui se traduit apres habituation, par une ditionude I'effet satiétogéne des protéines.

Le profil d’activation du NTS confirme I'absence daversion gustative

conditionnée associée a I'ingestion des régimes leyprotéiques.

L’exploration des réseaux neuronaux impliqués dansignalisation des protéines a
également permis de conforter I'absence d’avergjostative conditionnée. En effet, les
neurones GLP-1 du NTS, qui en situation normaleegas, s’activent modérément sous I'effet
de stimuli anorexigénes modérés lies a I'apparitienla satiété, sont en revanche fortement
recrutés dans le cas de stimuli aversifs (RinarB@84), comme une distension gastrique tres
importante (Vranget al, 2003), une injection de chlorure de lithium (Rmem, 1999a) ou
I'ingestion de lipopolysaccharide (Grék al, 2004). Ce role est confirmé par les projectioas d
ces neurones vers le noyau parabrachial et le nogatual de 'amygdale (Herbest al, 1990;
Jiaet al, 1994), régions bien connues pour leur réle ingtispble dans les aversions gustatives
conditionnées (Fromentiat al, 2000; Kinziget al, 2002). Or un repas hyperprotéique, en
aigu comme a I'habituation ne modifie en aucunlegwofil d’activation des neurones GLP-1
de I'ARC, confirmant I'absence d’aversion gustatoanditionnée qui avait déja été montré a
l'aide de l'analyse de la séquence comportemertalsatieté (Bensaidt al, 2003). Cette
réponse confirme donc la nature purement satiéeogena réponse anorexigene induite par les

protéines.

Les protéines diminueraient [Iactivation des circuis centraux de
I’'hédonisme.

Un aspect intéressant de la modulation nerveusetendar un repas hyperprotéique est
son influence sur le systeme de régulation hédendgl la prise alimentaire. En effet, ce
systéme, comme nous l'avons vu, est susceptibieatkfier la régulation homéostatique de la
prise alimentaire et en particulier de promouvairprise alimentaire chez un animal déja
rassasié (Berthoud, 2004a). Il semble donc prinabrde pouvoir contrer ce systeme de
I'hédonisme pour véritablement instaurer une répormsnorexigéne. Or un repas

hyperprotéique, outre l'activation de régions duSCimpliquées dans la détection de signaux
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anorexigenes et I'élaboration d’une réponse corepaghtale adaptée, semble inhiber 'activité
de neurones du noyau accumbens exprimant le glikirsoit 'aspect le plus sensoriel de
I'hédonisme (Berridge, 2003). Ce phénomene estreohéavec la faible palatabilité des
protéines, puisque la palatabilité a un impact irtgoa sur I'expression du liking, méme si,
comme nous l'avons vu, la palatabilité seule net pexpliquer l'effet anorexigeéne des
protéines. Cette potentielle inhibition des neusode liking est cependant tres intéressante car
les projections de ces neurones du noyau accumbees/ent indirectement le noyau arqué
(ARC) (Zhenget al, 2003) et serait donc susceptible d’étre a I'ogdes augmentations
d’activation que nous avons observés avec un fegaerprotéique dans cette région. En effet,
une baisse de l'activité des neurones GABA du nogacumbens (qui dans notre cas est
corrélé avec une diminution de l'activation des roees portant le récepteur aux opiaces)
inhibent les neurones orexines de I'hypothalamtésdh (LH) (Stratford & Kelley, 1999) et ce
faisant, inhibent les neurones NPY/AgRP et activeatneurones POMC (directement et en
levant I'inhibition des neurones NPY sur ces den)i€Jobstet al, 2004). L'inhibition des
circuits du liking pourrait donc indirectement étresponsable de I'activation du systeme
mélanocortigue que nous avons observée suite ge$tion d'un repas hyperprotéique.
L’activation des neurones POMC de 'ARC peut doésuiter de deux mécanismes totalement
dissociés : une détection de variations périphésdie nutriments et/ou de facteurs hormonaux
et une régulation nerveuse de la région, par exeapla part du LH. Il serait donc intéressant
de regarder l'activation des neurones orexines di duite a lingestion d'un repas
hyperprotéique et de regarder si elle est dimimuéaon. Il est également possible que ces
deux mécanismes jouent de maniere conjointe dazesldes protéines.

Un autre volet de I'hédonisme que nous n’avons @aslié concerne le rble de
l'ingestion des protéines dans une modulation desuits impliqués dans le « wanting ».
L’impact des protéines sur cette facette de I'héstor n’a pas vraiment été étudié, et méme si
le wanting est largement indépendant de la compaosign macronutriments (Baldet al,
2002; Bassare@t al, 2002; Kelley, 2004), il est tentant de spéculatenq raison de son
caractére indispensable au bon fonctionnementatgdhisme, I'ingestion des protéines doit
étre favorisée par la part inconsciente du wanttitg « incentive salience » (Berridge &
Robinson, 1998). Il serait donc intéressant derdegd’activation du systéme dopaminergique
dans l'accumbens, comme dans l'aire tegmental &entsuivant I'ingestion d’'un repas
hyperprotéique, ou par exemple dans le cas deitiansu d’habituation a ce régime, afin de

connaitre I'implication exacte de ce systeme dan®gdulation de la prise alimentaire par les
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protéines. Il serait ainsi intéressant de veérifserpar exemple dans le cas d'un statut
nutritionnel fortement déprimé en protéines, l'iatign d’'un repas hyperprotéique active ou

non le systéeme dopaminergigue dans ces régions.

Le cortex pyriforme antérieur n’intervient pas dans la signalisation des
protéines.

Un autre point d’entrée potentiel des protéinessdanCNS est le cortex pyriforme
antérieur (CPA). En effet, I'hnypothese selon latpialne région capable de détecter une
carence en acide aminé indispensable (AAI) segategnent capable de détecter un exces
méritait plus amples investigations. Les résultétenus n'ont cependant pas du tout corroboré
cette hypothese. En effet, non seulement les diftés I1ésions du CPA n’ont entrainé en aucun
cas de modifications du comportement alimentaiezdh rat, prouvant que cette région n’est
pas indispensable a la réponse anorexigene indaitées régimes hyperprotéiques, mais les
études d’activation n’ont montré aucune différenematre une charge hyper- ou
normoprotéique, comme cela avait déja été montns ¢k cas d’'un régime hyperprotéique.
Ces résultats laisseraient donc penser que le C&A méme pas impliqué dans la détection
des exces en AAI. L'une des hypothéses qui autagxpliquer une implication du CPA dans
la réponse anorexigene aux protéines était unati@ridu cycle glutamine/glutamate entre les
neurones et les cellules gliales du CPA, mais nétinde n’a montré aucune différence dans
I'activation des neurones comprenant le transpodalglutamate EEACL1.

Les expériences décrivant le role du CPA dans tactién des carences en acides
aminés indispensables et les mécanismes intramedsla I'origine de cette détection sont
nombreuses et généralement trés probantes et &@nprésque exclusivement réalisées par
'équipe de DW Gietzen et ses prédécesseurs. Lssltats que nous avons trouvés
contredisent partiellement ces découvertes, owahdas contestent le caractere unique du
CPA dans cette fonction. Ainsi, I'expérience margeadémontrant le caractére indispensable
du CPA dans la détection des carences en AAl xdté de Leung et Rogers (Leung &
Rogers, 1971), lesquels faisant une Iésion élstinole dans les mémes conditions que celles
gue nous avons réalisées trouvent, contrairemansaésultats, une augmentation de la prise
alimentaire chez les rats |lésés par rapport aupit&dnlLa seconde expérience déterminante a
été celle de Beverly (Beverlgt al, 1990) ou injectant I'AAl carencé dans le régimamsl le

CPA, les rats mangeaient comme s'il était prédeaxpérience de Leung et Rogers ne précise
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pas I'étendue des lésions ni au niveau du planodee; ni selon I'axe antéro-postérieur, et il
est possible, méme si nos lésions sont déja assedues, qu’elles ne couvrent pas totalement
celles pratiquées dans leur expérience, ce qurabexpliquer des différences d’effets, méme
si cela est peu probable. L'expérience de Bevenant a elle, est trés probante, mais a été
reproduite avec succes dans d’autres régions dy €NBarticulier dans I'aire hypothalamique
latérale, ce qui montre le caractere non-uniqu€lEA dans ce domaine (Blevies al, 2000).
Nos expériences ne remettent pas du tout en caes@lidation des meécanismes
intracellulaires de détection des AAI par les neesodu CPA, méme si le role des récepteurs
AMPA, qui était postulé comme voie de sortie dunaigvers le autres régions ou les autres
neurones du CPA (Shamt al, 2004), ne semble pas indispensable puisque ssened
n'entraine pas de modifications notables de corspmehts. Si nos résultats tendent a contester
le caractere indispensable du CPA dans la réponsecarences en AAl, ils montrent en
revanche une implication claire de cette régionsdae phénomeéne, puisque le CPA est
fortement activé (en c-fos) par un repas carencé A&, confirmant des résultats
précédemment obtenus (Waagal, 1996a), non seulement dans la région la plugianté

du CPA (région traditionnellement étudiée), maialégent dans plusieurs autres parties plus
postérieures du CPA, ce qui confirme que la talds |ésions ont vraisemblablement une
influence (méme s'il s’agit alors de lésions desmurs mm de long) et qu’en outre, les
neurones contenant le transporteur au glutamateCHES®Nt également plus activés a la suite
d’un repas carencé en AAI.

Le manque d’implication des neurones du CPA dangélgulation de la prise
alimentaire induite par un apport « excessif » @#gines semble cependant logique aux vues
des résultats de Leung et des récentes expéridécesant les mécanismes intracellulaires a
I'origine de la détection des carences en AAI (a@l, 2005). Ainsi, le signal déclanchant
cette réponse est la baisse des ARN de transtechdigé (soit lié & un acide aming). Cette
baisse est logique dans le cas d’'une carence eneNAlest par contre improbable dans le cas
des repas ou régime hyperprotéiques. En revalichplication de GCN2 dans la cascade de
réaction suivante peut laisser place a de nouvhilpsthéses sur la signalisation centrale des
protéines. GCN2 est en effet un facteur ubiquitdimes le CNS, et son action semble étre

modulé par les régimes hyperprotéiques.
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Abstract

The objective of this work was to study the relasioip between the satiety induced by
high protein meals and the activation of brain arieaolved in the onset of satiety. We
monitored neuronal pathways known to be activatgdabmeal in brain centers

receiving information from the gastrointestinalctr@r via humoral pathways. In the

nucleus of the solitary tract (NTS), the acute lmoaic intake of high protein meals led
to an increased activation of the noradrenergiefaehgic pathway known to be

involved in cholecystokinin (CCK) induced satietyn the arcuate nucleus of the
hypothalamus (ARC), the melanocortin pathway wase ahore strongly activated after

the acute or chronic intake of high protein melslsereover, the Glucagon Like Peptide
1 (GLP-1) pathway arising from the NTS, which iggered, among others behaviors,
during non-physiological anorexia, was not actidag high protein meals, supporting

the lack of aversive behavior associated with thet. Taken together, these results
show that the ability of high protein meals to lihifood intake occurs alongside the
activation, in nutrient-sensitive brain areas, @fesal specific neural pathways involved

in satiety.
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INTRODUCTION

Dietary proteins are potent inducers of satfeayd inhibitors of food intake in both rats
and humans (1-6), but the brain areas and neunmataways responsible for these
effects are still not fully understood.

The involvement of vagal afferent pathways in proteensing and signaling to the
brain is supported by results showing that intralunal protein activates vagal afferent
fibers and that high protein feeding induces c-Empression in neurons within the
nucleus of the solitary tract (NTS, the first central relay for afferent vagal fibe(7).
Within the NTS, activation of at least two neuropathways could indistinctly lead to
anorexia. First, the noradrenergic/adrenergic (NA/@athway, lesion of which
attenuates the CCK-induced anorexia, is relatedsdbety (8). Second, neurons
expressing Glucagon Like Peptide 1 (GLP-1) constituneuronal network known to be
involved in satiety but also in aversion-inducedoraxia (9-12). Since previous
behavioral studies have shown that high proteitrideuced anorexia is not related to a
conditioned taste aversion (CTA) (13-15), we woexgect the NA/A but not the GLP1

pathway to be activated after the ingestion of ggitein meals.

! In this paper, we did not discriminate betweeirntian and satiety, even if central activation of$
pathways are rather related to satiation and hygbadhic to satiety. However, projections betwees¢he
two areas tend to blur this distinction. We therefpreferred to use satiety throughout this paper f
clarity and to avoid confusion between two phencantdsat are not so easily distinguishable.

2 Abbreviations usedo-MSH: a-Melanocortin Stimulating Hormone; ARC: Arcuate M of the
Hypothalamus; CCK: cholecystokinine; CTA: condigahtaste aversionft: dopamineB-Hydroxylase;
GLP-1: glucagon-like-peptide 1; INAP-G: Paris Nati Institute of Agronomy; LHA: Lateral
Hypothalamic Area; NA/A: noradrenalin/adrenalin; 8tTNucleus of the Solitary Tract; P/E, G/E, L/E:
percentage of diet energy brought by protein, daytates and lipids, respectively; P14, P55A and
P55C: 14% P/E and 55% P/E acute and chronic toifal protein diets, respectively; PBS: phosphate
buffer saline; POMC: pro-opiomelanocortin.
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Furthermore, previous studies have shown that vaffatents alone are not solely
responsible for high protein-induced anorexia (Ijeed, high protein meals are likely
to activate other neural pathways involved in mumtridetection, especially the arcuate
nucleus of the hypothalamus (ARC). In this area,attivation of proopiomelanocortin
(POMC) neurons (resulting in release of thenelanocortin-stimulating-hormone:~(
MSH) gene transcript) induces a reduction in fooike (see (17) for review). These
neurons are responsible for the anorectic resposEed by circulating leptin (18,19)
through the activation of neurons in the paraveualar nucleus of the hypothalamus
that project to the spinal cord (20,21) and oth&ssinvolved in regulation of energy
intake. Activation of these neurons is insepardtdm the behavior of another neuronal
population in the ARC, NPY/AgRP neurons, whosevatitbn is potent in increasing
food intake (see (22,23) for review) and which dieinhibit POMC neurons (18).
Therefore the objective of this study was to deteenthe extent to which nutrient
sensitive brain centers in the NTS and the hypathak were activated by the ingestion
of a daily high protein meal, and which neural pati was recruited within these
specific areas. The response to the high proteial mas determined in animals after
two days (acute condition) or 21days (chronic cbod) of consumption of the daily

high protein meal.

MATERIALSAND METHODS
Animals and diets
Adult male Wistar rats (n=32) from Harlan (Ganrfatance) were housed in individual

cages at 22 + 2°C, under a 12-h reverse light/dsdte (09:00, 21:00; lights on at



71

712

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

21:00). All experimental procedures used duringdiuely complied with the guidelines
issued by the French National Animal Care Commitee was approved by the
Regional (lle de France Sud) Animal Care and Ethicammittee. As for the
composition of the diets useddble 1), standard protein diets were modified versions
of the AIN-93M diet (13). Instead of casein andtiys the P14 diet contained 140 g
total milk protein per kg of diet. The high protaliet (P55) was based on the AIN-93M
P14 diet, and contained total milk protein as tlagin source. Protein was added at the
expense of sucrose and starch. All diets were emest (1:2 ratio of powder to water
for P55 and P14 diets when used as a meal, 1:RXdrdiet when used during thd
libitum feeding period) to minimize spillage. Food intak@s determined by the
difference in food cup weight before and after eaxperimental period, corrected for
spillage, the amount of water added and evaporaftiirats had free access to water
throughout the experimental period. For the fi8t bf the experiments (pre-feeding
period), rats were adapted to laboratory conditiang conditioned to a two-meal
pattern (as described below) with the P14 dietdliaes food). The last day of the pre-

feeding period is referred to as dO.

Experimental design

The rats were divided into four groups (N=8/grouplring the pre-feeding period, rats
received daily at 9:00 am a first meal consistingai30 min access to 3g of P14 diet
(43.8 kJ), followed, 90 min after the beginningtioé first meal, byad libitum P14 diet
for the remainder of the dark peridgiq 1). At d1, two groups (P14) were on the same

feeding pattern as during the pre-feeding periodeneas two P55 groups (P55A and
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P55C) received daily at 9:00 am a first meal cdimgsn a 30 min access to 3g of P55
(43.8 kJ) followed, 90 min after the beginning bé ffirst meal, byad libitum P14 diet
for the remainder of the dark period. Thereforestead of consuming a 14% P/E
(protein on energy) and 76% C/E (carbohydrates rargy) diet throughout the day,
these rats consumed an equivalent diet of 19% RdE7a% C/E. P55A (acute effect)
and rats in one of the P14 groups were killed dftersecond day of this treatment (d2).
P55C rats (chronic effect) and the other P14 grougpe killed after 21 days of
treatment (d21). Results concerning food intakeexymessed as the ratio between the
actual consumption during the measured periodnoé tand the average consumption
over the same period of time for the four conseeutiays before d1 (considered as
basal daily consumption). Complete 3g-meal consiomptas checked each day of the
experimental period and food intake was measurtenl ahe hour ofd libitum access
the P14. Moreover, water intake during the 3g-npesiod was measured by weighting

water bottle before and after this meal each day.

Tissue collection

In order to study the dynamics of Fos protein esgian in the CNS (24), rats were
killed with a lethal injection of pentobarbital soch (90 mg/kg, ip) 90 min after the
beginning of their first meal. The 90 min fastingripd allowed us to visualize brain
activations which were only dependent on the 3@ated meal. The thoracic cage
was opened and rats were perfused transcardialy\i6 gauge needle placed in the
left ventricle with 500 ml of saline followed by @0 ml 4% phosphate-buffered (PB,

pH=7.4) paraformaldehyde and 0.2% picric acid (Zigi@t-Louis, MO) to improve

Vi
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neurotransmitter retention (25). The brains wemaawed and left overnight in 15%
sucrose in PB for cryoprotection then stored in 3%rose in PB with sodium azide

(to prevent bacterial contamination).

Immunohistochemical staining

Brains were frozen (-40°C), sectioned in 2@ thick sections in a cryostat at -24°C
(Leica, Germany), and floating sections were ctdlédn PB in serially ordered sets.
For each rat, four series were collected in eaeimtarea (identified using the Paxinos
and Watson stereotaxic atlas). Sections of thenstexn were collected from -14.5 to -
13.3 mm relative to Bregma (12 sections), corredpanto the part of the NTS which
is common with the area postrema (AP) and a paraoflal NTS where most of GLP-1
cell bodies are present (26). In the hypothalamee,asections were collected from -4.5
to -2.1 mm relative to Bregma (24 sections), cawgthe entire arcuate nucleus (ARC).
Each complete set of sections was processed for bleloulabeling
immnunohistochemistry using the ABC complex/DAB heat for c-Fos staining and
the ABC complex/SG method for neuronal phenotypénstg. Briefly, sections were
mounted on slides, dried overnight and frozen €0After moisturizing in PBS, slices
were incubated for 60 minutes at room temperatu@¥ bovine serum albumin (BSA),
0.5% Triton X-100 in PBS (PBS-BSA). After appropeavashing in PBS (as for after
each incubation), sections were incubated for 2&swith goat anti c-Fos antibody at
room temperature (for antibody specifications aihgtidns see Table 2). Sections were
placed for 3 hours at room temperature with a bybtited secondary antibody (Vector

laboratories, Burlingame, CA), diluted 1:200 in PBSA. In order to quench
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endogenous peroxidase, slides were treated wittH2®2 for 30 min and then with
Elite Vectastain ABC reagent (1h at room tempegtun order to enhance bound
secondary antibody. Antibody complexes were theeaked by a reaction for 5 t010-
min with diaminobenzidine tetrahydrochloride (DABigma) (with 0.01% H202) until
a Fos-like brown-black staining appeared. Fos sigiwas followed by neuronal
phenotype staining fH® or GLP-1 for brainstem sections angtMSH for
hypothalamic sections). Briefly, sections were veashnd incubated in PBS-BSA for
60 min before incubation for 72h at 4°C in propemary antibody serum at an
appropriate dilution in PBS-BSA (see Table 2). Aftaecubation with biotinylated
secondary antibody, staining was amplified with &#C reagent as described above,
and complexes were revealed by reaction for 1Gtmihs with the Elite Vectastain SG
kit (Vector Laboratories) until blue-grey cytoplasnstaining appeared. After washing
and drying overnight, sections were cleared in @4 @thanol bath (2 min) followed by
2 baths of xylene (5 and 10 min respectively), eoner-slipped with Depex (BDH). In
order to check for staining variability between slayhe series contained matched

sections from all experimental groups.

Quantitative analysis of staining

The sections for analysis were magnified under i@asZeomputer-assisted microscope
(Zeiss, Germany). Pictures were obtained and aedlyasing imaging software

(Axiovision v4.5, Zeiss, Germany). The total numloér-os-positive neurons in each

section was determined, as was the total numbgpexfific phenotype-positive neurons.

% DopamineB-Hydroxylase (@H) is an enzyme responsible for the conversionopiaghnine into
noradrenaline and therefore allowed us to idemtifsadrenaline/adrenaline neurons.
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Finally, double-labeled neurons were counted. Famstipe neurons were counted when
exhibiting dark-brown nuclei, and phenotype-positheurons were counted when dark-
blue/grey ring cytoplasm were clearly identifiechelresults of neuronal activation are
presented as averaged results for eachud@&egment of the studied area (averaging
two counted sections per rat per segment), exagpGLP-1 staining where 400m
segments were used because of the limited numbereofons exhibiting GLP-1

expression.

Statistics

Results are expressed as means + S.E.M (n=6-8rpap dor all data). Differences
between groups were determined by one-way ANOVAERBLM, SAS version 6.11,
Cary, NC, USA), testing a diet effect on globaliion of the areas studied. If
statistical differences were found, post hoc t&sinpet) were carried out to identify
specific parts of the areas that expressed diffexetivation in response to the diets.

A difference was considered significant when P<0.Bg&cause of the impact of
environmental conditions on Fos expression in tihainb P55 groups were only
compared with a P14 group that were fed during gtmme period of time, and not

between each other (acute vs chronic).

RESULTS
Food intake after a high protein load
Rats entirely ate their 3g-load each days of theeemental period. Water intake was

measured during the meal, and groups did not exf@by difference in water
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consumption during this period (1.5 +0.4ml and 2015ml for P14 and P55 groups
respectively). When compared to those getting Pdt4,receiving a P55 load exhibited
a significantly lower food intake during the fitsbur ofad libitum P14 consumption, in
acute condition as well as after habituation. Atettays or 3 weeks of P55 meals, rats
decreased their 1h-P14 intakkgéd 2, at d2: 3g meal + 1h P14 intake: 132.6 7.3 kJ vs.
108.1 +5.8 kJ for P14 and P55A groups respectiwit, effect, P<0.05; at d21: 173.2
+12.1 kJ vs. 131.8 £11.7 kJ for P14 and P55A graeppectively, diet effect, P<0.05).
Moreover, paired comparison with the last dayshef pre-feeding period showed that
P55 meals decreased 1h-P14 intake by 19.9% (1M.M%atvs. 88.9 +3.7% for P14

groups and P55 groups respectively, diet effedd.®R.

Brainstem response to the high protein meal at day 2 and day 21

Ingestion of the high protein meal at day 2 induaad increase in Fos protein
expression in the NTS (46.7 £4.5 vs. 32.0 +3.2HBBA and P14 groups respectively,
F[1,57]=7.75; P<0.01). Indeed, the number of Fasitp@ neurons was increased in the
most rostral part of the NTS studidéld 3A and 4A) in P55A rats when compared with
P14 rats (67.5 £10.6 vs. 37.8 £14.4 at around -b#16 from Bregma and 78.3 +17.3
vs. 41.8 £10.0 at around -13.4 mm from Bregma; @s@or both segments). Moreover,
P55A meals increased the number of double-labetes] &hd @H positive neurons
(15.1 £1.6 vs. 10.5 £1.1 for P55A and P14 grouppeetively, F[1,51]=5.70; P<0.05)
in the same aredig 3A and 5A; 18.8 +3.9 vs. 9.3 +3.2 at around -13.6 mm from
Bregma for the P55A and P14 diets respectively, #x0whereas total number gid

containing neurons was not increased (77.1 £5.64/3. £6.0 for P55A and P14 groups
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respectively). Moreover, no differences were obsgrbetween P55A and P14 rats
regarding the number of double-labeled Fos and Glg@sitive neurons (5.9 +0.7 vs.
5.9 £1.4 for P55A and P14 groups respectivelyy area studiedjg 3B and 5C).
Ingestion of the high protein meal at day 21 ledesults similar to those obtained in
the acute conditions. Indeed, rats in the P55C gyalso showed an increase in Fos
protein expression (87.6 +5.0 vs. 62.4 +4.8 for ®%nd P14 groups respectively,
F[1,77]=13.23; P<0.001) in the most rostral parttted NTS studiedHig 4B; 125.1
+15.1 vs. 78.0 £11.7 at around -13.6 mm from Bregma 111.9 £8.1 vs. 72.3 £13.4 at
around -13.4 mm from Bregma in the P55C and Pldipgaespectively, P<0.05 for
both segments). P55C meals also increased the mwhbdeuble-labeled Fos andsid
positive neurons (25.7 1.4 vs. 21.2 +1.1 for P5&@ P14 groups respectively,
F[1,74]=3.6; P<0.05) in the same ar&ag(5B; 31.9 +2.9 vs. 22.4 +3.7 at around -13.4
mm from Bregma for the P55A and P14 diets respelstivP<0.05), while not
increasing total number offli containing neurons (55.3 +2.9 vs. 58.4 +4.0 f6bIP
and P14 groups respectively) . As for P55A ratsdifferences were observed between
P55C and P14 rats regarding the number of doubkddd Fos and GLP-1 positive
neurons (18.5 +2.7 vs. 20 £3.6 for P55L and Pl4uggorespectively) in any area

studied Fig 3B and 5D).

Hypothalamic response to the high protein meal at day 2 and day 21
In the arcuate nucleus (ARC), ingestion of the hpgbtein meal at day 2 did not
increase the number of Fos positive neurons (42.% ¥s. 49.1 £3.0 for P55A and P14

groups respectively, data not shown). However, P&# showed an increased number
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of double-labeled Fos andMSH positive neurons (28.2 £2.4 vs. 16.2 £1.2 R&5A
and P14 groups respectively, F[1,157]=23.21; P<D,08specially in the caudal part of
the ARC Fig 6 and 3C; for the P55A and P14 diets respectively: 35.3%&. 9.8 +2.5
at around -4.2 mm from Bregma, diet effect: P<030.0 +5.4 vs. 22.5 +5.8 at around -
4.0 mm from Bregma, P<0.05; 41.3 +4.7 vs. 19.1+#2.8round -3.8 mm from Bregma,
P<0.01). Moreover, P55A rats showed a importantedse in nhon-POMC activated
neurons (15.2 2.0 vs. 33.9 +2.7 for P55A and Pl#umgs respectively,
F[1,155]=16.87; P<0.001) in many of the segmenidistl Suppl. Fig 1; for P55A and
P14 groups respectively: 5 +5.7 vs. 45.3 £15.2 raurd -2.4 mm from Bregma,
P<0.05; 6.0 £4.2 vs. 27.5 £8.7 at around -2.6 momfiBregma, P<0.05; 9.0 £4.0 vs.
31.7 £7.5 at around -3.8 mm from Bregma, P<0.0Z7;#5.0 vs. 35.6 8.2 at around -
4.0 mm from Bregma, P<0.01; 12.3 +6.8 vs. 34.8 ##.8round -4.4 mm from Bregma,
P<0.01).

Ingestion of the high protein meal at day 21 preduiesults similar to (but less marked
than) those obtained under acute consumption. Mereinces between the P55C and
P14 groups were noted concerning the total numbé&ios positive neurons in any of
the segments studied. And like the in the P55A gr&b5C animals exhibited a higher
number of double-labeled Fos aneMSH positive neurons in the caudal part of the
ARC, but only in one segmerfi@ 6 and 3C; 19.6 +4.7 vs. 9.7 4.4 at around -4.2 mm

from Bregma with the P55A and P14 diets respectj\0.05).

DISCUSSION
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A reduction in energy intake induced by dietarytpimo may result from two distinct
mechanisms, i.e. satiety and non physiological exar The present results show that a
high protein meal induced a reduction in food ietakuring a subsequent meal in
parallel to an activation of neuronal pathways Imgd in the induction of satiety in
both the nucleus of the solitary tract (NTS) anel dhcuate nucleus of the hypothalamus
(ARC). By contrast, the NTS neuronal pathway relat® non physiological anorexia
was not significantly recruited by the high protemeal, which is consistent with a lack

of aversive response related to a high protein diet

The present findings regarding satiety-relatedrbreuronal pathways are in line with
previous behavioral observations which showed ahlaigh protein diet induced satiety
but did not induce conditioned taste aversion (CTA3,15 ). These results are also
generally in agreement with those of a previousos-Btudy on the effects of a high
protein diet on NTS activation (7). In addition,istrstudy has broadened previous
observations by identifying precise groups of nesro(and more particularly
noradrenergic neurons) associated with the sdtidtyced by a high protein meal (27).
These neurons (usually described as A2 neuronsfrenen to send projection to the
paraventricular nucleus of the hypothalamus (28-Bibwever, retrograde lesions of
specific NA/A neurons from the PVH have no effeot ©CK-induced anorexia (32),
and damaged half of A2 neurons (32,33). Nevertgetesnplete lesions of the A2
group dampens the CCK-induced anorexia in a neaumnber dependant manner (8).
Therefore, half of A2 neurons which happen notedriggered by orexigenic stimulus

like glucoprivation (34), and that send projectidosother hypothalamic area (8) or to
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the ventrolateral medulla (30) are responsibleG@K-induced anorexia. We did not
discriminate in our study which part of the A2 neng were activated by high protein
meals, but triggering a potent anorectic pathwayC&«’s could explain part of the
effect of high protein meals in reducing energwplet

These results are in line with the increased amtimaof the melanocortins pathway
within the arcuate nucleus of the hypothalamus ¢eduby high protein meals. Neurons
in this area are principally regulated by two tyméssignals: (i) circulating nutrients
and/or hormones and (ii) other brain areas involwvethe regulation of food intake,
especially NPY/AgRP neurons in the ARC. Variationsthe levels of post-prandial
circulating hormones induced by a high protein naal still a matter of debate, and
post-ingestive satiety could be mediated by moduladf the release of hormones such
as ghrelin, GLP-1, CCK, or peptide YY (35), as wadlby insulin and leptin. The role
of hormones thus cannot be ruled out and this lngsié needs to be verified, especially
for leptin which can act directly on POMC neuromstihhe ARC (19,36) and could
therefore explain the increased activation of themgrons. An alternative explanation
for this increased POMC neurons activation is arese in NPY neurons activity.
Indeed, our results showed that non-POMC neurone wignificantly less activated
with high protein meals. Since arcuate neuronsraimly POMC or NPY (37), it could
be hypothesized that NPY neurons are less activaféet high protein meals.
Considering the tonic inhibitory action of NPY nens on POMC neurons, a reduction
in the activity of NPY neurons would lead to anrgased activation of POMC neurons

(18,38).
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The activation of neuronal pathways involved inetgtwithin the NTS and ARC after

the acute and chronic consumption of high proteals highlighted the fact that
dietary protein-induced satiety is related to thlotivation of different anorexigenic

pathways. This may explain the failure to supppss$ein induced hypophagia through
vagotomy (16,39,40). Activation of the noradrenefairenergic pathway within the
NTS suggests that the vagus nerve is indeed aatiyat high protein meal and conveys
anorexigenic signals. In addition, even without Hetivation of brainstem or vagal
inputs, high protein diets promote satiety throwagh enhancement of melanocortin
neurons activity within the ARC. High protein meal® thus able to mobilize different
pathways to promote satiety. These multiple targétiietary proteins can be explained
by the different pre- and post- absorptive spetidis of protein. A higher protein

content increases gastric volume (without any @mtthd water intake in our study) and
delays gastric emptying (41) via CCK pathways (&ihce gastric distension induces
Fos in the NTS (43), and activates noradrenergirare in this area (44,45), with a
volume consistent with what was used in our stugyq ml for the 3g-meal), a longer
lasting increase in gastric volume would induceivatbn of the brainstem

noradrenergic pathway.

Furthermore, the delivery of peptone or dietarytiges requires peripheral and central
CCK receptors to induce satiety (46,47). It hasvipiesly been demonstrated that
luminal peptides induce CCK release from endocdalls through activation of the

peptide transport system Peptl (48). If the pro&dfact on brainstem is mediated by

peptides arising from digestion and the releas€é@K that binds to peripheral CCK-A
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receptors via the vagus nerve, this would expldny w-fos studies using free amino
acid solutions failed to induce brainstem activat{49,50). If free amino acid solutions
do not trigger NTS activation, they are nonethelg@ste to induce satiety (50) in the
same way as intact protein. Following the intestai@sorption of free amino acids the
rise in blood amino acid levels would thereforeedily activate a central areas sensitive
to circulating nutrients, like the ARC, enable tetett blood nutrients thanks to it
proximity to the &' ventricle and its weaker blood-brain barrier (digh protein meal
increased plasma concentration of amino acidslékeine, sensed by the mammalian
target of rapamycin (nTOR) and activate POMC nesir(32). An alternative is the
direct amino acid nutrient activation of VMH andethPOMC neurons in the ARC
(53,54).

Another objective of this study was to determinbigh protein meals failed to activate
neuronal pathways usually involved in CTA by studyithe activation of brainstem
GLP-1 pathway, and therefore our results suppavipus studies showing that high
protein-induced anorexia was not CTA-related (18,IBe brainstem GLP-1 pathway
is involved in satiety, especially in conveying reatg regarding moderate gastric
distension (55) but these neurons are also knowretactivated during CTA. Indeed,
the central administration of GLP-1 induces CTAats (56) and the brainstem GLP-1
pathway is essential for or activated by many averstimuli like LiCl (9,57),
lipopolysaccharide (58) aversive doses of CCK (b@)nociceptive gastric distension
(55). These neurons send direct projections intoptrabrachial nucleus (59) involved
in taste aversion learning (14) and direct/indifgcjections into the central nucleus of

the amygdalia (60), also involved in CTA formati(8il). The lack of difference in
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activation of GLP-1 neural pathway within the NT&ween high and standard protein
meals therefore provided further evidence thathigh protein meal did not induce
CTA in rats. High protein-induced anorexia woul@rifore result from greater satiety
and the activation of related neural pathways.

In this study, we show that high protein meals cel@an increase activation of two
major brain areas involved in the control of foodake. Whether other areas are
involved in detecting high protein meals, includitige area postrema or the anterior
piriform cortex (which is able to detect indispebplgaamino acid deficiency) remains to
be further determined. Moreover, variations in othgpothalamic circuits, such as
orexin-containing neurons in the lateral hypothataarea or neural pathways within
the paraventricular nucleus of the hypothalamuk,n&ted to be studied, as well as the
relationship between the hypothalamic area and hh@nstem (especially via
melanocortinergic connections (62,63). A questienggally raised regarding reductions
in food intake with dietary nutrients is whethersttbehavior will slowly fade over
several days and repeated intakes. The preseritsratiwow that with respect to the
neuronal pathways involved in satiety, repeatedkie$ did not suppress an increase in
the activation of these pathways, especially inbitz@nstem.
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Fig. 1. Feeding patternsfor each diet tested.
Two P14 groups are used in order to match sacufeges with P55 groups. During P14
days (grey), all groups were fed the P14 diet thhowt the day (load &d libitum

period). During P55 days (black), rats were fecba Bad then the P14 diad libitum.

Fig. 2. Effect of a high protein load on 1-h intake of the P14 diet.
After ingesting a 3g load (of the P14 or P55 diepending on the group), rats were fed
the P14 diet. The 1-h intake was measured and Rafpg showed a decrease in food

intake. Values are means + SEM. *: P<0.05.

Fig. 3. Effect of high protein meals on brainstem noradrenergic and GLP-1 and
arcuate POM C neuronal activation.

A: Photomicrograph of the rostral part of the NF8s-labeled neurons (brown nuclei,
x10) and double-labeled Fofl neurons (brown nuclei and blue/grey cytoplasm).
Zoom (x40) shows one neuron.

B: GLP-1 staining in the NTS (blue/grey cytoplasx20). Zoom (x40) shows one
double-labeled neuron.

C: Photomicrograph of the arcuate nucleus. Fodddbeeurons (brown nuclei, x20)
and double-labeled FesMSH neurons (brown nuclei and blue/grey cytoplasfopm
(x40) shows one double-labeled neuron.

Arrows: examples of double-labeled neurons.
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Fig. 4. Fos positive neuronsin the NTS after acute (A) and chronic (B) high protein

meals. Values are means + SEM. *; P<0.05.

Fig.5. Activation of brainstem noradrenergic and GLP-1 neurons after acute (A
and C) or chronic (B and D) high protein meals.

Values are means = SEM. *: P<0.05. Contraryfibl dtaining (where 20@m segments
were used), 40@m segments were used for GLP-1 staining becausessipn neurons

were too sparse.

Fig. 6. Activation of arcuate POMC neurons after acute (A) or chronic (B) high

protein meals.

Values are means + SEM. *; P<0.05; **: P<0.01.
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Table 1

Composition of experimental diets. *

P14 P55

g/kg diet
Total milk protein ! 140 530
Cornstarch 622.4 277
Sucrose 100.3 50
Soybean oil * 40 40
AIN 93M mineral mix ° 35 35
AIN93V vitamin mix ° 10 10
Cellulose ® 50 50
Choline ° 2.3 2.3
Metaboliiable energy 14.6 14.6

Jlg

P/E (%) 14 55
G/E (%) 76 35
L/E (%) 10 10

1 Armor Protéines Saint Brieux, Francé; Cerestar, Haubourdin, Francé;
Eurosucre, Paris, France! Bailly SA, Aulnay-sous-bois, France® ICN
Biochemicals, Ohio, USA (see Reeves et al. 1993 cfunposition);® Medias
filtrants Durieux, Torcy, France. P/E, G/E, L/Erpentage of diet energy provided

by protein, carbohydrates and lipids, respectively.
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Table?2

Source and dilution of antibodies used "

Antibody Dilution Host Source

c-fos (sc-52) 1:1000 Rabbit Santa Cruz Biotechnplog, Santa Cruz CA
dpH (MAB308) 1:1000 Mouse Chemicon Int, Temecula, CA

GLP-1 (T-4057) 1:1000 Rabbit Peninsula Laboratoimes Belmont, CA
a-MSH (AB5087) 1:10000 Sheep Chemicon Int, Temeddh,

" 0-MSH, o-Melanocortin Stimulating Hormone; GLP-1, Glucagbike Peptide-1;

dpH, dopamineB-Hydroxylase.
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Abstract

The anterior pyriform cortex (APC) is known to Haeato detect amino acid deficiency. This
study tested the effect of chemical or electroly@isions of the APC on detection of high
protein meals in rats. Our results showed that noh¢he lesions performed impaired

detection of high protein meals, and more surpgiginof threonine devoid diets. Moreover,

high protein meals did not increase activation &fCAneurons, contrary to threonin-devoid
diet, which activates not only the most anteriort g the APC, but also other parts, more
caudally. Taken together, these results suggestAR& appeared to be activated but not
mandatory to its detection of threonin-devoid dagid not involved in detection of high

protein diets.



INTRODUCTION

Among the macro-nutrients, proteins are the motergdo inhibit food intake (1-3). In rats,
the transition from a standard protein diet [14%t@in energy (P/E)] to a high protein diet
(>45% P/E) leads to a strong decrease in food entaleight gain, and white adipose tissue
(4,5). However, the mechanisms underlying thisitghaf reducing energy intake remain still
unclear. Especially, brain areas involved in theec®n of high protein diets remain
unknown. Therefore, assuming the ability of theednt pyriform cortex (APC) to detect
indispensable amino acid deficiency, we hypothesthat the APC could also be a sensor of
an excessive amino acid input and that a chemasa&h of APC's neurons would impair this
capacity.

In rats, the APC is acknowledged to be a majorraésensor of dietary indispensable amino
acids (IAAs) deficiency, like threonin-devoid di@thr-Dev). Indeed, rats deeply modify their
ingestive behavior after detection of IAAs defidiglets and develop a learned aversion (6-
12) that does not depend on olfaction or tastel@3 Many previous studies have led to
believe this anorectic response is primarily induby a chemical sensory of I1AAs in the
APC preserved in every mammalian species (15).flIgri¢his mechanism involves the
conserved general control (GC) where unchargesfeafRNA (15) induce phosphorylation
of eukaryotic initiation factor 2 (16,17) via theC&hon depressing 2 kinase (18), allowing
amino acid deficiency recognition in the APC [feriew, see (19)]. Historically, involvement
of a specific area of the APC has been shown Ilmtrelgtic lesions which prevent rats from
detecting deficient IAAs diets (20). Moreover, ictien of a deficient IAA in this particular
part of the APC in rats feeding the diet lackings thAA increased their food intake to a
normal level (21), indicating that the concentnatad IAAs in the APC can mislead the rest of

the brain detection of IAAs.



Previous studies that describe the effect of afes the APC on food or IAAs intakes were
performed using electrolytic lesions. However, &ldgtic lesions happen to destroy not only
the body cell of neurons but also all the fibersghkoring them. Therefore, it seems
interesting to study the effect of a softer methodyrder to describe more accurately the role
of APC neurons on detecting amino acid. Chemicsibfes, using ibotenic or kainic acid,
appear to be adequate for this purpose, since tngseists of glutamate receptors destroy
neurons by over-activation, but fails to destroggmag fibers in the area (22,23). Moreover,
ibotenic and kainic acids respective specificityNtanethyl-D-aspartate [NMDA; (24)] and to
alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propi@na(AMPA)/kainate receptors (25)
would allow identifying what phenotype of recepisrinvolved in amino acid detection.
Some previous studies tend to show that AMPA/kaimateptors may be involved in 1AAs
deficient diets (26,27).

The aim of our study is therefore to determine Whetthemical lesions of the APC would
disrupt the inhibition of food intake induced byghiprotein diet (experiment 1). Moreover,
we performed an immunohistological study using tmEogene Fos protein in order to

determine which part of the APC are activated leydiets used in this study (experiment 2).

MATERIALSAND METHODS

Animals and diets.

Adult male Wistar rats from Harlan (Gannat, Franeeje housed in individual cages at 22 +
2°C, on under 12-h reverse light/dark cycle (92D00; lights on at 21:00). All experimental
procedures used during the study complied withgiidelines issued by the French National
Animal Care Committee and was approved by the Regdifle de France Sud) Animal Care

and Ethics Committee.



Concerning composition of diets usedable 1), standard protein diets were modified
versions of the AIN-93M diet (28). Instead of casand cystine, the P14 diet contained 140 g
total milk protein per kg of diet. High protein dig55) was also based on the AIN-93M and
contained total milk protein as well. Threonin-dev@Thr-Dev) was a threonin-free diet,
otherwise well balanced for the other amino acid® @nd threonin corrected (Thr-Cor) diet
was identical to Thr-Dev except with threonin adqéd/kg) (seeTable 1 for amino acid
composition of these diets). All diets were moistrratios powder to water P14, 1:1, Thr-
Dev and Thr-Cor diets, 2:1 and P55 diet, 1:2) taoimize spillage. Food intake was
determined by the difference in the weights of feogs before and after each experimental
period, corrected for spillage, the amount of watéded and evaporation. Food containers
were refilled daily at 9:00 with fresh food. Allteahad free access to water during the entire
experimental period. For the first week of the expents (pre-feeding period), rats were
adapted to laboratory conditions, and had freesscte a P14 diet (baseline food). The last
day of the pre-feeding period is referred as dasRad free access to tap water during the

whole experiment.

Experiment 1: Effect of chemical or electrolytic lesions of the APC on high protein diet
consumption

Surgery.

Before surgery, the rats were anaesthetized wkétamine cocktail (2,5ml/kg body weight,
I.p., containing ketamine hydrochloride and xyl&inand were mounted into stereotaxic
frame (Kopf, Germany) using blunt ear bars. Afteldlme incision, 27-gauge stainless
cannulas were implanted bilaterally using flat-$lstéreotaxic techniques (29). According to
previous studies (16,27), the coordinates of thgetad area were [from Bregma, (29)]: AP

+3.0mm, L +-3.1mm, D -6.3mm (under cortex levat)alfirst experiment, rats were injected



with ibotenic acid (IBO, n=22). In a second expeant rats were injected kainic acid (KAI,
n=9) or were electrolytically lesioned (EL, n=1®&. control group (control) received no
injection nor was mounted into stereotaxic framesh&m group was mounted into stereotaxic
frame but received phosphate buffer saline solutistead of ibotenic or kainic acid. Control
(n=8) and sham (n=6) groups were used for ibotlsions and others (respectively n=8 and

n=9) for kainic and electrolytic lesions.

I ntracerebral injections.

After implantation, cannulas were left in placeidgromin, then rats received 0 8%f either
ibotenic (Gug) or kainic (2.1ug) (30,31) acid or phosphate buffer saline solu(joid=7.4).
Injection was made with gutHamilton seringue (linked to cannulas with polygdene tube)
at a rate of 0.038/min. Cannulas were left in place 10 min after émel of the injection then

removed, and skull skin was stitched up.

Electrolytic lesions.
As described for the cannulas, we implanted biddiean electrode insulated except at the tip
and we passed a current of 2,5mA for 1min throdghtip into the APC. Electrodes were left

in place 5min before and after passing current.

Drugs and antibodies.

Ibotenic and kainic acids were purchased from Sig8ta_ouis, MO). Ibotenic acid powder
(Img) was dissolved intoub of NH,OH (23) and then added to 44of 0.1M phosphate
buffer saline [pH=7.4, (32)]. Kainic acid powde0(hg) was dissolved into 3,3mL of 0.1M
phosphate buffer saline (pH=7.4). Ibotenic and ikaecid solutions were prepared right

before each surgery session and then stored ilgeedtor for one day. Primary polyclonal
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antibody Ab-5 raised against Fos protein was pwetidrom VWR and manufactured by
Oncogene Sciences. Primary polyclonal antibody-@htR1 was purchased from Chemicon
International (Temecula, CA, USA). Secondary armtip@nd ABC kits (Vectastain) were
purchased from Vector Laboratories (Burlingame, C3asic laboratory salts and chemical

supplies were purchased from Sigma (St Louis, MO).

Experimental design.

Rats were left 10d for recovery before experimeptatocol began. During this period, rats
were given free access to P14 diet. From d1 t@igyroups received P55 diet, then P14 for 3
days (recovery period). From d7 to d11, they remi¥fhr-Dev diet, then P14 diet for 5d
(recovery period). From d17 to d18, they receivad-Cor diet Fig 1). Daily food intake was
measured, and consumption is expressed as a echaive (percentage) of consumption
during the previous days before changing diet (oomion under P14 diet), considered as

basal consumption.

Histology of lesion placement.

After the rats tested all the diets (d19), they eveleeply anesthetized with sodium
pentobarbital, and perfused transcardially with 28D of physiological serum followed
immediately by 1000 ml of a 10% buffered formolwtan (except rats that underwent kainic
acid lesions). Brains were removed and post-fixadLivk in formol. Brains were then frozen
(-40°C), sectioned at 4Qm in a cryostat (Leica, Germany) from the rostrartp(AP:
+3.8mm) to the caudal part (AP: 1.2mm) of the ABEctions were stained with cresyl violet,
so that the placement and the spreading of therlesiould be examined. Estimates of lesion

damage were made by an observer without any referterthe individual behavioural data.
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I mmunohistochemistry: AMPA glutamate receptor 1

To perform immunohistochemistry of glutamate reoeft (GIluR1), rats from the KAI group
were perfused transcardially with a 4% bufferedafmmaldehyde solution instead of the
formol solution. Procedure for anesthesia and bramoving was the same as above. Brains
were frozen (-40°C), sectioned atu®d in a cryostat at -24°C (Leica, Germany), andtitga
sections were collected in PB in serially orderet$.sFor each rat, 2 series (of 24-26 sections
each, located 1Q@n apart) were collected, ranging from +3.8 to #hi® from Bregma. First
series were stained with cresyl violet and secoackwprocessed for IHC of the GIuR1. After
being mounted of slices and dried, sections momgdrin PBS, and then incubated for 60
minutes at room temperature in 10% normal goatns€NiGS), 0,3% Triton X-100 in PBS to
block non-specific sites. Sections were incubated°& for 48 hours in rabbit anti-GluR1
antibody diluted in a solution of 1% NGS, 0,1% oWime serum albumin (BSA), 0,3% Triton
X-100 in PBS (PBS-BSA) (1ug/mL). After several wiaghin PBS, sections were placed for
3 hours at room temperature, in a wet chamber bilmtnylated donkey anti-rabbit secondary
antibody (Vector laboratories), diluted 1:200 inF?BSA. Sections were then rinced in PBS
and incubated for 30min at room temperature in ami@FITC complex (Vector
laboratories) diluted 1:400 in a 1% sodium bicadiersolution. Slides were mounted with a
special medium for fluorescence (Vectarshield Haed H-400, Vector) and sections were

observed under a Zeiss computer assisted microgZepss, Germany) with FITC filter.

Experiment 2: Effect of high protein or threonine devoid meals on APC neuronal
activation

Experimental design

Adult male Wistar rats (n=32) were housed in thmeaonditions as described above and

were conditioned during a wk to a two-meal dailyt@a of food intakeKig 2). First meal
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consisted during this wk in a calibrated 30 mirak& of 3g of P14 (43.8 kJ) followed, 60 min
after the end of this first meal, by ad libitum samption of P14 diet during the rest of the
dark period. At dO, rats were separated into fawupgs (n=8) which received an isocaloric
and isovolumic 3g meal of P14, P55, Thr-Dev or Tar-according to the group. Rats from

Thr-Dev and Thr-Cor groups were sacrificed at dd Bfh4 and P55 groups at d2.

Tissue collection

Considering the dynamics of Fos protein expressidhe CNS (33), rats were killed with a
lethal injection of pentobarbital sodium (90 mg/kg), 90 min after the beginning of their 3g
calibrated first meal. Thoracic cage was openedratswere transcardially perfused, via a 16
gauge needle placed in the left ventricle, with B@l0of saline followed by 1000 ml of 4%
phosphate-buffered (PB, ph=7,4) paraformaldehydainB were removed and let overnight
in 15% sucrose in PB for cryoprotection then stared0% sucrose in PB with sodium azide

(to prevent bacterial contamination).

I mmunohistochemical staining

Brains were frozen (-40°C), sectioned afi20in a cryostat at -24°C (Leica, Germany), and
floating sections were collected in PB in seriahgdered sets. For each rat, one series (of 38-
40 sections each) were collected, ranging fromt@.®.2 mm from Bregma (identified with
Paxinos and Watson stereotaxic atlas). The sectiomse processed for c-Fos
immunochemistry using the ABC complex/DAB methodieBy, sections were mounted on
slides, drying overnight and frozen (-20°C). Afteoisturizing in PBS, slices were incubated
for 60 minutes at room temperature in 2% bovin@rsealbumin (BSA), 0,5% Triton X-100

in PBS (PBS-BSA). After appropriate washing in P@S for after each incubation, sections

were incubated for 24 hours with goat anti c-Fosbady at a dilution of 1:40000 (at room



temperature). Sections were placed for 3 hoursoatnr temperature in a biotinylated
secondary antibody (Vector laboratories), dilute?00 in PBS-BSA. For quenching
endogenous peroxidase, slides were treated witt2@2 for 30 min and treated afterwards
with Elite Vectastain ABC reagent (1h at room terap#&e) in order to enhance bound
secondary antibody. Antibody complexes were therveaked by a 5-to-10-min
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (with 0% H202) reaction until Fos-like
brown-black staining appeared. After being washetldried overnight, sections were cleared
in an 100% ethanol bath (2 min) followed by 2 bathxylene (5 and 10 min respectively)
and cover slipped with Depex (BDH). To control &aining variability between days, series
contained matched sections from all experimentalugs. c-Fos quantitative analysis
Analyzed sections were magnified under a Zeiss cohenpassisted microscope (Zeiss,
Germany). Pictures were performed and analyzedguam imaging software (Axiovision
v4.5, Zeiss, Germany). C-Fos positive cells appkane brown whereas the background

remained slightly yellow.

Statistics.

Results are expressed as means + S.E.M. Differdmetsgeen groups were determined by
two-way ANOVA (Proc GLM, SAS version 6.11, Cary, NOSA), testing a group (lesion
experiments) or diet (c-Fos study) effect. The lesfesignificance was set at P<0.05, but
when a significant effect was revealed by ANOVAffatences between individual means
were determined using a post hoc test (Dunnetwiést the control group for the lesion
experiment). Because a time effect was involvetesion experiments differences between
groups were determined using mixed models for tegeaeasurements with group, time and
time x group effects tested (proc mixed, Sas varéid1). Multiple comparisons were made

using ad hoc post hoc tests under the mixed models.



RESULTS

Experiment 1: lesions of the APC

Lesion placement and extent

For each lesioned groups (IBO, KAI, EL), lesionsreveonsidered effective if bilateral
lesions could be observed after violet cresyl stginif rats exhibited unilateral lesion or if no
lesion were identified they were excluded from hessuFinally, IBO group contained 9 well
lesioned rats, KAI group 4 rats and EL group 5.ratsion extents were calculated using
Paxinos and Watson atlas. They extended from 3B mén to 2.0 + 0.2 mm.

Concerning ibotenic or electrolytic lesions, thegament and extent or the lesions were
easily noticeable with a complete disappearancieieuronal structure after violet cresyl
staining Eig 3A and C). Brain slices indeed exhibited a large round sldapnd almost
unstained spot instead of the dense structurecoABC.

However, with kainic acid lesions, no differencergveasily noticeable when compared with
control group Fig 3D) on any rats with violet cresyl staining. Neveldss, GIuR1 staining
showed that no GIuR1 bearing neuron could be deteict APC or rats correctly lesioned
with kainic acid Fig 3E) throughout the area of interest (from 3.8 mm.@r@m), contrary to
control rats, where few but nonetheless some GlpBditive neurons could be detected
within the APC. Rats with no GIuR1 staining wererdfore considered lesioned even if no

difference were noticeable with violet cresyl stagn

Food intake of lesioned group rats
Ibotenic lesioned group showed no difference indfattake compared with either sham or
control groups whatever the diet testétg(4). Not a single rat correctly lesioned, whatever

the lesion used, exhibited a behavior significamdiferent from control or sham groups.
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Under P55 diet, lesioned rats consumed 66.3 +2.0%ewham group consumed 74.3 +4.1%
and control group 73.2 +4.1% of basal consumptivith Thr-Dev diet, rats ate 38 £3.9%
39.9 £2.3% and 36.2 x3.7% of basal consumption IR®, sham and control groups
respectively. Moreover, similar feeding behaviorerev also observed after kainic or
electrolytic lesions Kig 5). With kainic or electrolytic lesions, rats consmn51.6 +4.9%

(KAl), 51.7 £3.2% (EL), 54.8 £8.6% (sham) and 52%6% (control) of basal consumption
under P55 diet. Then, they consumed 42.5 £2.7% YKB8.7 +5.4% (EL), 34.4 +1.5%

(sham) and 40.5 +5.5% (control) of basal consumgptiader Thr-Dev diet.

Experiment 2: c-Fos study

Concerning the effect of a high protein meal on AfGvation, P55 group did not exhibit any
difference in Fos activation throughout the APC panmed with P14 group. Indeed, P55 fed
rats expressed an average number of Fos positwemeof 16.2 £1.9 neurons per slice while
P14 fed rats expressed an average number of Fas/@aoseurons of 13.3 1.6 neurons per
slice.

Analysis of APC activation pattern showed greafed#nces between diets tested. Thr-Dev
group exhibited stronger activation of the APC canagd with Thr-Cor group (28.2 +1.2 vs.
14.4 +1.1 average Fos positive neurons per sedliehgeffect P<0.001, for Thr-Dev and Thr-
Cor groups respectively).

The most impressive difference appears to be Iddatéhe rostral part of the APC, between
3.6 mm and 3.0 mnmHg 6; 36.3 £6.3 vs. 11.2 +5.2 at 3.6 mm, diet effecO@&; 35.2 £1.8
vs. 13.7 £3.9 at 3.4 mm, diet effect P<0.001; 36(77 vs. 14.3 +4.7 at 3.2 mm, diet effect
P<0.05 for Thr-Dev and Thr-Cor groups respectiveAfother area where Thr-Dev group
showed more Fos activation than Thr-Cor group tsveéen 2.2 mm and 1.8 mm (29.1 +4.5

vs. 14.2 #5.8 at 2.2 mm, diet effect P<0.05; 343674vs. 10.4 +4.9 at 2.0 mm, diet effect

Xl



P<0.01 for Thr-Dev and Thr-Cor groups respectivelfypally, a third area, located caudally
between 0.8 mm and 0.4 mm, is more activated withOev diet (31.8 4.1 vs. 13 £4.2, diet
effect P<0.01; 25.3 £2.5 vs. 17.1 £5.6, diet eff@eD.05, for Thr-Dev and Thr-Cor groups
respectively).

In order to further characterize the pattern of &ovation in the APC, this region has been
divided into three parts on coronal slices: an olageral part, a medial part and an inner
ventral part uppl. Fig 1A). This division showed that the activation on tbstral part of the
APC in a result of an overall activation in theelisubdivisionSuppl. Fig 1B, C and D). On
the contrary, the most caudal area of activatioth Wihr-Dev diet is mainly due to the

inner/ventral part of the APC.

DISCUSSION

The present study aimed at exploring the capaditanterior pyriform cortex (APC) at
detecting a high protein diet and initiating th@mattic response to this diet, similarly to what
has already been described with indispensable aadino(IAA) imbalanced diets. Our results
showed that chemical or electrolytic lesions of AC did not affect high protein diet intake,
and that high protein meals did not induce speéi@is activation in the APC, contrary to IAA
meals. Surprisingly, in our study, neither chemioak electrolytic lesions of the APC
impaired detection of threonine-devoid diet.

High protein diets are known to induce strong aamstihg decrease in energy intake (1,4).
However, mechanisms underlying this anorectic éffemain still unclear. Unfortunately,
none of our lesion, either chemical or electrolypooduced a change in rats’ behavior. Our
results are in agreement with previous one (20) wave studied the involvement of the
APC in the detection of high protein diets by lesexperiments, showing electrolytic lesions

of the APC do not prevent rats from decreasing #eergy intake and therefore that the APC
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is not required for the anorectic effect of higlotein diet to happen. Moreover, high protein
meal did not specifically triggered Fos activatisithin the APC. Therefore, the APC is
presumably not involved in detection of high protdiet, contrary to other brain areas like
the nucleus of the solitary tract or hypothalamiclai like the arcuate nucleus (34,35).
However, electrolytic lesions destroy not only roes of the targeted area but also
fibers passing through the targeted area, so tieastudy of the effects of chemical lesions
seemed relevant. Chemical lesions carried outitstudy aimed at destroying two subtypes
of APC glutamatergic neurons: NMDA and/or AMPA. teoic acid lesions were supposed to
target specifically NMDA neurons (24), but the guiarge doses used probably exceed the
only NMDA neurons and affected other type of gluédengic neurons, according to the
extent of the lesion observed after histology, wheo neuronal structure can still be
observed. The lesions we performed with ibotersmles were pretty important and large so
that both lesions groups (injected at +3.0mm o#rin) had a common part of the APC
completely lesioned, between 3.4 and 2.0 mm. Thezefboth groups of ibotenic lesioned
rats could be considered as a single group regaidterpretation of results on this segment.
Despite large and noticeable lesions after Cremyet/staining, ibotenic acid did not impair
detection of the high protein diet. More unexpelsteitbotenic lesions did not alter IAA diet
intake as well. This result is in apparent contthdn with a previous study showing that
injection of NMDA antagonist (D-AP5) within the APi@crease food intake in rats (26), even
if the NMDA receptor itself has never been showedbé implicated in the intracellular
response to IAA in APC neurons, contrary to AMPAagtor (27). As hypothesized in the
APC as IAA chemosensor paradigm, a very few numbénmseurons (less than 100) (16),
specifically located in the APC, between +3.4 mrd #8.3 mm are solely able to detect IAA
deficient diet. Therefore, very precise lesions r@guired to expect seeing any effect. The

lesion performed in our study did match the whaleaasuspected to contain these neurons.
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However, none of the lesions we used were ablenfmir IAA diet detection. Concerning
AMPA neurons, action of the AMPA receptor GIuR1 teen previously shown to have a
role in IAA detection, since IAA diet induce phogpylation of GIuR1 (27) and injection of
the AMPA antagonist in the APC weakens IAA detett{@6). However, our results showed
that kainic lesion did not change consumption oA ldiet. Kainic lesions could not be
observed after Cresyl violet staining because AMRArons are not numerous in the APC as
it was previously reported (27) so that comparibetween lesioned and control animals
cannot allow to make a difference with this stagniklowever, specific staining of GIuR1
allowed us to discriminate between kainic lesiomats. For rats considered to be well-
lesioned, our results showed that none of GluRIrihganeurons remained after kainic
lesions. Even if our experiment does not rule arolvement of AMPA receptor in IAA
detection, it suggests that these neurons are ratdatory to their detection. Similar
conclusions can be made with ibotenic or electiolgsions. Regarding electrolytic lesions,
we strongly expected that they would impair detecof IAA deficient diet, since this study
has already been performed by Leung and Rodgejs \(26 tried to reproduce this seminal
experiment as closely as we could, but some infoaamavas missing, especially about the
size of the lesions which are not specified in t{haper. However, it is quite unlikely that
Leung and Rodgers’s lesions extended far beyond whaperformed in our study, even if
this hypothesis cannot be ruled out and could éxgl@ame of the differences with our study.
Even if our results suggested that APC is not mamgdor detecting IAA diets, this area is
however strongly activated by IAA diets. Such aafiion has already been shown before (36),
but our study provided further information regaglithe specific areas within the APC
activated by IAA diets. Thus, the pattern of adima showed that threonine devoid diet
increase number of Fos positive neurons in threts pd the APC, the most anterior one,

which was also targeted by lesion experiment, sd awo other areas more caudally. This
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pattern showed that activation of the APC in natrieted to the anterior part of the APC,
which has been investigated in most studies ofARE. The existence of other part of the
APC activated by IAA diets suggests that other oesirmay be involved in IAA detection.
Moreover, other brain areas like the lateral hyplatimic area (LHA) is thought to be able to
detect amino acid deficiency since injection of dietary limiting amino acid in the LHA of
rats consuming IAA diet impairs detection of thietd(37), similarly to what has been
observed in the APC (21).

In conclusion, APC did not appear in our study éoitvolved in detection of high protein
diets. Therefore studies of other brain areas kntwhe involved in regulation of energy
intake have to be carried out in order to furthederstand the mechanisms underlying the

satiety properties of proteins.
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Fig.1. Feeding pattern after lesions of the APC.

Rats’ feeding behaviour is monitored when inges8rdjfferent diets: P55, Thr-Dev or Thr-
Cor. Between each period, P14 days are meant toawathem to return to regular
consumption. Energy intakes during the last twosdafyeach P14 period are used to calculate

“basal” consumption.

Fig. 2. Daily feeding pattern in c-Fos study.
Rats received a calibrated 3g-meal according tw treup. 60’ after the end of it, they had

ad libitum period of P14 diet until the rest of the day.

Fig. 3. Cresyl violet staining of control and lesioned rats.

A: Slice of the APC of rat (AP: +3.0mm) where thB@is easily noticeable with dense violet
neuronal layers.

B and C: Slices of rats with ibotenic (C) and alelgtic (D) lesions that exhibited large and
round shaped disappearance of cresyl violet staiakslinstead of dense colored APC.

D: Slice of rat with kainic lesion did not showedyanoticeable difference after cresyl violet
staining compared with control (A).

E: Same rat exhibited no GIuR1 positive neurongh@é APC contrary to other area on this

slice (white arrow).

Fig. 4. Food intake after ibotenic lesions of the APC.
Rats with or without ibotenic lesions (n=9; confrak8; sham, n=6) did not exhibit any

difference in daily energy intake under P55, ThDar Thr-Cor diets.

Fig. 5. Food intake after kainic and electrolytic lesions of the APC.
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Rats with or without kainic (n=4) or electrolytioX5; control, n=8; sham, n=9) lesions did

not exhibit any difference in daily energy intakeder P55, Thr-Dev or Thr-Cor diets.

Fig. 6. Fos positive neuronsin the APC after Thr-Dev and Thr-Cor meals.

Values are means + SEM. *: P<0.05; **: P<0.01; *#<0.001.
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Table 1

Composition of experimental diets. *

P14 P55 Thr-Dev Thr-Cor
g/kg diet
Total milk protein ! 140 530
AA mix (except threonine)a'b 201 201
Threonine 0 6
Cornstarch 622.4 277 569.7 564.7
Sucrose 100.3 50 92 91
Soybean oil 4 40
AIN 93M mineral mix > 35
AIN93V vitamin mix ° 10
Cellulose ® 50
Choline ® 2.3
Metabolizable energy kJ/g 14.6 14.6 14.6 14.6
P/E (%) 14 55 21 21
G/E (%) 76 35 68 68
L/E (%) 10 10 10 10

! Armor Protéines Saint Brieux, FrandeCerestar, Haubourdin, FrancgEurosucre,
Paris, France? Bailly SA, Aulnay-sous-bois, Francg;ICN Biochemicals, Ohio, USA
(see Reeves et al. 1993 for compositidryledias filtrants Durieux, Torcy, France. P/E,
G/E, L/E: percentage of diet energy provided bytgimg carbohydrates and lipids,
respectively.

& Indispensable amino acid (g/kg) in the Thr-Dewu:diemethionine, 10; L-cystine, 6; L-
histidine, 12; L-lysine, 15; L-isoleucine, 15; Ldi@ne, 21; L-phenylalanine, 15.5; L-
tryptophan, 4; L-valine, 16; and L-tyrosine, 9&tal: 124. Thr-Cor diet contains the same

amino acid quantity plus L-threonine, 6; total: 130
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P Dispensable amino acid (g/kg): glutamic acid, Bylycine, 10; L-arginine, 10; L-
alanine, 3.5; L-asparagine, 10; L-proline, 10; dnderine, 3.5; total: 77 (amino acids

were purchased from Degussa, Ridgefield Park, NJ).
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Thr-Cor Thr-Dev
Méthionine 10 10
Cystine 6.0 6.0
Histidine 12.0 12.0
Lysine 15.0 15.0
Thréonine 6.0 -
Isoleucine 15.0 15.0
Leucine 21.0 21.0
Phenylalanine 155 15.5
Tryptophane 4.0 4.0
Valine 16.0 16.0
Tyrosine 9.5 9.5
Total 130.0 124.0

Suppl Table 1
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corresponding Fos activation (B, C and D).
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Il. EFFET DES PROTEINES ET DES PEPTIDES DE LEVURE SUR LA PRISE
ALIMENTAIRE CHEZ LE RAT ET CHEZL 'HOMME ET SIGNALISATION CENTRALE

II.1 Introduction et objectifs

Parmi les trois macronutriments, les protéines ¢ubest le pouvoir satiétogene le plus
élevé (Reid & Hetherington, 1997, Jeah al, 2001, Bensaicet al, 2002). En outre, la
transition d’un régime normoprotéique (14% P/E)sven régime hyperprotéique (>30% P/E)
se traduit par une baisse importante de la priseeataire les premiers jours, ainsi qu’une
baisse de poids, qui diminue au fil du temps saosr @utant retrouver le niveau de
consommation du régime normoprotéique.

Cette diminution de la prise alimentaire induite f#s protéines n’est cependant pas
forcement homogene selon la nature de la protéieessi I'effet de cette nature reste
controversée, certaines fractions protéigues seripleis satiétogenes que d’autres, comme
dans le cas des protéines de lactosérum par rapportaseines (Ha#t al, 2003). Dans ce
contexte, la société Bio-Springer a développé unagxde protéines de levur&igure 393
issue de l'autolyse de levures, qui est suscepdimeluire un effet satiétogene important chez
le rat.

L’objectif de cette partie est donc de quantifieez le rat et chez I'Homme cet effet
anorexigene et d’expliquer les mécanismes quidat sous jacents. Cette étude s’est déroulée
en 3 temps.

Tout d’abord, I'effet satiétogene des protéinestéa quantifié par rapport a celui de
différentes protéines, a la fois dans le cas d’gpg protéines de levure comme unique source
protéiqgue, ou en charge quotidienne sur une aliatient traditionnelle. Afin de repérer
'apparition d’'une éventuelle aversion gustativendiionnée associée a lingestion des
protéines de levure, nous avons étudié la séquanreportementale de satiété par
enregistrement vidéo et I'étude de la cinétiqueridange gastrique nous a permis d’élaborer
certaines hypothéses permettant d’expliquer I'ef&ietogene observe.

Différentes fractions peptides ont ensuite été&mswla partir de ces protéines de levure.
En effet, certaines propriétés organoleptiques sekantes des protéines de levure rendent
leur formulation trés délicate dans des produitstidés a I'alimentation humaine. La société
Bio-Springer a donc isolé des fractions peptidigbeaucoup plus neutres en godt, ce qui

faciliterait beaucoup leur formulation. Il s’agiempendant de tester le pouvoir satiétogene
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respectif de ces différentes fractions chez le ate fois déterminée, la fraction la plus
satiétogéne a ensuite été testée chez le rat soug e charge quotidienne, en mesurant la
prise alimentaire en continu tout au long de lanée (afin de déterminer le temps d’apparition
de l'effet satiétogéne ainsi que le point maximuenl'dffet) puis en mesurant I'effet apres
habituation (plusieurs semaines), pour détermiasrefffets a plus long terme. L'étude de la
généralisation de l'effet a 'THomme a ensuite éttraprise en milieu hospitalier, dans I'otique
d’'une commercialisation.

Enfin, afin de mieux comprendre les mécanismes emisjeu lors de la réponse
anorexigene aux peptides de levure, I'activatiorehtaines régions du CNS et spécifiquement
de certains réseaux de neurones, connus pourdditrésapar les protéines (voir article 1) a été
quantifiee : les neurones noradrénergiques et GLE+1NTS, ainsi que les neurones
mélanocortiques (POMC) de 'ARC.

1.2 Matériels et méthodes

[1.2.1 Caractérisation de I'effet satiétogene desrptéines de levure chez le
rat

Cette étude se découpe en 4 expériences.

Dans la premiéere expérience, 24 rats Wistar maesdivisés en trois groupes : deux
groupes sont nourriad libitumpendant 21 jours avec un régime normoprotéiquiaité?14)
ou de levure (P14-y). Le troisieme groupe (P14egf)un groupeair-fed auquel est donné en
P14 la quantité énergétigue consommée la veillelparoupe P14-y. Les consommations
alimentaires ainsi que les poids des animaux s@stunés chaque jour. A la fin de la période
expérimentale, les animaux sont sacrifiés, ledfits organes ainsi que les tissus adipeux
sont alors séparés et peseés.

Dans la seconde expérience, 64 rats sont chirlegiemt équipés d’'une canule intra-
orale (voir détail de la procédure dans l'article),séparés, apres la période de récupération
post-opératoire, en 5 groupes. Les rats sont albgués a un protocole alimentaires divisés
en 3 repas : 1 repas calibré (de 10h a 10h15) dé:3goudre pour eau), puis deux périodes
d’alimentation ad libitum d’'une heure chacune (& & 16h puis de 20h a 21h). Tous ces
repas contiennent uniquement du P14. Au début gériade expérimentale, les rats recoivent

quotidiennement a 19h une charge intra-orale d’amie mais (40% G/E, WS, n=14) ou de
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régimes hyperprotéiques (55% P/E) de lait (P552h=de levure (P55-y, n=8), de soja (P55-s,
n=15) ou de gluten (P55-g, n=15) selon leur gro@es charges sont hydratées (1:2 poudre
pour eau). Les rats recoivent ces charges pendantgl consécutifs, et les consommations de
tous les repas sont mesurées. Les résultats spninés en pourcentage de la consommation
basale (jours précédents le début de la périodériexentale) pour chaque rat et chaque repas.

Dans la troisieme expérience, 18 rats ont été @bven trois groupes, P14, P14-y et
P55-y, nourris exclusivement avec le régime core@endant 14 jours. Ces rats ont été placés
dans des cages en plexiglas et filmés pendanehaipre heure de présentation de l'aliment a
J1, J2 et J14. Les vidéos ont ensuite été analydfé@esle déterminer la part relative des 4
principaux comportements : alimentation, nettoyagivité et repos. La consommation de la
premiere heure a également été mesurée, et |éseatifé parametres microstructurels (nombre
et durée des bouffées) ainsi déterminés.

La cinétique gastrique de 60 rats a ensuite éwiggsuite a I'ingestion d’une charge
de P14, P55 ou P55-y. Les estomacs ont été prédgwes sacrifice a différents temps suivant
la fin de la période d’ingestion de la charge :30, 60 et 180 minutes. Le poids total du
contenu de I'estomac, ainsi que le poids sec (dpogghilisation) ont été mesurés, et la teneur
en protéines a été estimée a partir de la détetimnee la teneur en azote par spectrographie
de masse. Durant cette expérience, le volume dleasommé par les rats a été mesuré avant
et pendant la période d’ingestion de la chargecdrassommation d’eau est mesurée 6 heures
avant la présentation de la charge (durant toupeteode durant laquelle les rats sont a jeun
avant la présentation des charges) afin de contwdleéventuel déficit hydrique, puis avant et

apres la charge. Les mesures sont effectuées gee pdes biberons.

11.2.2 Effet satiétogéne des peptides de levure chie rat et chez I'Homme

11.2.2.1 Détermination de I'effet de différentes factions peptidiques

42 rats Wistar males, pesant entre 180 et 200g¢hwutdle 'expérience, ont été habitués
pendant une semaine a une alimentation diviséeear parties : au début du cycle nuit, un
repas de 2g de P14 (charge ratio 1:2 poudre panrogade I'aliment peptidique testé, puis 30’
apres la fin de la charge, une période d’alimemedid libitum pendant 20h (P14, ratio 1:1).

Les consommations sont mesurées a 1h, 3h et 2@mnsle début de la pério@el libitum
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Apres la semaine d’habituation, durant laquellesttms rats recoivent uniguement des
charges P14, les rats sont séparés en 6 groupg®u@es normoprotéiques correspondant aux
trois peptides testées: PepB 14, Pep2006 14, mepfiet, ainsi que trois groupes
hyperprotéiques : Pep 55, Pep2006 55 et Peptone 55.

Ces groupes recoivent alors en alternance (1 jou2y une charge de P14 ou une
charge de la fraction peptidigue correspondantua deoupe. Le protocole se poursuit alors
pendant 8 jours : 4 jours P14 dit jour « basauk4jeurs peptides dit « tests ».

L’alternance des journées (une journée basale /jomnmée test) permet d’étudier
I'effet satiétogéne induit par la charge en s’afffaissant d’éventuels effets persistants d’'une
journée sur l'autre. En outre, les journées bassérgent de journée de consommation de
référence « flottante », qui permet donc de catcdés consommations relatives fiables par
animal. Les consommations sont en effet exprim@epaaircentage de la consommation du
jour basal précédent, afin de s’affranchir desatamns interindividuelles. Les tests statistiques
effectués sont donc des testgppariés comparés a 100%.

11.2.2.2 Enregistrement continu de la prise alimerdire suivant l'ingestion d'un

repas contenant des peptides de levure

16 rats Wistar males, pesant entre 180 et 200dghut de I'expérience, sont habitués
au méme protocole alimentaire que celui décrit gnémment (en 1l.1). La charge est cette
fois-ci de 3g (ratio 1:2). Apres une semaine d’haiion, les rats sont divisés en deux
groupes : P14 et P14-pep. Les deux types de chagggennent chacune 14% de protéines
(P/E).

Les rats sont installés dans des cages équipéganuialles enregistreuses permettant de
suivre la consommation des rats en continu. Ceseljgensont reliées a un programme
d’acquisition informatique qui mesure (toutes lesandes) le poids restant dans la gamelle
(indirectement par mesure de la conductivité ddinlent préalablement calibré). La
consommation est donc suivie en temps réel. L'astregnent est lancé au début de la période
d’alimentationad libitumen P14 et arrété a la fin. La consommation taatanesurée chaque
jour. Comme dans I'expérience précédente, lesregigivent un jour sur deux une charge de
P14 ou une charge de Pepl4, afin de ne pas cumulerentuel effet satiétogéne des peptides

de levure sur le jour suivant.
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11.2.2.3 Effet d’un repas contenant des peptides devure aprés habituation chez le

rat

16 rats Wistar méles ont été séparés en deux ggolp®4 et P14-pep. Ces rats ont été
habitués a un protocole deux repag(re 34), avec un premier repas calibré de 3g (1:1) suivi
par une période d'alimentation ad libitum en P14),190 minutes aprés. Les rats du groupe
P14 ont recu lors du repas calibré une charge djeatie de P14 pendant 24 jours et une
charge de peptides de levure les deux derniers joeirla période expérimentale. Le groupe
P14-pep a recu quotidiennement une charge de Ridpemdant toute I'étude. Les
consommations apres 3h et & la fin de la périodénténtation ad libitum sont mesurées

guotidiennement ainsi que le poids des rats.

11.2.2.4 Effet d’un en-cas contenant des peptidesedevure sur la prise alimentaire

chez 'Homme

17 volontaires, répondant aux criteres d’incluseind’exclusion définis par I'étude
(voir article pour détails) ont été soumis au pecote alimentaire suivant : pendant 5 semaines,
les volontaires ont participé a deux périodes diétde deux semaines chacune, une par
produit testé a I'hépital Avicenne de Bobigny. Chagériode commence par deux journées
durant lesquelles les volontaires viennent prefelredéjeuner a I'hépital, afin de les habituer
au protocole et leur consommation pour chacun das gst mesurée (pour le détail des
menus, voir article). Durant ces journées passdd@dpital, les volontaires se voient remettre
un panier repas pour le petit déjeuner (la velliesair) et un panier repas pour le ou les repas
suivant(s) le déjeuner. Ces paniers sont ramen&ndiemain et les produits non consommeés
sont pesés. Toute consommation en dehors de laitnoaifournie est interdite, en dehors de
I'eau, du café ou du thé (non sucrés). A la suitees deux premiers jours, les volontaires se
voient confier des en-cas sous forme de sache{zoddre contenant une soupe de tomate
enrichie soit en peptides de levure, soit en pnetide soja. Les deux soupes possedent des
propriétés organoleptiques proches et sont dilicia différencier. Les volontaires doivent
consommer cette soupe quotidiennement a heurg(Xide30) pendant les 12 jours suivants,
avant de revenir deux journées a I'hdpital, dutesquelles ils consommeront cette soupe puis
le déjeuner dans nos locaux, et le reste de lewsaromation quotidienne sera mesuré comme
durant les premiers jours. Durant chaque périogke vblontaires testent un en-cas différent.
Durant les journées passées a I'hopital, les valoeg remplissent a différents moments de la

journée des échelles analogiques visuelles visalgtérminer leur état de faim et de satiéte.
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Les volontaires sont informés que I'étude portelaunodulation des facultés de concentration
selon la consommation d’'un en-cas dans la matmaégn pour laquelle ils remplissent un test

de logique a 12h, lors des journées passées dtBhop

11.2.2.5 Etude des régions centrales activées panuepas contenant des peptides de

levure

Les animaux suivent exactement le protocole deécritl.3. A l'issue des 24 jours, les
animaux du groupe P14 recoivent alors quotidienmér{gendant deux jours) une charge de
P14-pep. Ces rats sont alors placés dans un gubdrpammeé P14-pepS. Le groupe P14-pep
continue selon le méme protocole alimentaire eisame désormais P14-pepL. Les rats des
deux groupes sont sacrifiés et perfusés 90’ apréshut de leur repas calibré |€¥gour de
I'étude. Les cerveaux sont prélevés congelés ebuds et les coupes techniquées et les

neurones dénombrés selon la procédure décritel'datinde 1.

II.3 Résultats et interprétations

11.3.1 Caractérisation de I'effet satiétogene desrptéines de levure chez le

rat
Les expériences de prise alimentaire montrent ggi@iotéines de levure induisent une

dépression de la prise alimentaire importante. iAitians I'expérience 1, les rats nouraid
libitum avec un régime normoprotéique de levure diminukrg le premier jour leur prise
alimentaire par rapport au groupe P14 (258.2 +kd.3s 412.5 £10.4 kJ, P<0.001). Cette
dépression de la prise alimentaire s’accompagneedaisse de prise de poids sur I'ensemble
de la période expérimentale, et par une baisse ais pdes différents tissus prélevés (a
I'exception du tissu adipeux blanc), alors qu'awedifférence de prise de poids n’est observé
entre le groupe P14-y et le groupair-fed (article 3, figure 1). Dans I'expérience 2, les
protéines de levure montrent une nouvelle fois lgeouvoir satiétogéne plus important en
comparaison des protéines de lait, mais égalemenpibtéines de soja et de gluten, qui sont
toutes plus satiantes que I'amidon. Les protéireedure diminuent alors la prise alimentaire
du repas suivant I'ingestion de la charge de 25.5%% et la consommation quotidienne de
18.1 £2.6% (article 3, table 3).
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Ces résultats montrent que les protéines de lemntrein effet anorexigéne dépassant
celui traditionnellement associés aux protéines. €fet ne s’explique cependant pas par
I'installation d’une aversion gustative conditioenexpérience 3). L'analyse de la séquence
comportementale de satiété ne montre en effet audifference majeure entre des régimes
normo- ou hyperprotéiques de levure et un régimenaprotéique de lait concernant la part
relative de chaque comportement ou I'ordre d’apisgride ce comportement (article 3, figure
2). En outre, les parameétres de microstructureome gas modifiés, en particulier la vitesse
d’'ingestion. Ces différents résultats montrent deg protéines de levure n’induisent pas
d’aversion gustative conditionnée. La réductioradprise alimentaire induite par les protéines
de levure est donc bien de nature satiétogene.

Cet effet satiétogene, peut étre du a une vidaragtrigue spécifique, susceptible
d’'induire des signaux de nature satiétogene ardiité niveaux (Phillips & Powley, 1996).
Ainsi, les protéines de levure induisent un volugastrique post-prandial beaucoup plus
important que les protéines de lait, et cette mifiée de distension gastrique est génératrice de
signaux de satiété plus importants de la partestdmac (article 3, figure 3). Parallélement, la
matiere seche résiduelle présente dans I'estonadiradu repas est beaucoup plus faible que
dans le cas des protéines de lait. Le transit pmhredt donc accéléré (tout en maintenant
paradoxalement un volume plus élevé), hypothétigquenen raison d’'une fermeture plus
tardive du pylore suite a un apport de liquide pungy (voir discussion de l'article). Cet apport
n'étant pas du a une consommation d’'eau plus iraptetpuisque nous remarquons qu’il
n'existe aucune différence significative entre fess groupes concernant la consommation
d’eau pendant la période d’ingestion de la changdurant la période précédant la présentation
de la chargeTableau 3). Les différences observées au niveau du volursrigae résultent
donc vraisemblablement de sécrétions gastriquesipiportantes, qui pourraient jouer un réle
de compensation osmotique suite a l'ingestion desémes de levure qui sont fortement
hydrolysées. L'augmentation du flux de nutrimenis rdveau duodénal dans les premieres
minutes du repas, qui dans le cas des protéindevdes, concerne des fractions fortement
hydrolysées, apporte donc une quantité beaucowpimlportante d’acides aminés préts a étre
absorbés dans le duodénum, ce qui constitue uneaausignal potentiellement fortement

satiétogend',

Vil || est en réalité délicat de déterminer limporarrelative de l'intensité et de la durée des sigrie satiété.
Ainsi, pour le volume, un volume plus importantnaile plus fortement les mécanorécepteurs de lai paro
gastrigue, mais qu’en est-il d’'une stimulation muye mais prolongée ? Il semblerait que dans ce leas,
afférences vagales aient tendance a se désemsibilicourt du temps.
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11.3.2 Effet satiétogéne des peptides de levure chie rat et chez I'Homme

11.3.2.1 Description des fractions peptidiques obteues

L’effet satiétogéne des protéines de levure, tnédréssant sur le plan fonctionnel, a
rapidement perdu de son intérét industriel en nad® leur pouvoir aromatique trés marqué,
qui rend pratiqguement impossible toute formulatavec les doses utilisées pour mettre en
evidence cet effet satiétogene (voir article 2).

L’'analyse des spectres de chromatographies a méividence que I'extrait protéique
de levure est constitué de molécules de différetatifies : des molécules de grandes tailles
(>10 kD) majoritairement des glucides complexesigsde la dégradation des parois de la
levure, des molécules de tailles moyennes, pepedescides nucléiques, dont la taille est
comprise entre 1 et 10 kD, et enfin des moléculles jpetites, dont la taille n'excéde pas 1 kD,
principalement des acides aminés libréggire 35).

Cette derniere fraction, qui compose entre 80 & €6 I'extrait initial (dit protéines de
levure), contient la majorité des composés aromasigEliminer cette fraction permet donc de
s’affranchir des difficultés de formulation. La éteon supérieure a 10 kD a également été
supprimée afin de purifier au maximum le produitafi Trois fractions différentes ont été
isolées par ce procédeé, a partir de deux extraggeigues différentsHigure 33). Ces trois
extraits comprennent quasi exclusivement des migéalont la taille est comprise entre 1 et
10 kD. L’extrait protéigue initialement utilisé eespond a l'autolysat permettant d’obtenir le
peptide dit B. Les produits ont été réalisés an deil’atelier pilote de la société Bio-Springer,
a Maisons-Alfort.

Afin de les faire ingérer par les rats, les t@israits peptidiques ont été formulés dans

des aliments normo- et hyperprotéiques de mématésmnergétiques que les aliments P14.

11.3.2.2 La fraction dite « B » est plus satiétogénque les autres
Les animaux n'ayant pas completement consommeédegehors des deux premieres

(T1 et T2), seuls les jours T3 et T4 ont pu étneesstement étudiés.

Dans le cas des flux de nutriments, il est enctus difficile, en raison de la saturation éventeelkes systémes
d’absorption et de la sécrétion d’hormones (quisdancas de d’hormones comme l'insuline ou la fepti’est
pas instantanée), de savoir si un flux plus imporéas départ est plus satiétogéne qu’un flux phiblé mais
prolongé.
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En hyperprotéique, les charges PepB 55 et Pep 2B06duisent a partir de T3 une
forte dépression de la prise alimentaire aHigyre 36). Concernant le régime Peptone 55, cet
effet apparait dés T2 (mais consommation incomplétéa charge) mais disparait a T4. Ces
effets entrainent une diminution de la prise érteggé comprise entre 10 et 20%.

A 3h, cet effet n'est présent qu’'a T3 pour les gasuPep2006 55 et Peptone 55, et
apparait progressivement pour le groupe PepB 86wi¢nt significatif a T4Kigure 37).

Aucun effet n'est observé sur la consommation gligrine, méme si une tendance
semble se dessiner sur la période.

En normoprotéique, les effets sont beaucoup maiosoncés, et seul le groupe PepB
14 présente un effet significatif a 1h a T4, avee wéduction d’environ 15% de la prise
éenergétique Kigure 36). A 3h, le groupe PepB 14 présente une diminutienla prise
éenergétique denviron 12% a T3 ainsi qu'a T4, alque pour les autres groupes nous
n’'observons un effet qu’'a T4igure 37).

A I'échelle de la journée, aucun effet n’est obéerv

Ces résultats montrent que les difféerentes frastia peptides de levure, malgré des
procédeés d’obtention assez différents, induisems & leur niveau, une dépression de la prise
alimentaire assez importante, méme si elle restiéde a 'échelle de la journée. Cependant, la
fraction qui posséde le pouvoir satiétogéne le piosstant en utilisation hyper- ou
normoprotéique est sans conteste la fraction Pee8rats nourris dans cette expérience avec
cette fraction ont vu leur appétit diminuer de réamiprogressive dans cette expérience, et il
semble donc nécessaire de compléter cette étuaeusne caractérisation plus compléte du
comportement des animaux a I'échelle de la journée.

Dans toute la suite, la fraction peptidique étudidmst la fraction PepB, appelée

simplement peptides de levure.

11.3.2.3 Le pic de l'effet satiétogene induit par és peptides de levure apparait au

bout de 3-4 heures

Les résultats sont présentés pour les jours tests & (soit les 10 et £2° jours
expérimentaux). Les résultats sont similaires pagrdeux journées (résultats présentés pour le
jour 6 sur laFigures 38 et 39 et Tableau)4 Les rats recevant une charge de P14-pep réduisen
fortement leur prise alimentaire lors de la premigeure de consommation de P14 ad libitum,
résultant d'une baisse du nombre de bouffées atairersans que la vitesse d’'ingestion ne soit

affectée, ces deux parametres indiquant une augtimnide la satiété (Feurtt al, 2002)
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(Tableau 4). Cette dépression initiale de la prise alimestast ensuite compensée jusqu'a 3-4
heures aprés le début de la période ad libitumairpde ce moment, les rats ayant recu une
charge calibrée de P14-pep mangent moins queteayant recu une charge calibrée de P14,
et cette différence est importante pendant les @relse suivantes, mais cette différence
s’amenuise par la suit&ifure 39). Les rats P14-pep terminent tout de méme la fiavec
une consommation quotidienne inférieure a cellerdesP14, ce qui se traduit sur la période
expérimentale par une légere décroissance de ke pie poids, trop faible pour étre
significative, en raison des journées de chargedpitecoupant chaque prise de charge P14-
pep.

Afin de maximaliser 'effet des peptides de levate la prise énergétique quotidienne
et donc sur la prise de poids, il semble donc rs&es de donner aux animaux des charges
quotidienne de peptides de levure, et un arréa getiode d’alimentation ad libitum au bout de
10 heures permet de maintenir un écart importamts da consommation énergétique

guotidienne.

11.3.2.4 Les peptides de levure induisent une dépssion de la prise alimentaire

chez le rat comme chez 'Homme aprés habituation

Les analyses de prise alimentaire, chez le rat rmohez I'Homme, montrent des
résultats tres similaires. L'ingestion du repastepant des peptides de levure induit une
dépression de la prise alimentaire qui n'appara#t prs du repas suivant (sauf chez le rat
durant les premiers jours, non mesurée chez I'Hoyhmais plus tard dans la journée, ce qui
se traduit chez I'Homme par une baisse de la comsian lors du diner et au niveau de la
consommation quotidienne (respectivement -10.376%, soit environ 237 kcal pour une
journée) et chez le rat par une diminution de IFgiee quotidienne ingérée (-12% apres
habituation). Chez le rat, cet effet apparait @3 T° jour, la période d’habituation choisie
dans I'étude clinique est donc suffisante. En qutet effet ne disparait pas chez le rat durant
la période testée (24 jours). Les peptides de és\aprés une période une période d’habituation
d’'une semaine, induisent donc une dépression pgeda alimentaire profonde et prolongée qui

apparemment, ne connait pas de phénomenes d’'dttgnaanoyen terme.

11.3.2.5 Les peptides de levure activent les neures POMC du noyau arqué
L’étude des circuits neuronaux activés a la sugtéidgestion de ces peptides de levure

est en parfait accord avec les observations deegitomportementales. En effet, les neurones
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du NTS, qui sont traditionnellement activés dans2lgulation de la prise énergétique a court
terme (Berthoud, 2002), ne sont pas activés papdesides de levure (sauf a court terme, ce
qui correspond aux observations comportementalds)ere particulier, les neurones
noradrénergiques ne sont pas actives, tout consneelgrones GLP-IF{gure 40). Ces profils
d’activation confirment I'absence de régulation Burepas suivant observé avec les peptides
de levure.

En revanche, les neurones POMC de I'ARC, dont lie pémordial dans la régulation
de la prise alimentaire a moyen terme et le maintie I'hnoméostasie énergétique est bien
connu (Schwartzt al, 2000), sont plus activés aprés habituation auyptiges de levure
(article 3, figure 4 et 5). Cette activation s’acgmagne, comme dans le cas des repas
hyperprotéiques de lait, d’une inhibition indispainle des neurones NPY/AgRP (voir article 1)
mais contrairement a ces régimes, elle va egaledeepair avec une augmentation du nombre
total de neurones POMC (article 3, figure 5). Cettdivation des neurones POMC est
cohérente avec l'absence de régulation a courtetasbservé avec les peptides de levure,
puisque les neurones POMC de I'ARC sont plus sauwvepliqués dans des phénoménes de
régulation de la balance énergétique et de gesliasnréserves, que dans la taille des repas,
méme si ils peuvent également jouer un réle dasplbénomenes (Ellacott & Cone, 2004). La
mesure du stimulus étant placée a ce moment dmitage pour des raisons d’interprétations
liées aux interférences concernant le marquageaderdtéine Fos avec le reste de la
consommation de la journée, l'activation des neesoROMC que nous avons mesurée ne
reflete peut étre pas ce qu’elle peut étre a ddsumoments de la journée, en particulier
plusieurs heures apres lingestion des peptidededare, au moment méme ou Ieffet
satiétogéne est le plus important. Néanmoins, égeurce de neurones POMC en plus grand
nombre suggere une plus forte sensibilité de aétgon a des stimuli post absorptifs qui
pourrait apparaitre plusieurs heures apres l'ingeste la charge. L’augmentation du nombre
de neurones POMC détecté dans 'ARC, qui doit peend certain temps a se mettre en place,
expliquerait également la période d’habituation nd¢'usemaine observé dans les études
comportementales. Cette augmentation pourrait éiee a un phénomene de neurogéneése,
possible au niveau du noyau arqué (Kokoetaal, 2005), a la suite d’'une stimulation
quotidienne des peptides de levure. Le délai (engaime) correspond a ce qui pu étre observé
dans le complexe vagal dorsal a la suite d'une teagie (Baueret al, 2005). Cette hypothése
demanderait a étre testée avec les méthodes codeusstection de neurogénése. Une autre

hypothese pouvant expliquer ce phénomeéne est l'aotation des teneurs eAMSH au sein
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des neurones POMC, a la suite de stimulus répétésoars de la premiére semaine, qui
rendrait ces neurones détectables par immunohiste@hQuoi qu’il en soit, la présence d’'un
plus grand nombre de neurones POMC apres habituatix charges de peptides levure
potentialise la force de la réponse satiétogenecess a ces derniers et correspond a un
mécanisme d’action trés intéressant pour ces pEptidar 'augmentation du nombre de
neurones sensibles au stimulus rend moins proljapfgarition de phénomenes d’habituation.

II.4 Discussion
Les protéines et peptides de levure induisent uneissatieté par rapport

aux autres protéines.

Satiété accrue des protéines de levure

Les extraits de levure isolés par la société Bidrgper possedent des caractéristiques
remarguables. L'observation initiale de ces effatspresque le fruit du hasard lors d’études
comportementales sur les propriétés anti-stressagigeces protéines. A la suite de cette
constatation initiale, les protéines de levure miointré un pouvoir satiétogene tres supérieur
aux autres protéines traditionnellement utiliséassdl’alimentation. Cet effet existe lors de
I'utilisation des protéines sous forme de régimemuaprotéique (en alimentation unique), ou
lors d’administration de charges hyperprotéiquesigyégime général normoprotéique). Dans
les deux cas, les protéines de levure réduisetgnm@nt la prise alimentaire, par rapport aux
protéines de lait, de soja et de gluten. En régaohdibitum normoprotéique, cette dépression
de la prise alimentaire apparait des le premiargbge poursuit au moins pendant les 21 jours
suivants. Elle s’accompagne d’un ralentissemenfadarise de poids et de la croissance des
tissus adipeux par rapport a un régime normopro¢eie lait. Nous avons observé un effet
différent quand les protéines étaient utiliséesssfmume de charges hyperprotéiques, avec
lesquelles une sur-satiété ne se développe paontagpx autres protéines que pendant les
premiers jours, avant de rejoindre le niveau ingaitles autres charges hyperprotéiques.

La nature de cette dépression de la prise alimmend@meurait cependant inconnue, et il
était primordial de déterminer si elle s’accompdigra non d’'une aversion gustative
conditionnée. La satiété générale des protéinssenplique pas par un phénomeéne d’aversion
gustative conditionnée, puisque les animaux nouakisc un régime hyperprotéique ne

présentent pas de séquence comportementale deidge saodifiée (Bensaickt al, 2003,
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L'Heureux-Bouronet al, 2004a). Cette séquence est en effet particuliemenperturbée
lorsqu’un aliment est couplé avec une injectionsdbstance provoquant un malaise viscéral
comme le chlorure de lithium (Ish&t al, 2004). Dans le cas général des protéines, et
également comme nous I'avons montré dans celup@sines de levure, cette séquence n’est
pas du tout modifiée par rapport a un régime norotémue de lait. La dépression de la prise
alimentaire induite par les protéines de levuresin@donc pas due a une identification par
I'organisme de propriétés néfastes de ces protginas I'organisme, entrainant un rejet. En
revanche, la palatabilité des protéines de levasts/raisemblablement faible, méme si nous
n'avons effectué aucun test de palatabilité pouvésfier. Cette faible palatabilité pourrait
expliquer une partie de la dépression alimentaideite par ces extraits lorsqu’ils sont utilisés
dans des régimes protéiques et consommeés ad libElienne peut en revanche, comme dans
le cas général des protéines, expliquer la totdétéet effet (Semoet al, 1987). Un impact de

la palatabilité sur la prise alimentaire altere pspriétés microstructurelles des repas, en
particulier en diminuant la vitesse d’ingestionyBdiell et al, 1985), ce qui n'arrive pas dans

le cas des protéines de levure.

Intérét industriel des peptides de levure.

Malgré un effet satiétogéne important, I'intérélustriel pour les protéines de levure en
tant quingrédient alimentaire a destination dedpits facilitant le contréle de la prise
alimentaire et une éventuelle perte de poids estréafité assez faible. Les propriétés
organoleptiques des protéines de levure (qui ontgoit particulierement prononcé), les
rendent en effet quasiment impossible a formulensdan en-cas (ou un plat) type
« hyperprotéique de levure » comme ceux utilisés diacas des études chez le rat. C’est I'une
des raisons pour lesquelles la société Bio-Spriagst intéressée a la purification des extraits
protéiques, en éliminant les fractions les plusrblydées (acides aminés libres et petits
peptides) ou de plus faible masse moléculaire éaoganiques, aldéhydes ...) qui présentent
les caractéristiques organoleptiques les plusasdds. L'autre objectif de cette purification a
bien entendu été de se rapprocher au maximum chcipei actif des protéines de levure
responsable de leur effet satiétogene. Ainsi,detion, appelée peptides de levure tout au long
de ce travail, qui représente la fraction purifiéenprise entre 1 et 10 kD de I'extrait protéique
de levure initial, est une fraction 10 a 20 foisgptoncentrée que I'extrait protéique initial, et
présente des propriétés organoleptiques pratiquemautres, ce qui facilite fortement sa

formulation dans des produits destinés a I'alimgorishumaine.
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Différentes fractions peptidiques ont été isoléda auite de I'utilisation de différents
procédeés et ont ensuite été testées chez le mtfr&wions présentaient toutes un intérét, soit
en terme de rendement, ou de propriétés organglegstj mais leur pouvoir satiétogene étant
variable selon les fractions, seul I'extrait prédaahle pouvoir satiétogene le plus éleve et le
plus régulier a été retenu. Ces difféerences quamt effets sur la prise alimentaire des
différentes fractions testées, dont les compositemacides aminés étaient presque identiques,
indiquent que l'effet satiétogene observé résute@semblablement de l'action d’'un ou de

plusieurs peptides spécifiques et non d’une comipasjénérale de I'extrait.

Les peptides de levure réduisent de maniere impomnde et durable la prise

alimentaire.

Les conditions dans lesquelles les peptides dedenéduisent la prise alimentaire sont
cependant assez inhabituelles. Ainsi, les agerdeegigeénes connus ont un effet sur la prise
alimentaire a trés court terme (généralement suepas suivant une injection ou l'ingestion
d’'un aliment plus satiétogene), comme dans le easrépas hyperprotéiques (Benseidil,
2002), mais il est assez difficile d’obtenir un ¢ud qui joue sur la prise alimentaire a I'échelle
d'une journée, a moins d'utiliser des quantités angntes par rapport au reste de
'alimentation. En outre, et c’est également le ais protéines, la plupart des agents
satiétogenes induisent au bout de quelques jowsahituation qui les rend beaucoup moins
efficaces. Or, les peptides de levure ne présermteciine de ces trois caractéristiques. Nos
études ont montré que leur ingestion n’entraineefat aucune diminution de la prise
alimentaire lors du repas suivant, mais diminuequautre la prise alimentaire quotidienne et
s’accompagne donc d’'une diminution de la prise @idg De plus, une période d’habituation
est nécessaire pour que l'effet satiétogéne amsaranais, une fois installée, cet effet perdure
au moins pendant les trois semaines suivantesc&astéristiques se retrouvent avec a la fois
chez le rat et chez 'Homme, suggérant I'implicatae mécanismes communs chez ces deux
modéles. En outre, chez 'Homme, les peptides deirée induisent un effet similaire

indifferemment du sexe, ou de I'adge, impliquantaractere assez général de cet effet.
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Mécanismes expliquant I'effet satiétogéne des pratées et des peptides de

levure.

La digestion des protéines de levure génere desrsgix satiétogenes.

L'effet anorexigene des extraits protéiques de revaemble étre issu d’'un pouvoir
satietogene accru de ces protéines. Un des méammisenmettant d’expliquer cet effet réside
dans les propriétés originales des protéines deadewrs de leur digestion, en particulier lors
de leur vidange gastrique. Ainsi, les protéinededeare induisent, lors et juste apres le repas,
un volume gastrique beaucoup plus important queod®gines de lait, sans que ce volume soit
a priori d0 a une absorption d’eau supplémentairg du repas ou juste aprés. Ce volume plus
important s’accompagne paradoxalement d’'un contgastrique vidangé beaucoup plus
rapidement que dans le cas des protéines del Isgimble 1€gitime d’apres ces observations de
spéculer que lors de l'ingestion d’'une charge detdmes de levure certaines propriétés
physico-chimiques de ces protéines entrainent é@gtions gastriques plus importantes qu’a
I'accoutumée. Cette augmentation plus importantes swrtout vraisemblablement plus longue
que dans le cas des protéines de lait (et sang di@st autres protéines) retarde la fin de la
premiere phase de vidange gastrique, durant laglelpylore reste ouvert (Kaplaat al,
1992) et la vidange, beaucoup plus rapide, n'est pmulée sur le plan énergétique
(contrairement a la deuxiéme phase, ou le pyloguleélapport énergétique arrivant au
duodénum). Cette premiére phase permet normaledr2di25% du repas d’étre vidangé avant
la fin de la période d’ingestion (Maeet al, 1994), ce que nous retrouvons dans le cas des
charges normo- ou hyperprotéiques de lait. Dasadedes protéines de levure, ce taux dépasse
40%. Ainsi, la digestion des protéines de levurgoei® deux caractéristiques pouvant
expliquer un pouvoir satiétogene plus importanil(pe & Powley, 1996): un volume
gastrique plus important (et qui en outre se mamtplus élevé que dans le cas des autres
protéines pendant les trois heures suivant le yegtasn apport massif de nutriments dans les
premieres minutes du repas. En outre, les propras protéines de levure, qui sont a plus de
90% constituées d’acides aminés libres ou de ditrbpeptides, ne nécessitent pas une
digestion enzymatique importante et permettent dorec absorption trés rapide au niveau du
duodénum.

Malgré cela, la mesure des activations neuronabsss ddes régions du cerveau
impliquées lors de la régulation du comportememexitaire a court terme (en particulier le

NTS) ne montrent pas de différence d’activatiorreeilies protéines de levure ou de lait. En
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outre, les centres de détection des acides amié4, (noyau arqué) n’expriment pas non plus
une activation plus importante a la suite d’'unergbale protéines de levure. L'action centrale

des protéines de levure demeure donc mal connue.

Les peptides de levure activent le systeme mélanoiigue de 'ARC.

Si les peptides de levure n’induisent pas d’adtivaparticuliere au niveau du NTS,
comme dans le cas des protéines de levure, le@stiog entraine par contre une forte
activation des neurones du systéme meélanocortigddRC, associée avec une augmentation
du nombre de neurones exprimant le neuromédiateucel systeme, contrairement aux
protéines de levure qui ne modifient pas I'actioatide ce systemeAfinexe 2. La non-
activation du NTS est tout a fait logique avec kngue de régulation de la prise alimentaire a
court terme, tout comme l'implication de 'ARC, 1ég connue comme |'un des principaux
leviers du CNS dans la régulation de 'homéostasiergétique (Schwartzt al, 2000). En
outre, 'augmentation du nombre de neurones exmiria-MSH entre des animaux naifs et
habitués a recevoir une charge quotidienne de qeptie levure peut expliquer la nécessité
d’'une période d’habituation avant I'apparition dae®priétés satiétogénes des peptides de

levure.

Les protéines et peptides de levure présentent demcanismes d’action différents.

Les peptides et protéines de levure possedent ropsigiés satiétogénes semblables,
mais qui relevent donc de mécanismes trés differdddins les expériences menées dans ce
travail, I'effet satiétogéne des protéines de lewvniest sans doute pas di aux peptides contenus
dans cet extrait. La concentration de I'extraitpeptides (purs) est de I'ordre de 4-5%, alors
gu’elle excede 80% dans I'extrait dit peptides eeute. L'apport quotidien en peptides de
levure est donc de 0.36g dans le cas d’'un repasdgeronormoprotéique de peptides de levure
et de 0.13g dans le cas d'un repas hyperprotéigyeatéines de levure, soit presque trois fois
moins. Les études d’effets doses réalisées montremtles peptides sont inefficaces a des
doses aussi faibles. En revanche, I'absence dimtioh observée dans le cas d'utilisation
d’'un régime normoprotéique de levure est peut-@tre a un effet répétitif des peptides de
levure, alors apportés a hauteur de 0.28g en meypanjour, puisque les protéines de levure
sont alors l'aliment principal. L'effet initial sait généré par les propriétés satiétogenes des

protéines de levure, avant que les peptides nejdeler réle apres habituation.
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Ces constatations laissent d'ores et déja appardétrgrandes différences avec I'effet
satiétogeéne induit par I'extrait protéique de levimitialement utilisé. En effet, ces protéines
agissent des le premier jour, sur le repas suieanb’ont d’effet sur la consommation
journaliere que dans le cas d’alimentation exckisivec un régime contenant des protéines de
levure et non dans le cas d'une charge quotidianmgque. En outre, 'effet des charges
contenant des protéines de levure dure quelques jus s’estompe, comme dans le cas des
autres protéines. Les deux produits possédent desffets totalement différenciés dans le
temps, méme si leur amplitude est similaire. Aucamesure de la cinétique de vidange
gastrique n’a été précisément entreprise pour éggiges de levure, comme dans le cas des
protéines de levure, mais une mesure du volumeigasto0 minutes aprés le début du repas
(temps de prélévement des cerveaux en meéthode) erfostre que les peptides de levure
induisent un volume beaucoup moins important qaeletéines de levure et similaire a celui
obtenus avec des protéines de lairfexe 2. Méme si une mesure effectuée a ce moment de
la cinétique n’est pas forcement révélateur d’'umportement durant et dans les premiéres
minutes suivant le repas, il indique cependantlgaedeux extraits provoquent certainement
des cinétiques de vidange gastrique différentes¢ aans le cas des peptides de levure, une

cinétique sans doute proche de celle des protéimésst.
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Article 2 - Yeast proteins enhance satiety in ratfRodolphe Faipoux, Daniel Tomé,
Ahmed Bensaid, Céline Morens, Eric Oriol, Laurent Mchel Bonanno et Gilles
Fromentin.
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Abstract

This study was designed to characterize the suppressant effect of yeast protein and purified peptides on energy intake. For
this purpose, 5 experiments were carried out using adult male Wistar rats. Rats that consumed ad libitum a standard yeast
protein diet ate significantly less and were leaner over 21 d than rats that consumed ad libitum a standard milk protein diet
(Expt. 1). Moreover, rats fed a high yeast protein load reduced their next meal and daily energy intake more than rats fed
any other well-balanced, amino acid, high protein load (soy, total milk protein, or wheat gluten) and more than those fed a
wheat starch diet (Expt. 2). Purified peptides from the yeast protein extract produced similar effects on subsequent energy
intake (Expt. 3). Study of the behavioral satiety sequence showed that rats consuming P14-y or P55-y diets ad libitum did
not acquire a conditioned food aversion (Expt. 4). Finally, a preliminary study of gastric emptying in rats fed yeast protein
loads showed that yeast protein was emptied more rapidly through the pylorus than total milk protein during a meal, which
may induce satiety (Expt. 5). Taken together, these experiments show that yeast proteins enhance satiety in rats more

than other proteins. J. Nutr. 136: 2350-2356, 2006.

Introduction

Of the 3 macronutrients, dietary proteins are the most potent
in inhibiting appetite in both rats and humans (1-3). In rats,
the transition from a standard protein diet [14% protein energy
(P/E)*] to a high protein diet (>45% P/E) leads to a decrease in
food intake, weight gain, and white adipose tissue (4,5). Never-
theless, opinions differ as to whether different, well-balanced
amino acid proteins induce the same reduction in food intake. In
rats, total milk protein and gluten, albeit differing in their amino
acid content, induce an equivalent appetite-inhibitor effect (3),
whereas studies in humans show that loads containing different
proteins can reduce subsequent food intake (6). The aim of the
present study was to evaluate how a yeast protein extract could
reduce food intake and growth in rats. The appetite-inhibiting
effect of this yeast protein was therefore compared with that of
other protein sources in different situations when adult rats were
fed a long-term diet with or without yeast protein extract, or
when they were fed loads containing different proteins. Video
recordings allowed us to determine whether yeast protein in-
duced a conditioned food aversion. To clarify the mechanisms

" This work received grants from the Institut National de la Recherche
Agronomique (Paris, France), Institut National Agronomique Paris-Grignon
(Paris, France), and Bio-Springer (Maisons-Alfort, France).

2 Supplemental Table 1 is available with the online posting of this paper at
jn.nutrition.org.

5 Abbreviations used: BSS, behavioral sequence of satiety; P/E, percentage
of protein energy; P14, P14-y, and Pl14-pep, 14% P/E from milk, yeast,
and yeast peptide protein diets, respectively; P14-pf, P14 pair-fed; P55,
P55-y, P55-g and P55-s: 55% P/E from milk, yeast, gluten, and soy protein
diets, respectively; WS, 100% P/E from wheat starch diet.

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: fromenti@inapg.fr.
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that account for its stronger appetite-suppressant effects, we
studied both the effects of yeast protein loads on gastric
emptying and how the intake of peptides extracted from yeast
protein affects the quantity of food intake.

Materials and Methods

Animals and diets. Adult male Wistar rats from Harlan were housed in
individual cages at 22 * 2°C, under a 12-h reverse light/dark cycle
(1000, 2200; with lights on at 2200). All experimental procedures used
during the study complied with the guidelines issued by the French
National Animal Care Committee and were approved by the Regional
(Ile de France Sud) Animal Care and Ethics Committee. Standard protein
diets were modified versions of the AIN-93M diet. (Table 1) (7). Instead
of casein and cystine, the standard protein diet contained 140 g total
milk protein/kg of diet (P14) and the standard yeast diet contained 140 g
of yeast protein/kg of diet (P14-y). High protein diets were also based on
the AIN-93M diet and contained 55% of P/E from milk (P55). The high
protein yeast diet contained 55% P/E from yeast (P55-y). The addition of
protein replaced equivalent amounts of sucrose and starch. During Expt.
2, three other diets were used as an intra-oral load: a protein-free wheat
starch diet (WS), a high-protein diet containing soy protein (P55-s), and a
high-protein diet containing gluten (P55-g). Amino acid analysis of the
yeast protein extract demonstrated a well-equilibrated profile (Supple-
mental Table 1). Except when otherwise specified, all diets were
moistened (P55 and P14 diets, 1:2 and 1:1 ratios of powder to water,
respectively) to minimize spillage. Food intake was determined by the
difference in food cup wt before and after each experimental period,
corrected for spillage, the amount of water added and evaporation. Food
containers were refilled daily at 1000. All rats had free access to water
during the entire experimental period. For the first 10 d of the
experiments (prefeeding period), rats were adapted to laboratory
conditions, and consumed ad libitum a P14 diet (baseline food for all

0022-3166/06 $8.00 © 2006 American Society for Nutrition.
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TABLE 1 Composition of experimental diets and/or loads’

P14 Pld-y Pld-pep P55 PS5-s P55-g P55y WS

g/kg diet
Total milk protein? 140 — — 530 — — — —
Yeast extract® — 140 — —  — — 5%B7 —
Peptide yeast — — 107.7 — — — — —
extract®
Soy protein* N — — — 530 N —
Gluten* R — — —  — 530 R —
Cornstarch® 6224 6227 655 2717 2717 271 2723 7416
Sucrose® 100.3 1003  100.3 50 50 50 50 1207
Metabolizable 146 142 14.3 146 146 146 133 145
energy, kJ/g
P/E, % 14 14 14 55 55 55 55 —
G/E. % 76 76 76 5 5 5 5 100
L/E, % 10 10 10 40 40 40 40 —

! Amount of constant component (g/kg): soybean oil (Bailly SA), 40; AIN 93M
mineral mix and AIN93V vitamin mix (ICN Biochemicals), 35 and 10, respectively
[see (28) for composition]; cellulose (Medias filtrants Durieux), 50; choline (ICN
Biochemicals), 2.3. P/E, G/E, and L/E, represent percentage of diet energy brought
by protein, carbohydrates and lipids, respectively.

2 Armor Protéines;

3 Bio Springer;

4 ICN Biochemicals;

5 Cerestar;

8 Eurosucre.

experiments), except for those under Expt. 3, where the rats were
conditioned to a 3-meal pattern. The last day of the prefeeding period is
referred to as d 0.

Experiment 1: Comparison of chronically ad lib P14 fed and P14-y
fed rats. Twenty-four rats, weighing 276 * 3.6 g at the start of the
experiment, were divided into 3 groups: P14, P14-y, and P14-pf (n = 8/
group). After the prefeeding period, P14 and P14-y rats consumed
the specified diet ad libitum for 21 d. The pair-fed group of rats (P14-pf)
were given the amount of energy ingested the previous day by the P14-y
group, but were fed a P14 diet. Body weight and daily food intake were
monitored for 21 d. On d 22, rats in 3 of the groups (P14, P14-y, and
P14-pf) were killed using sodium pentobarbital (45 mg/kg body weight)
and their carcasses analyzed. After rapid dissection, the following tissues
were carefully removed and weighed: liver, heart, kidneys, white adipose
tissues (WAT; including epididymal, retroperitoneal and subcutaneous
fat pads), and stripped carcass. The liver, heart, and kidneys were washed
free of gross blood in a NaCl 9 g/L solution before weighing.

Experiment 2: Satiety induced by high protein diets. On d 3 of the
prefeeding period, rats were surgically equipped with an intra-oral can-
nula according to the procedure described by Philips and Norgren (8).
Rats were allowed 1 wk for postoperative recovery. During this recovery
period, the rats were infused with increasing volumes of water (=10 mL)
to ensure that the cannula remained patent and to habituate the rats accus-
tomed to receiving the intra-oral load. Loads were delivered at a rate of
1 mL/min (9,10) by an infusion pump via polyethylene tubing (ID 1.14
mm) connected to the oral cannula (Biotech IPC-S, 12 channels).
During the entire period (16 d), rats received 3 separate meals/d to re-
produce human feeding patterns. They were administered the load via
the intra-oral catheter to guarantee complete consumption. The first meal
was limited to 3 g and was made available between 1000 and 1015
(breakfast). For the other 2 meals, rats ate ad libitum for 1 h between
1500 and 1600 (lunch) and then between 2000 and 2100 (dinner). This
schedule allowed the rats to adapt to eating their meals promptly while
ensuring an adequate daily food intake (~25 g). All rats received the P14
diet during the 3 meals. After this period of acclimatization and for
4 consecutive d (load period), rats were administered different intra-oral
loads as a function of their group for 10 min, 1 h before dinner. We

ensured that none of the infused loads were rejected during the infusion
period. After the recovery period, 64 rats, weighing 175-190 g, were
divided into 5 groups named according to the special load they were
offered each day: a protein-free WS load (7 = 14) and different high-
protein loads containing 40% WS (as starch energy) and 55% protein
differing as a function of the group: P55 (total milk protein, 7 = 12);
P55-y (yeast protein, n = 8), P55-s (soy protein, n = 15) and P55-g
(wheat gluten, n = 15). These loads were moistened (1:2), and were
isovolumic and isocaloric (10 mL, 4.3 MJ/L). Food intake was measured
after breakfast, lunch, loads (if any), and dinner. To account for between-
day differences in daily food intake, the basal food intake was the mean
meal intake during the last 2 d of the adaptation period (d 11 and d 12).
To account for between-rat differences of food intake/meal, the amount
eaten during each meal was expressed as a percentage of the basal meal
food intake. This allowed each rat to serve as its own control. The effects
of oral loads on basal food intake were calculated from 3 ratios: 1) the
dinner ratio [(load + dinner) mean energy intake during the 4 load days
X 100/ (dinner) energy intake during the baseline period)]; 2) the lunch
ratio (lunch mean energy intake during the 4 load days X 100 / lunch
energy intake during the baseline period); 3) the total next-day energy
intake ratio (total next-day mean energy intake during the 4 load days X
100 / total next-day energy intake during the baseline period). These
ratios were calculated with the means of the data for loads on d 13, 14,
15, and 16.

Experiment 3: Effect of a yeast peptide load. A mixture of peptides
(ranging from 1 kD to 10 kD) was extracted from the native yeast (used
in all yeast diets described above) by Bio-Springer (Maisons-Alfort).
These peptides were used as the unique protein source to develop a diet
called P14-pep, containing 14% of P/E as peptides. The effect of this diet
was compared with the effect of P14 and P14-y diets. Thus, after the
prefeeding period, 21 rats weighing 206.4 = 1.9g were divided into 3
groups: P14, P14-y and P14-pep. At the beginning of the night cycle, rats
were presented with an isocaloric (42 kJ) and isovolumic load of 2 g
(moistened 1:2) for 30 min. One-half hour after this load, rats were given
free access to the P14 diet for the rest of the day, and the amount of P14
diet eaten was measured. Each experimental day (test day) was preceded
by a “basal day” when the load in all groups was composed of the P14
diet. Food intakes were measured after 1, 3, and 20 h.

Experiment 4: Behavioral satiety sequence. The experimental
chamber, video equipment, and analysis of video tape were utilized as
previously described in Bensaid et al. (7). After the prefeeding period, 18
rats weighing 190-220 g were assigned to 3 groups (P14, P14-y, and P55-y)
and received the corresponding diets. The experimental period lasted
for 14 d. For 2 d prior to the test day (d 14), the rats were habituated to
their test video chamber between 0745 and 1000 (just before food
presentation). The behavior of animals was video recorded for the first
hour of food presentation (between 1000 and 1100) and food was
consumed ad libitum. The food was removed between 0600 and 1000
every day to ensure that rats would eat during the video session. For this
analysis, animal behavior was categorized into 4 types, as described by
Bensaid et al. (7). The total 1-h food intakes were also measured, as were
the parameters concerning each eating bout (number and duration). The
mean eating rate was therefore calculated for each rat by dividing the
total 1-h energy intake by the total 1-h bout duration (11). Rats were
returned to their home cages with their food cup after each behavioral
recording session.

Experiment 5: Gastric emptying kinetics. After the prefeeding
period, 60 rats weighing 180-200 g were divided into 3 groups named
P14, P55, and P55-y. During the experimental period, the daily feeding
schedule was divided into 2 parts: at 1000 (end of light cycle) rats were
given a load of 2 g (moistened 1:2) for 30 min, and then ate a P14 diet
(moistened 1:1) ad libitum between 1230 and 1800. Every day (except for
the last 2 d of the experiment, d 9 and 10), the loads consisted of the P14
diet, but otherwise the diet corresponded to the name of the group. On
the last day of the experiment (d 10), the rats were killed using sodium
pentobarbital at different time points after the end of the load ingestion
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period (0, 30, 60, and 180 min). The stomachs were quickly ligatured
and removed, weighed, and emptied, and the contents were also
weighed. The contents were subsequently freeze-dried and the nitrogen
rate determined by mass spectrometry.

Statistics. Results are expressed as means = SEM. Differences between
groups were determined by 2-way ANOVA (Proc GLM, SAS, version
6.11), and a diet effect was tested except when specified. The level of
significance was set at P < 0.05, but when a significant effect was re-
vealed by ANOVA, differences between individual means were deter-
mined using a post hoc test (Tukey-Kramer or the Dunnet test when one
diet was considered a control diet, usually the P14-fed group). When
only 2 groups were involved, data comparisons were performed using
Student’s ¢ test. In Expt. 2, energy intakes (expressed as a percentage of
the mean basal-day energy intakes to account for between-day and
between-rat differences) were compared with a baseline of 100% (using
a paired Student’s ¢ test) to clarify differences between the diets. Because
a time effect was involved in Expts. 1 and 3, differences between groups
were determined using mixed models for repeated measurements to test
the effects of diet (or behavior in Expt. 3), time, and time X diet (or
behavior) (Proc Mixed, SAS, version 6.11). Multiple comparaisons were
made using ad hoc contrast (Expt. 3) under the mixed models.

Results

Energy intake, body weight gain, and body composition in
rats fed a standard yeast protein diet (Expt. 1). Until d 0,
there were no differences in food intake or body weight gain
between the P14 and P14-y groups, and the P14 energy intake
was 407 = 9 kJ/d. As early as d 1, a decrease in daily energy
intake was observed in rats receiving the P14-y diet (412.5 =
10.4 kJ/d and 258.2 = 14.3 kJ/d in the P14 and P14-y groups,
respectively (diet effect, P < 0.001). The reduction in energy
intake occurred at the same time as a deceleration in body
weight gain over the whole experimental period (diet effect, P <
0.001; Fig. 1A, B). In contrast, body weight gain did not differ
between rats in the P14-y and P14-pf groups (P14-pf data are not
shown in Fig. 1A, B because of too close similarities with P14-y
data). Rats receiving the P14 diet had a higher final body weight
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Figure 1 Energy intake (A) and body weight gain (B) of rats fed P14 or P14-y
diets for 21 d (Expt. 1). Values are means = SEM, n = 8/group. ***Mixed pro-
cedure using repeated measurements with diet effect, P < 0.001.
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than those in the other 2 groups (diet effect, P < 0.001). All
organ variables measured were significantly lower in rats re-
ceiving P14-y than in those eating the P14 diet ad libitum (except
for white adipose tissue in the P14-y group), whereas rats fed the
P14-y diet and those that were pair fed (P14-pf group) did not
differ (Table 2).

Appetite-suppressing effect of several high protein loads
or of yeast purified peptides in rats (Expts. 2 and 3). Before
introducing the experimental load, the groups did not differ in
lunch and dinner energy intakes. The effects of the load on
energy intake during the next dinner, the next lunch, and the
total daily energy intake following the load, are shown in Table
3. With the next dinner, except for the P55-s load, all other high
protein loads induced a decrease in energy intake. There was a
difference between high protein groups, and the P55-y load
induced a more marked appetite-suppressing effect (diet effect,
P < 0.05) than P55 and P55-g. In contrast, the WS load induced an
increase in energy intake during dinner (paired Student’s # test vs.
100%, P < 0.01). With lunch, the effect of the load did not last
until the next lunch, when no between-group differences were
noted, although the WS group tended to eat more (P = 0.08) and
the P55-y group tended to eat less (P = 0.1) than other groups.
Total next-day energy intake: only the P55-y load induced a
decrease in the daily food intake (paired Student’s ¢ test vs.
100%, P < 0.01). In contrast, the WS load enhanced the daily
food intake (paired Student’s ¢ test vs. 100%, P < 0.05).

The effect of yeast peptides on short-term food intake was
then investigated. Food intake monitoring results indicated that
P14-pep rats reduced their energy intake after the third intake
of a P14-pep load (d 6), and this trend continued with the fourth
intake (d 8). On d 6, this reduction in energy intake was only
noticeable with respect to the 3-h intake, but was manifeston d 8
as early as 1 h after the start of the ad libitum period (i.e., 2 h
after the end of the load), and strengthened further after 3 h.
Energy intake was decreased compared with the basal day [d 6:
160.9 = 5.41,142.4 = 4.32, diet effect, P < 0.05 (3 h); d 7: 84.0 =
2.56,70.5 = 2.63, P < 0.05 (1 h) and 157.7 = 3.17, 139.1 =
3.17, diet effect, P < 0.01 (3 h), for the P14 and P14-pep loads,
respectively], whereas energy intake between basal and test days
did not differ in the P14 and P14-y groups.

Behavioral satiety sequence in rats eating standard or
high protein diets containing yeast proteins (Expt. 4). In
the P14 group, the 4 behaviors appeared in a well-defined
sequence: eating, followed by grooming and/or activity, fol-
lowed by resting (Fig. 2). Most eating occurred during the first
10 min after P14 diet presentation. The resting phase became
predominant after 20 min (contrast of resting vs. other behav-
iors, P < 0.001) and its duration was the longest of the various
behavioral satiety sequence (BSS) parameters. BSS parameters
were not disturbed in the P14-y and P55-y groups. Behavioral
profiles and parameters did not differ among the 3 groups.
However, grooming was more important and resting was less
important in the P55-y group compared with the P14-y group
(diet effect, P < 0.05).

Moreover, no intergroup differences were seen between mean
eating bout parameters (Table 4), although the P14-y group
exhibited a tendency toward reduced meal bouts (P = 0.09). In
contrast, daily energy intakes (d 14) differed in the P14 (519 =
12k]J), P14-y (391 = 15 k]), and P55-y (358 = 6 k]), groups (diet
effect, P < 0.001). In addition, the yeast protein-containing diet
increased the time spent drinking (P55-y > P14-y > P14; diet
effect, P < 0.001).
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TABLE 2 Body compositions of rats after 21 d of consuming various protein diets (Expt. 1)’
Wt WAT? Carcass Liver Kidneys Heart WAT/carcass Carcass/body wt
g 9/9
P14 ad lib 4352 £ 44 579 =27 1783 = 3.2 13.8 £ 07 26 = 0.1 1.06 = 0.03 0.33 = 0.02 0.41 = 0.008
P14-y 385 + 10.4* 46.8 = 4.0 163.1 = 3.8* 105 = 0.7% 23+ 01% 0.89 + 0.03* 0.29 £ 0.02 0.43 = 0.007
P14-pf 385.2 = 12.3* 447 =38 162.7 + 5.4* 98 + 0.3* 21 £ 01% 0.91 = 0.02* 0.27 = 0.02 0.43 = 0.004

" Values are means + SEM (n = 8). *Different from P14 ad lib, P < 0.05.
2 WAT, white adipose tissue.

Gastric kinetics in rats fed the P14, P55 or P55-y diet (Expt.
5). Kinetic profiles exhibited marked behavioral differences
between rats fed the various diets. Thus, at the end of the meal
(considered as time 0), the P55-y load induced a marked increase
in total stomach content weight (3.43 = 0.25 g/g of dry P55-y
diet; Fig. 3A) which was greater than the weight ingested (3 g/g
of dry P55-y diet) during the meal. Consequently, the P55-y load
induced higher weight than the other 2 loads at time 0 (diet
effect, P < 0.01), although, in terms of dry weight (Fig. 3B),
almost half of the P55-y load had already been emptied from the
stomach by the end of the meal, whereas only 25% of the P14
and P55 loads had been emptied by this time (diet effect, P <
0.05). After the meal, the loads induced different profiles.
Although the dry weight of the P55-y load fell during the first
half hour, it then remained very stable, as if emptying had almost
stopped, so that after 3 h the dry weight of this load was higher
than with other loads (diet effect, P < 0.05). For every load
tested, percentages of protein content were almost at the same
level at the end of the meal as in the initial load (Fig. 3C), but the
protein content of the P55-y load decreased more rapidly than
that of the P55 load and thus differed after 60 min (diet effect,
P < 0.05). The protein content of the P55-y-load then continued
to decrease while the P55-load continued to exhibit the same
protein level throughout gastric emptying. The protein content
in the P14 load slightly and steadily increased throughout gastric
emptying, resulting in ~30% protein after 3 h, which was not
particularly relevant considering the amount of dry content
remaining at that time.

Discussion

The present study evaluated similarities and differences regard-
ing the effects of yeast protein extracts and other well-known
proteins on energy intake, body weight, body composition, and
the behavioral satiety sequence in rats. The results showed that
dietary yeast protein extracts appear to act as strong appetite
inhibitors and reduce food intake in rats more than other

TABLE 3 Percentage of P14 diet eaten by rats after high
protein loads (Expt. 2)'

n Dinner Lunch Daily
%
WS 12 1241 + 8.0** 1248 + 15.8 1153 + 6.1*
P55 12 91.0 + 2.8 ** 102.7 =50 96.5 + 2.3
P55-y 8 747 *+ 6.5%* 90.6 + 9.2 81.9 + 2.6%**
P55-s 15 1042 = 6.0 100.1 = 86 1004 =53
P55-g 15 90.2 + 4.2*%* 107.1 + 65 957 £ 29

" Values are means + SEM. Asterisks indicate different from consumption (100 +
0.0%, paired Student's t test); *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

proteins under similar conditions. The protein level in the meal
or diet reinforced this effect. Moreover, rats fed a yeast protein
diet did not acquire a conditioned food aversion and displayed a
normal BSS. In addition, the yeast protein-derived peptide
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% of total 1-h behavior
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% of total 1-h behavior

0 10 20 30 40 50 60

—— Eating —A- Grooming -@ - Activity —— Resting

Figures 2 Temporal profile of BSS at d 14 of rats fed P14 (4), P14-y (B) and
P55-y (C) diets (Expt. 4). Values are means *= SEM, n = 6/group. ***Contrast of
resting vs. other behaviors with a mixed procedure using repeated measure-
ments with behavior effect (data after 10 min), P < 0.001.

Yeast proteins and satiety 2353

/002 ‘2 laquiadaq uo Aq 6io uonuinuul wolj papeojumoq


http://jn.nutrition.org

JN THE JOURNAL OF NUTRITION

TABLE 4 Behavioral satiety sequence and eating parameters
in rats during the first hour of food presentation at
d 14 (Expt. 4)

P14 P14y P55-y
Eating bout parameters
n 70+ 09 45+ 08 58 + 1.0
Duration, s 883 + 125 1336 + 36 796 = 116
Rate of ingestion, kJ/min 114=19 164 =29 116 =21
1-h energy intake, kJ 105.0 + 12.3 1398 =292 946 + 260
BSS, % of time
Eating 159 + 07 140 + 16 128 + 25
Grooming 52 = 1.2% 31 +08° 10.3 = 3.2°
Resting 545 + 6.7% 68.0 + 4.2° 458 + 6.2°
Activity 240 + 69 138 + 32 232 + 27
Drinking 04 = 02° 12 £05° 78 = 1.4°

' Values are means = SEM (n = 6). Means in a row with superscripts without a
common letter differ, P < 0.05.

fraction exhibited an appetite suppressing effect similar to that
of the yeast protein extract.

Interestingly, yeast proteins more potently inhibited energy
intake than other well-balanced amino acid proteins. Various
proteins have been used during appetite-suppressing experi-
ments and it appears that not only the protein source but also the
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Figures 3 Kinetics of total (A), dry (B) and protein contents (C) of rat stomachs
after P14, P55, and P55-y loads (Expt. 5). Total and dry contents are expressed as
relative measurements for 1 g of dry diet ingested. Values are means + SEM, n=
5. Means at a time without a common letter differ ,P < 0.05.
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experimental conditions (such as the time and quantity of food
eaten) can interfere with the feeding response (3,6,12,13). When
offered a standard protein diet (14% P/E), adult rats eating ad
libitum a diet that contained yeast protein ate less, grew less, and
were leaner than rats fed the standard protein (control) diet.
When compared with rats pair-fed the control diet, body weight
gain and relative body composition did not differ, which suggests
that yeast protein acts as an appetite inhibitor and induces a
reduction of body weight gain and body fat composition by
depressing daily energy intake; yeast proteins, therefore, do not
seem to increase energy expenditure. Yeast proteins in a high
protein load induced the most marked, and a soy protein load
the least marked, depression in food intake. During the various
appetite-suppressing experiments described in the literature, it is
still not clear what protein properties significantly affect the
feeding response. During our experiment (except for yeast), the
results did not differ with such biochemically contrasting
proteins as soy, gluten, and total milk protein, as previously
found in the literature (12,13).

One possibility for this result is that the yeast protein
appetite-suppressive effect was partially induced by a low
palatability. During Expt. 1, the diets differed only in terms of
their oro-sensory properties due to the type of protein used and
not because of the content in other macro- or micronutrients,
and it can indeed be hypothesized that the yeast diet was less
palatable than the control diet. Some decades ago, this question
was studied by modifying the oro-sensorial properties of ex-
perimental foods by adding flavors (14), unpleasant flavors
[citral or eucalyptol (15)], or unpleasant substances [such as
quinine or sucro octa acetate (16,17)]. To our knowledge, after a
transient decline dependent on the substance used, all groups
chronically consuming ad libitum the low palatable diets ate as
much as the control group, so that a putative low palatability of
yeast was probably not the principal mechanism causing a
reduction in energy intake.

Moreover, there are several reasons why the more marked
appetite-suppressing activity of the yeast protein extract was not
induced by a conditioned food aversion. First of all, the rate of
ingestion was not decreased, whereas this would have been the
case (after the habituation period) in the event of a typical
conditioned food aversion (18,19). This characteristic was con-
firmed by analysis of the BSS. Indeed, when eating the normal
protein diet, the 4 main behaviors appeared in the well-defined
sequence of eating and grooming and/or activity and resting
(7,11), and this sequence was not modified by a normal or high
yeast protein diet. This sequence differed completely from that
observed in the event of illness-induced anorexia, such as with
LiCl injections (20). However, the short-term (1-h) energy intake
of rats chronically fed with P14, P14-y or P55-y diets did not
differ (unlike in Expt. 1) despite differences in the total daily
energy intake. These results suggest that the decrease in food
intake occurred after the first hour of the night period, and that
changes occurred to the control of feeding after chronic inges-
tion of the yeast diets.

Our results show that the gastric kinetics of the yeast load
exhibited 2 characteristics that might induce satiety signals (21):
1) a higher stomach volume (Fig. 3A), with mechanical receptors
activating vagal afferents, 2) and mainly a higher dose of energy
and/or specific nutrients attaining the duodenum more rapidly
(Fig. 3B) and potentially sending a strong satiety signal. Indeed,
rats fed loads containing yeast proteins or total milk protein
exhibited different patterns of gastric emptying. The increase in
gastric volume induced by yeast proteins was probably due to an
increase in gastric secretions and/or the amount of water drunk
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(as shown in Expt. 3). This could be due to the particular content
of protein extracts [mainly composed of hydrolyzed proteins,
small peptides (2-5%) and free amino acids (>80%)], increas-
ing osmotic pressure and hence, stomach secretions. Even though
gastric emptying is regulated by feedback signals from the
duodenum to ensure a constant flow of energy through the
pylorus after a meal (22), an early, short emptying phase before
initial closure of the pylorus, does not precisely follow this
pattern of regulation. The pylorus remains open during the early
stage of a meal, so that it can partly empty directly into the
duodenum without energy regulation until the stomach volume
stabilizes (23). This emptied portion has been estimated at ~15—
25% of the complete meal (24), which corresponds to what was
obtained with the P14 and P55 loads. In contrast, half of the dry
content of the yeast protein load was emptied during the meal.
One hypothesis is that, during our experiment, the increase in
stomach volume delayed pyloric closure so that more of the load
was emptied from the stomach. This mechanism may have been
triggered by a larger amount of water being consumed during
the meal. This possible higher water intake with a yeast load
may have changed its energetic density and therefore influenced
the stomach volume of the rats and to a lesser extent the rate of
emptying. However, the rate of ingestion did not differ between
rats fed the control diet or the diets containing yeast, as shown in
Expt. 4. The putative strong duodenal satiety signal may have
been enhanced by the fact that the protein content was almost
completely hydrolyzed and therefore immediately available for
absorption and/or action (in the case of a peptide). Nevertheless,
hydrolysis alone was not responsible for the satiety effect of this
load because hydrolyzed and total proteins usually have the
same effect on energy intake (13). The portion of the yeast diet
that emptied very slowly after 30 min was mainly composed of
partially hydrolyzed yeast fibers. These fibers, when added to a
regular P14 meal, did not affect body weight gain in the rats
(data not shown), suggesting that this part of the yeast extract
was not responsible for the satiety properties of this diet.

Apart from these experiments, a small proportion of the yeast
extract (mainly containing peptides from 1 to 10 kD) had been
purified industrially. This fraction reduced energy intake, but
only when the peptides had been consumed several times, unlike
the yeast extract load that reduced food consumption (as from the
first intake). This delayed effect suggests that this fraction may
not be the only satiety agent in the yeast extract. Such a latency
period tends to trigger properties related to intestinal receptors,
the regulation of which results from weekly cell regeneration
(25,26). Repeated intakes may therefore stimulate intestinal cells
until sufficient specific receptors are available to send a signal
strong enough to decrease energy intake (27). Moreover, use of a
standard yeast protein load failed to reduce food intake,
suggesting the involvement of a dose effect. The amount of
peptides in a 2-g P14-pep load was indeed similar to a 3-g P55-y
load and produced similar effects on food intake, unlike a 2-g
P14-y load that contained much less peptide (~10%).

The appetite-suppressant effect of the yeast extract still needs
to be explained (e.g., presence of a specific amino acid or peptide
acting on gastric kinetics). To further investigate the mechanisms
underlying the satiety properties of yeast protein extract and
peptides, we will in the future focus on the major processes
associated with energy-intake depression, such as 1) vagus-
mediated signals produced by increased stomach distension,
higher protein, or amino acid levels in the gut, and increased
amino acid metabolism in the liver, and 2) elevated peripheral
plasma free amino acid or related metabolite concentrations
directly monitored by specific areas of the brain. Moreover, the

different brain areas probably involved in regulating energy
intake (brainstem and hypothalamic area) should be investigated
to determine whether yeast diets enhance their activation. Fi-
nally, digestive behavior requires further study, especially with
respect to the duodenal absorption of peptides.
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Article 3 - Yeast peptides induce satiety in ratsrad humans and activate
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Abstract

The objective of this work was to further investeggand characterize the anorectic effect of yeast
peptides in rats as well as in humans. In thisystuek investigated the anorectic response
following the ingestion of yeast-peptides mealsiban rats and in humans. We also studied the
putative effect of this diet on brain areas invdle regulation of food intake, in the brainstem
and the hypothalamus in rats. Results showed tbastypeptides induced a strong and long
lasting decrease in daily energy intake (-10%)haut any effect on subsequent meal intake. The
effects were very similar in rats and in humanpatency and regularity. Regarding activation of
neuronal pathways in rats, yeast peptides did motease activation of brainstem pathways,
correlating the lack of regulation of next mealakd, but increased activation of melanocortin
pathway in the arcuate nucleus and number of neuexpressing detectabieMSH. Taken
together, these results showed that yeast pepmigepotent in decreasing daily energy intake in
rats as in humans, presumably through the activaticentral pathway involved in regulation of

energy homeostasis.
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INTRODUCTION

Dietary proteins induce satiety and depress fodakenin both rats and humans (1-6) and the
protein type used is also believed to widely mottuléhis effect (7-10). Interestingly,
mycoproteins (11,12) and yeast proteins (2) enhasatéeety to a higher level than other
commonly consumed proteins in rats. In addition pveviously observed that yeast protein
hydrolysate-derived peptides ranging from 1 to DOvkere seemingly responsible for the yeast
protein-induced satiety in rats (2). In the presstoidy, we further investigated the anorectic
property of these yeast protein-derived peptidesis as well as in humans. We also evaluated
the influence of theses peptides on brainstem gpdthalamic areas involved in the control of
food intake in rats. For this purpose, we analytnedeffect of the peptides on the noradrenergic
pathway involved in CCK induced anorexia in the NTS (13), and on the nugartin pathway

involved in fuel sensing and in the regulation néeyy homeostasis in the ARC (14).

2 Abbreviations useds-MSH: a-Melanocortin Stimulating Hormone; ARC: Arcuate Neics of
the Hypothalamus; CCK: cholecystokinine; CTA: cdimlied taste aversionftl: dopamine3-
Hydroxylase; GLP-1: glucagon-like-peptide 1; INAP-Baris National Institute of Agronomy;
LHA: Lateral Hypothalamic Area; NA/A: noradrenaldrenalin; NTS: Nucleus of the Solitary
Tract; P/E, G/E, L/E: percentage of diet energyughd by protein, carbohydrates and lipids,
respectively; P14, P14-pepS and P14-pepL: 14% REand yeast peptides acute and chronic
diets, respectively; PBS: phosphate buffer salP@MC: pro-opiomelanocortin; VAS: visual

analogic scale.
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MATERIALSAND METHODS

Yeast protein-derived peptide extract and soy protein

The peptides are a mixture of different sizes, irmdrom 1kD to 10 kD and are extracted from
yeast proteins by Bio-Springer (Maisons-Alfort, kca). Soy proteins were chosen as control
proteins for the clinical study because they malcyeast peptides for taste when added to the
tomato soup, contrary to total milk proteins, whadmpletely altered the taste of the soup. Soy
protein meal is as potent as milk protein to rediocel intake in rats (2,18) as well as in humans
(7), which allows us to compare effects of yeagttides on food intake reduction in rats and in
humans. The reduction in energy intake observel yaast peptides is unlikely to originate from
the detection of an imbalance in indispensable araitid composition (19) since soy proteins,

total milk proteins and yeast peptides are welhbeéd amino acid proteins.

Effect of a yeast peptides snack on subsequent energy intake in humans

Human volunteers and design: The study was performed in the Human Nutrition daesh
Center in Avicenne Hospital (Bobigny, France). Tpm®tocol was approved by the Ethical
Committee of Aulnay sous Bois (France). 17 volurge® men, 9 women, were selected with
regular body mass index (18<BMI<25), aged betwegradd 60, non-smoking, non-restricted
(three factor eating questionnaire <10) and witjular feeding pattern habits.

9g of yeast-peptides extract was mixed with 24tpofato soup powder to obtain a snack of 117
kcal. We used a mix of 24g of tomato soup with 9gay protein as control snack. The two
shacks were isocaloric and aspect as well as vessevery similar. Experimental protocol was
spitted into two periods of 16 days. During eachqak volunteers tested one of the two snacks,
and switched to the other snack for the other per@roups were randomized between soy and
peptides snacks to prevent bias regarding lassimdards the procedure. During each period,

volunteers came to the hospital during 4 days, @awothe beginning (basal consumption
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recording) and two at the end of the period (tesisil Between these days, they were asked to
consume a daily soup at 11.30 at home and/or weak1)).

Experimental procedure: Each day at the hospital was strictly similar todgaprotocol and
meals. At 11.15, volunteers arrived at the centel seated in separated boxes. At 11.30, they
were given on test days the snack according to tiveup, diluted in 250ml of hot water and
were told to eat it completely into 15 minutes. kasal days, they got nothing. At 12.00, they
were given standard logical test in order to didtthemselves from food. At the beginning of the
study, they were told that the purpose of this ptnds to determine the effect on a mid-morning
shack on focusing and intellectual capacities. 2t3@, they had lunch (identical each day)
served in triple portion to let them eat until eti After lunch, they were given a food basket
containing their dinner and their next-day breakfakey were told not to eat or drink anything
else than provided but water or sugar free coffefa tea for the whole day and to take back the
next day what was not consumed. Food consumedglesiary meal (breakfast, lunch, dinner)
was precisely weighted and energy intake calcultde@ach meal and for the entire day. Apart
from food consumption, hunger and emotional peroaptvas also monitored using visual
analogic scales (VAS) that volunteers filled atetént time during the day(g 1).

Effect of a yeast peptides meal on energy intake, body weight gain in rats

Animals and diets. Adult male Wistar rats from Harlan (Gannat, Franegre housed in
individual cages at 22 = 2°C, under a 12-h revéiggd/dark cycle (09:00, 21:00; lights on at
21:00). All experimental procedures used duringstioely complied with the guidelines issued by
the French National Animal Care Committee and was@ed by the Regional (lle de France
Sud) Animal Care and Ethical Committee. Concerniregcomposition of the diets usebiabple

1), standard protein diets were modified versionthefAIN-93M diet (15). Instead of casein and
cystine, the P14 diet contained 140 g total milkt@n per kg of diet and the P14-pep diet

contained 140 g yeast peptides per kg of diet.ddts were moistened (1:1 ratio of powder to
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water for all diets) to minimize spillage by rafdl rats had free access to water during the entire
experimental period. For the first 10d of the expents (pre-feeding period), rats were adapted
to laboratory conditions, and were conditioned towa-meal pattern with P14 diet (baseline
food). The last day of the pre-feeding period femed to as dO.

Experimental design: During the pre-feeding period, feeding pattern wasded in two periods.

At 9.00, first meal consisted of a 30 min intakéengs3g of P14 (43.8 kJ) followed by &l
libitum consumption of the P14 diet from 10.30 until 18(Bly 2). At d1, rats were divided in
two groups: the P14-pepS group was treated witlsémee protocol as before. At d25, rats were
given a 3g P14-pep meal instead of P14 during tays din order to compare acute and chronic
effect of yeast peptides on central activationpnfrd1l and until day d25, P14-pepL group was
given 3g of the P14-pep diet (43.8 kJ) during irst talibrated meal, and the P14 diet during the
ad libitum period. At d26, all rats were sacrificed and samere removed. Food intake was
measured each day after 3h and at theagtbitum period. Food intake was determined by the
difference in food cup weight before and after eaxperimental period, corrected for spillage,
the amount of water added and evaporation. Rats also weighted daily.

Effect of a yeast peptides meal on central activation of NTS and ARC in rats.

Tissue collection : Considering the dynamics of Fos protein expressidhe CNS (16), rats were
killed with a lethal injection of pentobarbital sooh (90 mg/kg, ip) 90 min after the beginning of
their first meal. The 90 min fasting period allowed to visualize brain activations only
dependant on the 3g-calibrated meal. The thorage evas opened and rats were transcardially
perfused via a 16 gauge needle placed in the &ftricle using 500 ml of saline followed by
1000 ml of 4% phosphate-buffered (PB, ph=7,4) maraéldehyde and 0.2% picric acid (Sigma,
St-Louis, MO) to improve neurotransmitter retenti¢hi/). Brains were removed and kept
overnight in a 15% sucrose, PB solution for cryegctoon and then stored in a 30% sucrose, PB

solution with sodium azide (to prevent bacteriattemination).
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Immunohistochemical staining : Brains were frozen (-40°C), sectioned aur20in a cryostat at -
24°C (Leica, Germany), and floating sections weykected in PB in serially ordered sets. For
each rat, one serie was collected in the hypothadaamd two in the brainstem (identified with
Paxinos and Watson stereotaxic atlas). In the btem, sections were collected from -14.5 to -
13.3 mm from Bregma (12 sections), correspondinh&®oNTS’s common part with the area
postrema (AP). In the hypothalamic area, sectioageweollected from -4.5 to -2.1 mm from
Bregma (24 sections), covering the entire arcuatdens (ARC. Each complete set of sections
was processed for double labelling immnunohistogkiEyn using the ABC complex/DAB
method for c-Fos staining and the ABC complex/SGhime for neuronal phenotype staining.
Briefly, sections were mounted on slides, dryingeronght and frozen (-20°C). After
moisturizing in PBS, slices were incubated for 6utes at room temperature in 2% bovine
serum albumine (BSA), 0,5% Triton X-100 in PBS (PBSA). After appropriate washing in
PBS (as for after each incubation), sections wecebated for 24 hours with goat anti c-Fos
antibody at room temperature (for antibodies speatibns and dilution, se€able 2). Sections
were placed for 3 hours at room temperature inainylated secondary antibody (Vector
laboratories, Burlingame, CA), diluted 1:200 in RPBSA. For quenching endogenous
peroxidase, slides were treated with 1% H202 forn88 and treated afterwards with Elite
Vectastain ABC reagent (1h at room temperatur@yder to enhance bound secondary antibody.
Antibody complexes were then revealed by a 5-tovli®-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB, Sigma) (with 0,01% H202) reaction until Fakd brown-black staining appeared. Fos
staining was followed by neuronal phenotype stajrfad$H* or GLP-1 for brainstem sections and
a-MSH for hypothalamic sections). Briefly, sectionsere washed and incubated in PBS-BSA

during 60 min before 72h-incubation at 4°C in propamary antibody serum at appropriate

! Dopaminep-Hydroxylase (@H) is an enzyme responsible for the conversionopiaginine into noradrenalin and
therefore allowed us to identify noradrenalin/adtamneurons.
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dilution in PBS-BSA (see Table 2). After incubationbiotinylated secondary antibody, staining
was amplified with ABC reagent as described befanel complexes were revealed by a 10-to-15
min reaction with Elite Vectastain SG kit (Vectabbratories) until blue-grey cytoplasmic
staining appeared. After being washed and driednigiet, sections were cleared in a 100%
ethanol bath (2 min) followed by 2 baths of xyldbeand 10 min respectively) and cover slipped
with Depex (BDH). To control for staining varialylibetween days, series contained matched
sections from both experimental groups.

Saining quantitative analysis: The sections for analysis were magnified underiasZeomputer-
assisted microscope (Zeiss, Germany). Pictures wbtained and analyzed using imaging
software (Axiovision v4.5, Zeiss, Germany). Theatatumber of Fos-positive neurons in each
section was determined, as was the total numbspexific phenotype-positive neurons. Finally,
double-labeled neurons were counted. Fos-positeans were counted when exhibiting dark-
brown nuclei, and phenotype-positive neurons werasted when dark-blue/grey ring cytoplasm
were clearly identified. The results of neurondiveation are presented as averaged results for
each 200tm segment of the studied area (averaging two cdusgetions per rat per segment),
except for GLP-1 staining where 4083 segments were used because of the limited nuatber
neurons exhibiting GLP-1 expression.

Statistics

Results are expressed as means + S.E.M (n=6-8rpap dor all data). Differences between
groups were determined by one-way ANOVA (Proc GI3AS version 6.11, Cary, NC, USA),
testing a diet effect on global activation of tmeas studied. If statistical differences were fqund
post hoc test (Tuckey) were carried out to idensipecific parts of the areas that expressed
different activation in response to the diets. Afelence was considered significant when

P<0.05.
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RESULTS

Yeast peptides snacks decreased dinner and daily energy intake in humans

17 volunteers, at 61.6 + 2.6 kg (BMI = 21.8 = Qo weight and 31 + 4 years of age participated
in this study. During the yeast peptides periodyjestts ate (including the energy of the snack)
933 + 43 kcal during lunch, 1309 + 97 kcal duringretr and in total 2668 + 151 kcal per day,
whereas during the soy period 936 + 35 kcal wetereat lunch, 1445 + 78 kcal at dinner and
2906 £ 127 kcal per day. Therefore, introducing ykast peptides snack reduced dinner intake
by 10.3 + 3.9% (pairetitest vs. 100%, P<0.01) and daily intake by 7.6892 (paired-test vs.
100%, P<0.01), which represented 237 + 124 kcdlhlad no effect on lunch intake compared
with the soy snack introduction. However, the VA®wed no difference with regards to any

question asked at any time of the day between sdyeast peptides periods.

Yeast peptides meals decreased daily energy intake and body weight gain in rats

Rats weighting 281.7 = 3.6g at dO did not decre¢hse 3h or daily P14 energy intake until d7.
From d7, each day showed a significant decreasméngy intake between P14-pepS and P14-
pepL until the end of the experimeRig 3; mean values vs. the P14-pep group and the P13-pep
group respectively, from d7: P<0.001, proc mixegerding time). Therefore, from d7,
cumulative energy intake is significantly lower fie P14-pepL group than for the P14-pepS
group so that after 24d the P14-pepS group’s intaKE3% greater than of P14-pepL (7341 *
326kJ vs. 8288 = 194kJ for the P14-pepL and the-g&pS group respectively, P<0.05 diet
effect). Moreover, at the end of the experimenéading period (d24), the P14-pepL fed rats
exhibited a significantly slower body weight galman P14-pepS fed rats (390.6 + 11.8g vs. 417.5

+ 3.3¢g respectively, P<0.05, diet effect).

Yeast peptides activates POMC neuronsin the ARC in rats
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In the arcuate nucleus (ARC), P14-pepS and P14-pefsdid not exhibit different pattern of
Fos activation (53.7 +2.3 and 48.5 2.7 for Pl4$epnd Pl4-pepL diets per section
respectively). However, P14-pepL diet significantigreased number of double labelled c-Fos +
a-MSH in ARC Fig 4 and 6A; 8.2 1.5 and 15.9 +1.3 for P14-pepS and P14-paipts per
section respectively, diet effect F[1,121]=15.590P001). Specifically, P14-pepL diet increase
activation of POMC neurons into three segments RCAFig 5A; for P14-pepL and P14-pepS
diets respectively: 22.1 £3.3 vs. 10.0 = 4.1 arothdmm, diet effect F[1,10]=6.57, P<0.05; 22.1
+4.9 vs. 4.0 £2.0 around -3.0mm, diet effect F[]51@.05, P<0.01; 17.7 +5.6 vs. 1.9 +2.0
around -2.6mm, diet effect F[1,9]=5.82, P<0.05).rdtver P14-pepL diet increased number of
ARC neurons expressing sufficient densityuefISH to be detected by immunostainirigid 4;
14.1 +2.1 and 33.1 £2.6 for P14-pepS and P14-peets gber section respectively, diet effect
F[1,121]=29.99, P<0.0001). This increase occurre@ segments studieéif 5B; for P14-pepL
and P14-pepS diets respectively: 36.9 £8.5 vs. 3.5 around -4.0mm, diet effect F[1,8]=7.55,
P<0.05; 44.7 £9.7 vs. 12.8 £10.7 around -3.8mm, efiect F[1,10]=5.93, P<0.05; 39.8 £8.4 vs.
15.6 7.3 around -3.6mm, diet effect F[1,10]=5.8240.05; 44.0 +6.3 vs. 19.2 £8.8 around -
3.4mm, diet effect F[1,10]=6.76, P<0.01; 41.8 £9< 7.5 +3.5 around -3.0mm, diet effect
F[1,10]=11.42, P<0.01; 27.6 £7.9 vs. 3.4 £3.3 atbth6mm, diet effect F[1,9]=6.72, P<0.05).
P14-pepL diet also induced a decreased in non-PQiditvated neurons within the ARC
compared with P14-pepS didtig 4; 49.1 £3.8 and 32.8 +2.4 for P14-pepS and P14-mhels
per section respectively, diet effect F[1,122]=04.2<0.001), that was significant in three
segments Kig 5C; for P14-pepL and P14-pepS diets respectively2 207..1 vs. 66.1 £23.5
around -3.4mm, diet effect F[1,10]=7.35, P<0.054265.1 vs. 44.5 5.1 around -3.0mm, diet
effect F[1,10]=5.53, P<0.05; 29.8 £5.7 vs. 50.95t@round -2.8mm, diet effect F[1,10]=4.90,

P<0.05).
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Yeast peptide and NTS activation in rats

In the nucleus of the solitary tract, P14-pepS dieuced a higher activation of Fos protein
expression compared with P14-pepL diet (102.4 #5@ 76.1 +3.7 for P14-pepS and P14-pepL
diets per section respectively, diet effect F[158H.49, P<0.001). Specifically, P14-pepS diet
increase number of Fos positive neurons into arcd@Bmm (108.6 £13.6 vs. 72.8 +7.0 for
P14-pepL and P14-pepS diets, respectively; dieceff[1,14]=5.77, P<0.05). However, the two
diets did not induce any different pattern of aafion in noradrenergic/adrenergic neurons

neither in GLP-1 containing neurorsq 6 B, C).
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DISCUSSION

The present study aimed to precise the anoredgctedf yeast protein-derived peptides (2). The
results showed that diets containing yeast peptiddsced a strong and lasting decrease in
energy intake in rats as well as in humans. Intamgiour study aimed at linking the behavioural
anorectic effect of meals containing yeast peptwliéls specific neuronal pathways in brain areas
traditionally involved in the regulation of energyake and showed that yeast peptides induced a

high activation of melanocortin neurons in the ateunucleus of the hypothalamus (ARC).

The anorectic effect of yeast peptides in rats ab as in humans was strong and lasted for a
significant amount of days (at least 2 weeks). Pase in food intake was averaging 10% of
daily energy intake in both models (236 kcal pay iiehumans), which was important for such a
small stimulus, since the soup used in the clingtatly was 4-5% of the daily energy intake.
Moreover, the repetitive property of this effectjisite unusual for anorectic agents whose effects
usually tend to decrease after a few days (1,20), @d is therefore an interesting aspect for
dealing with systemic weight gain. The anorectitedf of yeast peptides had two unusual
parameters: (i) it appeared after several daysabitiiation but did not weaken for 2 weeks after
habituation and (ii) the ingestion of yeast peidel not alter the next meal energy intake but
decreased the daily energy intake. There are sgrikimilarities between the feeding behaviour
induced by yeast peptides meals in rats and in hama both models, the yeast peptides are
more potent than another protein source in reduimad intake. But, similarly to what happened
in rats, subsequent meal intake was not reducetlacgrio a daily intake and the anorectic effect
of yeast peptides remained for two weeks afterthabon. However, we did not test the acute
consumption condition so we were not able to seeveral days like in rats were necessary for

this effect to happen. The pattern of our clinis@aldy was quite representative and equal in sex
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with an almost 1/1 sex ratio, people of differelaisses of aging and different working conditions
(students, unemployed or professionals). Our apalyshowed no difference regarding the
satiating effect of yeast peptides on sex, agearkiwg conditions, indicating that this effect in

not modified by these parameters and is therefoteeastricted to a specific category of people.
The lack of difference observed in the visual asiglyscale results between the two proteins
tested points out the dissociation between actedihg behaviour and hunger perception. This

phenomenon has already been reported before (22).

Analysis of the activation of brain areas by yeaesptides allow to speculate on the putative
mechanisms by which they efficiently induced satifthe lack of effect of yeast peptides on
subsequent meal intake correlates with the actimatf brainstem neuronal pathways. The
nucleus of the solitary tract (NTS), as main sitentegration of information from the Gl tract
conveyed through the vagus nerve, is indeed indolaeshort term regulation of food intake.
Within the NTS, yeast peptides did not further @age activation of noradrenergic/adrenergic
neurons that are mandatory to CCK-induced anor@3# suggesting that CCK is presumably
not involved in the higher yeast peptides-induceduction in energy intake. Moreover, yeast
peptides did not specifically activate brainstemPGL neurons, known to be triggered by
moderate signals of satiety (23) as well as notiee@nd aversive stimuli (24-26) and activated
during installation of CTA (27). The lack of acttian of the GLP-1 pathway by yeast peptides
provides therefore further evidence that the radocin energy intake is not related to non-
physiological anorexia. These results are in linéh \previous one showing that the analysis of
the behavioral satiety sequence of rats consumarglard or high yeast protein dieis libitum

did not acquire a conditioned taste aversion (2).tl@ other hand, yeast peptides increased the
activation of the melanocortin pathway in the AR&urons in this area are principally regulated

by (i) circulating nutrients and/or hormones o) @ther brain areas/neural pathways regulating
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energy intake, like NPY/AgRP neurons in the ARCe fattern of food intake induced by yeast
peptides suggests a modulation of systems regglédimg term homeostasis rather than short
term food intake. Therefore, yeast peptides indwsaditety could be mediated by a modulation in
the release of hormones such as insulin and leptiich can both directly activate POMC
neurons in the ARC to decrease food intake (28,R®yreover, our results showed that non-
POMC neurons were significantly less activated &gsg peptides after habituation. Since arcuate
neurons are mainly POMC or NPY (30), it could bedthesized that NPY neurons are thus less
activated after habituation to yeast peptides. @bivation of POMC neurons we monitored
could therefore originate in a decrease in NPYvagtioccurring along with a decrease in tonic
inhibitory action of NPY neurons on POMC neuron8,81). Our results also showed a greater

number ofu-MSH expressing neurons in the ARC after habituatooyeast peptides diets.

The present result could mainly agree with the ntad®on that the anorectic response to yeast
peptides only appeared after habituation to thet. dndeed, neurogenesis has been recently
reported in hypothalamic celia vivo, and in ARC neurons (32,33). The period of timgureed

for the anorectic effect to appear (7 days) is =past with what was reported for neurogenesis
in more studied areas like the dorsal vagal com(8d¥ Further experiments would nevertheless
be required to assess the possibility the yeastidqespinduced proliferation of nhew POMC
neurons in the ARC. Whatever the origin of the éased number of POMC neurons was, this
result showed that the ARC contained more POMCareuso that the ARC could be considered
as more sensitive to stimuli after habituationliie with this result, the time-related response to
yeast peptides (at least 3 hours) could be theecprenice of a post-ingestive activation of the
ARC several hours after the ingestion of the medlich was not monitored in this study. In
order to further explain the mechanisms involved/éast peptides induced satiety, additional

studies, especially about the integrity of the kgt after digestion, regulation of circulating
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hormones following ingestion of yeast peptides andsther brain circuitries involved in
regulation of food intake needs to be carried dlanetheless, the results shown in the present
study identified a very original peptide mix, whosteong and lasting anorectic effect is very

interesting.
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Fig.1. Clinical study protocol: detail of one period.

The complete protocol is divided in two periodslike one described (one per soup tested).

Fig.2. Feeding pattern of ratswith yeast peptides.
At dO, rats are separated in two groups: P14 (fia R14 diet) and P14-pepL (fed with P14-pep
meal then P14 diet). From d20, P14 group also vedea daily P14-pep meal and is named P14-

pepS group. Black days correspond to day with dilg-pep meals.

Fig.3. Effects of yeast peptides on cumulative food intake.
Yeast peptides meals decrease daily food intaken fd@ so that cumulative food intake is

significantly lower from d7 to d24. *** P<0.001

Fig.4. Activation of arcuate POMC or non-POMC neurons after acute or chronic yeast
peptides meals.

Values are means + SEM. ***: P<0.001.

Fig.5. Number of double labelled Fosa-MSH (A), single labelled a-MSH (B) and non-a-
MSH activated neurons (C) in the ARC after acute or chronic yeast peptides meals
expressed through rostro-caudal level of the ARC.

Values are means + SEM. *; P<0.05; **: P<0.01.

Fig. 6. Effect of yeast peptides meals on brainstem noradrenergic and GLP-1 and arcuate

POM C neuronal activations.
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469 A: Photomicrograph of the arcuate nucleus. Foskabeeurons (brown nuclei, x20) and double-
470 labeled Fos-MSH neurons (brown nuclei and blue/grey cytoplasédgom (x40) shows one
471 double-labeled neuron.

472 B: Photomicrograph of the rostral part of the NF8s-labeled neurons (brown nuclei, x10) and
473 double-labeled FosftH neurons (brown nuclei and blue/grey cytoplasneprd (x40) shows one
474  neuron.

475 C: GLP-1 staining in the NTS (blue/grey cytoplas20). Zoom (x40) shows one double-labeled
476 neuron.

477  Arrows: examples of double-labeled neurons.

478
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480 Table 1

481 Composition of experimental diets. *

P14 Pl4-pep

g/kg diet
Total milk protein ! 140 -
Peptide yeast extract 2 - 107.7
Cornstarch ® 622.4 655
Sucrose * 100.3  100.3
Metaboliiable energy 14.6 143
Jlg

P/E (%) 14 14

G/E (%) 76 76

L/E (%) 10 10

482

483 T Amount of constant component (g/kg): soybean odif2 SA, Aulnay-sous-bois, France): 40;
484  AIN 93M mineral mix and AIN93V vitamin mix (ICN Bichemicals, Ohio, USA): 35 and 10
485 respectively [see (35) for composition]; cellulddéedias filtrants Durieux, Torcy, France): 50;
486 choline (ICN Biochemicals): 2.3. P/E, G/E, L/E: pentage of diet energy brought by protein,
487 carbohydrates and lipids, respectively.

488 *!' Armor Protéines Saint Brieux, Franédio Springer, Maisons-Alfort, FrancéCerestar,

489 Haubourdin, Francé:Eurosucre, Paris, France.
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490 Table 2

491 Source and dilution of antibodies used
Antibody Dilution Host Source
c-fos (sc-52) 1:1000 Rabbit Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz CA
dBH (MAB308) 1:1000 Mouse Chemicon Int, Temecula, CA

GLP-1 (T-4057) 1:1000 Rabbit Peninsula Laboratories Inc, Belmont, CA

a-MSH (AB5087) 1:10000 Sheep Chemicon Int, Temecula, CA
492

493 " a-MSH, o-Melanocortin Stimulating Hormone; GLP-1, Glucagbtike Peptide-1; pH,

494  dopamineB-Hydroxylase.
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Figure 2
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CONCLUSIONS.

L'objectif initial de ces travaux était d'étudiem Isatiété induite par les extraits
protéigues et peptidiques de levure chez le rathekz 'Homme. Dans le but d’étudier la
signalisation centrale de ces peptides, nous atoisd’abord étudié la signalisation centrale
des protéines en général, pour nous intéresseitemsucas particulier des peptides de levure.

Nos principaux résultats concernant les régimesepas hyperprotéiques sont une
augmentation conjointe de l'activité de différentégions du systéme nerveux central (CNS)
suite a l'ingestion de protéinekigure 41). Parmi les régions étudiées, nous avons mongé qu
le NTS ainsi que plusieurs noyaux de la région byglamique voient, a court terme comme
apres habituation, leur activité accrue par litiges de protéines, en particulier certains
réseaux de neurones comme les neurones noraddresgidu NTS et les neurones
mélanocortigues de 'ARC. En outre, les protéinekiberaient I'activation de neurones
GABAergiques et opioidergiques dans le noyau acemsbet inhiberaient ainsi la prise
alimentaire en diminuant la réponse hédonique lamiéntation, vraisemblablement en raison
de leur faible palatabilité. Enfin, nous avons mérgue les protéines ne semblent pas utiliser
le cortex pyriforme antérieur, région pourtant ae@rpour détecter les carences en acides
aminés indispensables (AAI), comme point d’entréasdle CNS puisque la Iésion de cette
région ne modifie pas le comportement des animaus s2gime hyperprotéique. Par ailleurs,
ces régimes ne provoquent aucune activation phetieude cette région, selon les marqueurs
gue nous avons choisi (c-fos, transporteur awagiate EAAC1) contrairement a un régime
carencé en AAl.

Concernant les protéines et les peptides de levimgs avons montré que cet effet
satiétogéne est particulierement important compamaent aux autres protéines testées (lait,
soja, gluten). Dans le cas des peptides de leVimstallation de cet effet nécessite une période
d’habituation de quelques jours mais ne s’estomge gpres habituation (21 jours). Leur
ingestion ne régule pas la prise alimentaire lorseghas suivant mais a I'échelle de la journée.
Au niveau central, ces caractéristiques particediesont cohérentes avec les activations
observées : absence d’activation du noyau du sastlitaire (NTS, régulation de la prise
alimentaire a court terme), mais augmentation a@gil’ation des neurones mélanocortiques du
noyau arqué de I'hypothalamus (ARC, régulation de®nhéostasie énergétigue a moyen
terme), dont l'activation est associée a une répoasorexigene, aprés habituation et
augmentation conjointe de la sensibilité de céitgon au stimuli anorexigén€igure 42). En
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raison de différences comportementales et d’adtivatentrale, les protéines et les peptides de
levure, malgré un effet semblable en intensité lauprise alimentaire, semblent avoir des

mécanismes totalement distincts.

PERSPECTIVES.

Signalisation des protéines au niveau central.

Nos études ont montré que les protéines activaitams le NTS les neurones
noradrénergiques. Cependant, une simple mesurgvdtan ne rend pas compte du caractere
indispensable de cette région dans la régulatiocataportement alimentaire induit par les
protéines. Il serait donc trés intéressant d’étuoligs en profondeur I'implication des neurones
noradrénergiques dans la satiété induite par le®ipes. Pour cela, plusieurs points doivent
étre élucideés.

Tout d’abord les projections exactes de ces nesrat@meurent inconnues. Elles
peuvent étre grossierement séparées en deux s cligés vers le PVH et les autres. Notre
étude n’a pas discriminé quelle partie est pluséetpar les protéines. Il serait donc judicieux
de regarder, dans le cas d’'une Iésion rétrogradenelerones noradrénergiques depuis le PVH
[comme dans I'expérience de Ritter (Ritetral, 2001)] si les repas hyperprotéiques possedent
toujours leur pouvoir satiétogene, et si les neesamoradrénergiques restant dans le NTS (qui
sont responsable de I'effet anorexigene de la CL0Kj plus actives.

Dans le méme esprit, les expériences de vagotorai@es précédemment n’ont pas
montré d'implication indispensable du nerf vaguasdéa satiété des protéines (L'Heureux-
Bouron et al, 2003). Pourtant, la CCK semble bien liée a cs#tgété, puisque l'injection
d’inhibiteur au récepteur a la CCK supprime I'ef§attietogene des protéines (Reidelberger
al., 2004). Il serait donc judicieux de combiner vagoie et blocage du récepteur a la CCK et
de comparer, avec des enregistrements de priserdhime, le comportement des animaux. Si
la CCK est impliqué au niveau central, il ne detvpais y avoir de différence de comportement
entre des animaux vagotomisés et bloqués pour Il &C niveau central, et des animaux
intacts mais simplement bloqués pour la CCK auaiveentral. Si la CCK est impliquée au
niveau vagal, mais qu’'elle prend le relais par vbigmorale au niveau central, il est
vraisemblable que les animaux vagotomisés rédulsentprise alimentaire un peu plus tard

que les animaux intacts.
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Concernant les autres régions, des études plusfapdies du role des protéines sur la
région hypothalamique doivent étre entreprisegyaticulier sur la modulation des hormones
et peptides gastro-intestinaux suivant l'ingestitum repas hyperprotéique. En outre, le role
de I'hypothalamus latéral, comme relais entre Gulaion hédonique et physiologique de la

prise alimentaire, devrait étre étudié.

Perspectives d'utilisation des peptides de levure.

Les peptides de levure présentent donc des ptéprgatiétogenes trés intéressantes
dans l'optique de la commercialisation d’'un prodint. Cependant, les études cliniques ont
montré certaines limites dans I'utilisation des tjugs. Le protocole utilisé, pour lequel les
doses de peptides ont été extrapolées a partiqubastités nécessaires pour obtenir un effet
significatif chez le rat, employait les peptidesislan en-cas placé une heure avant le déjeuner.
Afin de ne pas donner un en-cas trop important enhcd difficile a consommer
quotidiennement, I'énergie de la charge utilisést étes faible (120kcal) par rapport aux en-
cas utilisés dans la littérature pour obtenir uietesatiétogéne (>250 kcal) (Andersenal,
2004). De ce fait, la régulation énergétique quetide n’était pas significativement différente
avec ou sans en-cas, tout en étant significativepian faible qu’avec I'autre en-cas protéique
(de soja) testé. Ce résultat laisse penser queoteqole utilisé n’est pas le plus efficace pour
valoriser |'effet satiétogene des peptides de kevBour cela, il serait plus efficace d’introduire
les peptides de levure dans un repas (en les famhdans une sauce par exemple). Ingérer les
peptides de levure dans un en-cas avant un repanréffet pas vraiment d’intérét puisque la
baisse de la prise alimentaire met plusieurs hearggervenir. En outre, I'énergie ingérée
serait alors plus comparable entre des groupesosaagec peptides de levure. Cette idée peut
étre généralisée a tous les repas, en introduigantdose plus faible de peptides de levure,
mais répétée lors des différents repas de la jeurce qui permettrait peut-étre d’obtenir un
effet encore plus important.

Au niveau mécanistique, certains points demeureat connus, en particulier la
séquence exacte et la teneur des différents peptidietenus dans I'extrait que nous avons
utilisé. Ce séquencage précis devra étre réaliskeféet satiétogene du ou des peptides
majoritaires testé. Si I'effet satiétogéene des ipegtde levure est un effet peptidique, comme
les résultats que nous avons obtenus le suggdreatait ainsi possible de vérifier que le (ou
les) peptide(s) actif(s) demeure(nt) intact(s) apfabsorption intestinale. Concernant les
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modalités d’activation du noyau arqué par les piestide levure, la question centrale qui reste
a explorer est le phénomene de plasticité que awass observé. |l serait particulierement
intéressant de savoir s’il s’agit ou non de neunegé et de voir quels facteurs au sein de

I'extrait peptidique de levure provoquent ce phéane
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ANNEXE 1 : PRESENTATION DU GROUPE LESAFFRE

Groupe Lesafire

Présentation générale

Le Groupe LESAFFRE est un groupe industriel
frangais, implanté dans le monde enfier,

Il a developpe, a partir de son metier principal, I2
praduction de levure, un ensemble de savoir-faire
en matiére de biotechnologies.

Il propose des produits destings a 'alimentation et des
services aux industriels de I'agroalimentaire,

= Est specialisé dans certains produits de fermentation

¥ S'adresse essentiellement aux professionnels,
mais aussi au grand public.

= Occupe une position de leader dans ses principaux
metiers.

= Est implanté industriellement sur les 5 continents.

# Emploie plus de 7000 collaborateurs dans le monde,

LESAFFRF 4
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Chiffres clefs

\J

= 100 sociétés réparties dans 36 pays.

-

Commercialement présent dans le monde entier.

\S

= 90 sites de production répartis dans 26 pays :
= Une frentzine de levureries
= 4 yniteés de production dextraits de levure
= 7 malteriss

Positions sur les marches ;
= Llevure et ingredients de panification : n® 1 mondial
= Exfraits de levure : n® 1 mondial
= Malt: n® 5 mondizal

v

LESAFFRE

F | = Site de Marcg-en-Baroeul
' - = 100 chercheurs

= Site de Maisons-Alfort

Wareg-gn-Barom - LINT ! RD
R = 20 chercheurs

= CA = 1% CA
| sl 12 millions €

E Taux de crolssance = + 15¢

=
-

Moisonz-A[fert - BS

+ 60 collaborations internationales

LESAFFRE 4
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ANNEXE 2 : RESULTATS ANNEXES DES PROTEINES ET PEPTIDES DE

LEVURE.

Nombre moyen de neurones

activés par coupe

75

50

25

O T T

T ]

c-Fos NTS c-Fos + dBHNTS c-Fos + GLP-1 NTS

O P55

O P55-lev

c-Fos ARC

c-Fos + POMC

ARC

Activation des réseaux centraux par une charge hypgrotéique de levure.

Une charge hyperprotéique de levure (P55-lev) witnde différence statistique
d’activation dans aucune des régions étudiées (RRE;) par rapport a une charge
hyperprotéique de lait (P55) malgré des différemmepropriétés satiétogéenes

importantes.
6
*%*
IR
4
H T
5 T
e | T
2 T T
0 . _-L|_| ___|—|
P14 P50 Lev Pep

Mesure du contenu gastrique 1h apres la fin de l'igestion d’'une charge.

O Poids net
OEau
OPoids sec
O Protéine

Le poids/volume total de I'estomac est beaucoup plavé aprés une charge
hyperprotéique de levure qu’avec les autres chaggtdes. En particulier, les
parametres gastriques sont trés différents entriéipes et peptides de levure. Ces
derniers n’entrainent pas de profils différentsrpg@port aux charges normo- et

hyperprotéiques de lait.
** p>0.01 Lev vs autres charges.
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ANNEXE 3 : REMARQUE METHODOLOGIQUE : INVESTIGATION DE
L' IMPLICATION D 'UNE REGION OU D'UN GROUPE DE NEURONES

DANS LE COMPORTEMENT ALIMENTAIRE

Lésions / Modele génétiquement modifié

Le cerveau est un organe tres complexe qui esprdsable a de nombreuses fonctions
vitales et qui par essence integre de nombreugasnations de nature souvent tres variée. La
méthode la plus simple mais aussi la plus limitéerpgetudier I'implication d’'une région du
cerveau sur un comportement est historiquementpleinde Iésions, mécanique (ablation
d’'une partie du cerveau ou destruction par « coairalteau ») et plus tard électrolytique
(formant une zone de coagulation dans le cerveas ldguelle tous les neurones sont détruits).
Ces techniques ont permis de mettre en évidenéddale certaines régions dans des fonctions
globales et dans notre cas, ont par exemple pe&fidentifier deux régions de I'hypothalamus,
respectivement le noyau ventro-médian et I'airérlde, comme les centres de la satiété et de
la faim car une lésion de ces régions entrainaitsigpression des comportements
correspondants.

Ces méthodes ont cependant montré leurs limitest @abord, et cela semble assez
évident, a moins d’accident, il est difficile d’elaper cette méthode chez I'étre humain. Les
résultats obtenus ne sont donc valables que suelmadimal. De plus, ces méthodes lesent
généralement une part importante du cerveau gserlenite pas strictement a la zone ciblée,
ou au contraire dans le cas des zones trés étendarquent une partie de la zone considérée.
Plus important, ces lésions ne détruisent pas meueles corps cellulaires des neurones de la
zone en jeu mais également toutes les fibres pagsancette zone, et donc toutes les
connections entre deux régions qui peuvent étedetoient différentes de la région étudiée.

Pour remédier a cette lacune méthodologique, cg3nke ont été largement remplacées
par des lésions chimiques, tout d’abord en utitisdées molécules excitatrices du systeme
nerveux (en général des agonistes du glutamatejneoacide iboténique ou kainique (voire
du glutamate lui-méme en exces) qui en surexclenheurones entrainent la mort des corps
cellulaires, mais épargnent les fibres de passagewarczet al, 1979, Jarrard, 1991, Winn,
1991, Inglis & Semba, 1997). Ces lésions sont fihes que des Iésions électrolytiqgues mais
sont relativement peu spécifiques, or il est sotuéle d’étudier 'implication d’un phénotype

donné de neurones dans un comportement. C’est yauont été développées des toxines



135

(généralement des saporines), qui couplées aveantiesrps spécifiques, lésent précisément
des neurones donnés dans une région. L'efficaeit@ tEsion est ensuite facilement vérifiable
par immunohistochimie ou par dosage du neuromeadiaisé.

Une alternative plus moderne a la lésion est ia#tilon de souris génétiquement
modifiées, qui entraine cependant une restrictien ndodele encore plus importante.
L'utilisation de souris knock-out (k-0) pour un efteur ou un neuromeédiateur donné mime en
effet de maniere encore plus fine, et sans lesnatismes associés aux opeérations, les Iésions
précédemment décrites. L'inconvénient majeur deéectichnique se pose dans le cas de
molécules ou de récepteurs impliqués dans de nasdsefonctions et/ou différentes parties
du cerveau. Il devient alors difficile de discrirain’'implication de chaque géne dans tels ou
tels comportements. Pour remédier a ce probleme,étledes tres récentes pratiquent une
transfection des neurones visés avec un phageupaftene séquence terminatrice pour le géne
et développent des lignées k-0 pour le gene maigiament dans la région étudiée (Balthasar
et al, 2005).

Les méthodes de Iésions, dans leur ensemble, peéserependant un inconvénient
méthodologique important : elles ne sont probagtessi le résultat est binaire et positif. Dans
le cas contraire, I'implication de la zone ne pétie exclue, mais uniqguement son caractéere
indispensable. Il devient alors nécessaire d'étuldie® paramétres d’activation/inhibition des

neurones considérés.

Activation/inhibition

Afin de suivre I'activation ou I'inhibition de neones suite a un stimulus donné, il est
tout d’abord possible d’enregistrer I'activité dhéque du neurone. Cette technique nécessite
I'isolement du neurone, soit in vivo, soit sur a@k en culture. Une fois le neurone isolé, un
grand nombre de stimuli peuvent étre testés, ceeuti Etre trés avantageux surtout pour
rechercher des agonistes ou antagonistes spédaifitjue récepteur. Cependant, I'identification
du phénotype est généralement malaisée, surtoiitonsauf dans le cas de souris modifiées
pour posséder une fluorescence associée au phérgitygtie (souris-GFP). Les études
électrophysiologiques présentent en outre I'incoiem de porter généralement sur tres peu de
neurones et d’étre donc peu généralisables aimespgu évidentes en termes de localisation
exacte car le plus souvent réalisées sur desegl culture.

Il est donc souhaitable de compléter ces étudele saiivi de I'activation de zones dans

le cerveau par immunohistochimie. Cette technitpés, répandue depuis le début des années
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90, utilise le marquage de facteurs de transcriptitont le plus couramment employé est la
protéine Fos, afin de mettre en évidence l'actbratd’un neurone. La protéine Fos est
synthétisée suite a la dépolarisation du neurasiegsn activation) (Morgan & Curran, 1991).
Elle migre ensuite dans le noyau ou elle se congplasec une autre protéine (Jun, qu’il est
également possible d’utiliser comme marqueur) eblaplexe joue alors son rble de facteur de
transcription, en particulier de neuromédiateurs, rédcepteurs et de divers facteurs de
signalisation intracellulaire. Le pic d’expresside la protéine Fos a lieu 90 minutes apres le
début de la stimulation (Zittelt al, 1999).

La révélation de la protéine Fos (dite activatiefog permet donc de visualiser, dans
un plan donné, I'ensemble des neurones activés auiine stimulation. Couplée avec une
révélation des phénotypes des neurones de la zmmemeée (technique dite double ou triple
marquage) elle permet donc d’identifier précisémianttivation de groupes de neurones
phénotypiqguement bien définis. Le marquage de [@épre Fos est nucléaire, la ou le
marquage phénotypique est cytoplasmique voire memaime dans le cas de certains
récepteurs. Il est également possible de couplec am marqueur rétrograde ou antérograde
pour étudier les projections concernées.

La protéine Fos présente l'avantage d’étre ubigeitdans le systeme nerveux, et
permet donc I'étude de la réponse a n'importe gy de stimulus. Cependant, le stimulus en
guestion doit étre assez ponctuel en raison datémde importante entre la stimulation et la
révélation. Dans le cas d'un stimulus trop long,deustress important de I'animal entre le
stimulus et l'euthanasie, les activations serontispldifficiles a discriminer. L’'autre
inconvénient de cette méthode est que I'animal ékwé sacrifié et que seul un stimulus peut
donc étre testé par animal.

Dans le cas de stimuli inhibiteurs, il est cependdns difficile d’utiliser la protéine
Fos car elle ne montrera pas de différence. Ledestg’intéressent alors généralement aux
teneurs en ARN messager du géne étudié et/ou eBtlime hybridationn situ si une
localisation précise est recherchée.

Une autre méthode de visualisation de l'activitébéale utilise les techniques récentes
d’'imagerie cérébrale, en particulier 'lRM fonctioglle (imagerie par résonance magnétique),
qui permet de visualiser les variations de I'oxyagén de I’hémoglobine sanguine dans les
différentes parties du cerveau. Cette techniqueepté I'avantage d'étre totalement non
invasive, ce qui la rend indispensable pour I'étutks mécanismes centraux chez I'étre

humain. Une autre technique, proche de I'IRM, astoimographie par émission de positron



137

(PET-scan), qui consiste a injecter de I'oxygénedahs le sang. Ce dernier va émettre un
positron au contact des tissus dont l'origine péé visualisée. Cette technique, dont la
résolution est plus faible, permet néanmoins depleoule traceur avec par exemple un
récepteur spécifique, l1a ou I'IRM ne fournit aucunérmation sur la nature des neurones

activés.



Figure 1 : Position du NTS, AP et VLM chez le rat.
Coupe coronale (Bregma: -13.68 mm) d'un cerveauatereprésentant la position du

complexe vagal dorsal (en bleu), de l'area postrégmaorange) et de la moelle ventro-

latérale (en vert).
Adapté d’apres l'atlas de Paxinos et Watson.



Région Bulbe
hypothalamiqu rachidien

Figure 2 : Coupe sagittale d’'un cerveau de rat décébré.

Toute connexion autre qu’humorale est abolie elgseparties antérieures et
postérieures du cerveau, et en particulier entrebldbe rachidien et
I'nypothalamus.

D’aprés Grill and Smith, 1988.
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Figure 3 : Synthése du GLP-1 a partir du proglucagn.
D’apres Kieffer et Habener, 1999.
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Figure 4 : Corrélation entre I'effet anorexigene dda CCK et le nombre de
neurones noradrénergiques du NTS.

La lésion des neurones noradrénergiques du NT&ieatune suppression de I'effet
anorexigene de la CCK de maniére proportionnellecanbre de neurones
noradrénergiques restant.

D’aprés Rinaman, 2003.



Figure 5 : Position des noyaux DMH, VMH et ARC cheze rat.

Coupe coronale (Bregma :-3.14 mm) d’'un cerveau atereprésentant la
position des noyaux dorso-médian (en bleu), vemtéogiian (en vert) et arqué
(en orange) de I'hypothalamus.

Adapté d’apres l'atlas de Paxinos et Watson.
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Figure 6 : Action de la leptine sur les neurones PRAC et NPY.

La leptine interagit avec son récepteur pour actles neurones POMC et
inhiber les neurones NPY. La leptine inhibe en eue tonus inhibiteur
GABAergique des neurones NPY sur les neurones POMC.

Adapté d’aprés Cowley et al., 2001.
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Expressed in
multiple tissues
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in hypothalamus

Figure 8 : Cascade de réactions suivant

I'activation du récepteur a la leptine.
D’apres Schwartz et al., 00.

Figure 7 : Représentation des récepteurs court

(OB-RS) et long (OB-RL) a la leptine.

Le récepteur long est présent sur les neurones POMC

et NPY dans 'ARC.
Adapté d’aprés Tartaglia, 1997.
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Figure 9 : Mécanisme intracellulaire de résistanca la leptine.

La leptine se fixe a son récepteureatraine la phosphorylation des tyrosines ass®¢
Jak2. Une cascade de réactionsnené la phosphorylation de STAT3 (induisar
réponse du neurone a la leptine) mais eégalementrariscription de SOCS3, qui inh
en retour la phosphorylation de STATS3.

Dans le cas de faible taux de leptine circulargdrdnscription de SOCS3 redaible e
STAT3 peut étre re@hosphorylé (la cellule reste activable). Si lasxtde leptine so
chroniquement élevés, SOCS3 reste présent dansuesnes et STAT3 ne peut plus
phosphorylé. Le neurone est alors résistant gtk

D’aprés Murzberg et Myers, 2005.

;;P;mr Figure 10 : Voies de signalisation
intracellulaires suivant I'activation
des récepteurs a la leptine et a

l'insuline.
piio baKz T , < .
p | fana L’activation des récepteurs a la leptin
| @ @ i ) a l'insuline se traduit par la mobilisation
o - o de voies communes au niveau
(= (e intracellulaire
= — D’aprées Niswander et Schwartz, 2C
\ Sll;‘l-ls_uﬂ



Figure 11 : Modulation des neurones
POMC et NPY par les afférences
sérotoninergiques.

La sérotonine active triplement les
neurones POMC : dépolarisation directe
par le biais de récepteur membranaire,
inhibition des neurones NPY et du tonus
inhibiteur des neurones GABA sur les
neurones POMC.

La sérotonine favorise donc la sécrétion
d’a-MSH sur celle d’AgRP dans les
régions de projections de ces neurones.
D’aprés Heisler et al., 200
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Figure 12 : Effets opposés de la ghréline et du PY&ur les neurones POMC et NPY.

La ghréline active les neurones NPY et inhibe lmsrones POMC par activation du tonus
GABAergique. Le PYY a l'effet inverse : il inhibed neurones NPY et le tonus
GABAergique et active les neurones POMC.

Adapté daprés Cone, 2005.



Figure 13 : Localisation des corps cellulaire
des neurones ghréline dans I'hypothalamus.
Les neurones ghréline occupent une place
originale dans I'hypothalamus puisqu’ils
n'appartiennent a aucun noyau
traditionnellement défini.

lls occupent en effet les espaces entre les
différents noyaux.

D’aprés Cowley et al., 20C

-2.30 mm

Figure 14 : Position du LH et du PVH chez le rat.
Coupe coronale (Bregma: - 2.12 mm) d'un cerveauratereprésentant la

position de l'aire hypothalamique latérale (en pleat de I'hypothalamus

paraventriculaire (en orange).
Adapté d’apres l'atlas de Paxinos et Watson.



Figure 15 : Principales projections des neurones d&ARC.

Les neurones NPY et POMC de I'ARC projettent veiféentes régions
hypothalamiques ou extra-hypothalamiques,aetivent (connecteurvert) ou
inhibent(connecteurougg les neurones de ces régions.

Adapté d’apres Jobst et al., 2004.
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Figure 16 : Schéma illustrant la théorie de I'adipstat au sein du PVH.

Les neurones NPY et POMC projettent vers des iateones GABAergiques
du PVH, qui sont activés par le NPY et/ou 'AgRPimshibés par k-MSH
secrété par les neurones POMC. La libération de &fsBorise alors la mise en
réserve au niveau des adipocytes.

D’apres Cowley et al., 1999.
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Figure 17 : Divergence des voies mélanocortiquesrmernant la prise alimentaire et la
dépense énergétique.

Contrairement aux hypothéeses précédemment form(fi§ese 16) les neurones POMC ne
régulent pas la dépense énergétique en modulastivité des neurones du PVH, mais
d’autres régions qui n‘ont pas encore été idemiifid 'activation du PVH ne concerne que
la régulation anorexigene du comportement alimesntai

D’aprés Balthasar et al., 2005.



Figure 18 : Position des noyaux accumbens et du ¢ex pyriforme

antérieur chez le rat.

Coupe coronale (Bregma : + 2.70 mm) d’'un cervearatieeprésentant
la position des noyaux shell (en bleu) et core (@ange) de
'accumbens ainsi que du cortex pyriforme antér{euarvert).

Adapté d’'apres l'atlas de Paxinos et Watson.
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Figure 19 : Principaux circuits de I'hnédonisme.

Les neurones de I'’AccSh recoivent des projectiomgicales ou des régions
olfactives quant a la valeur hédonique des alimeelstive auliking. Les
neurones opioides (MOR) et GABA sont activés.alt§vent(connecteurer)
alors a leur tour les neurones orexines du LH agiiventles neurones NPY
NPY et/ouinhibent(connecteurougg les neurones POMC de I'ARC.

Les neurones dopamine du VTativentces mémes neurones de I’AccSh en
réponse a la valeur de I'hédonisme relative veanting. L'activation des
neurones de I’AccSh entraine la méme réponse queldaas diiking.
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Figure 20 : Dépression de la prise alimentaire indte par une charge
protéigue par rapport a une charge glucidique.

Une charge hyperprotéique de gluten ou de protéiedsit (TMP-50%) est
plus satiétogene qu’une charge d’amidon (Glt- 0%).

c : P<0.01 vs. GIt-0%.

D’aprés Bensaid et al., 2002.

High-Protein Omelette High-Fat Omelette
No-Load Large Small Large Small
Preload energy intake (Kcal) 0 404 202 T20 60
Test meal energy intake (Kcal) 1803 (61T 1006 (1407 1218 (101 LOE9 (B0 13300119
Total energy intake (Kcal) 1803 (61) 1410 (1407* 1420 (101y* LE09 (B0 1620 (119

Tableau 1 : Dépression de la prise alimentaire indte par un en-cas
hyperprotéique par rapport a un en-cas hyperlipidique.

Un en-cas hyperprotéique entraine une dépressitaplese alimentaire accrue
par rapport a un en-cas hyperlipidique.

* P<0.01 par rapport au high fat et au no-load

D’aprés Porrini et al., 1997.
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Figure 21 : Dépression de la prise alimentaire indte par un régime
hyperprotéique.

Des le premier jour, les animaux nourris avec gmmé HP (P50) réduisent leur
prise alimentaireCette dépression de la prise alimentaire s’atté&sipurs
suivant sans pour autant rattraper la consommegsranimaux nourris en
régime NP (P14).

(P14-pf : groupe nourris en P55 avec la méme oéadittnergie que le groupe P14)

D’aprés Jean et al., 2001.
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Figure 22 : Schéma résumé de I'action des protéinesr le NTS.
Les protéines activent le NTS par 4 voies :
- stimulation des mécanorécepteurs gastriques
- sécrétion de CCK qui active les afférences vagstles active
directement le NTS par voie sanguine
- action centrale directe des acides aminés san(emige par I'AP)

- voie descendante suite a I'activation des neurB@€C de I'ARC qui

projettent vers le NTS
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Figure 23 : Détermination de la vitesse de la séquee comportementale de
satiété (BSS).

Un stimulus anorexigene (ici le SB-334867, antagtenile I'orexine A) accélere
la transition entre le repas et le repos (A etd®rs qu’un stimulus orexigene
(injection d’orexine A) ralentit ce phénomene (Mgt

D’aprés Rodgers et al., 2000 et Ishii et al., 2004.
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Figure 24 : Ségquence comportementale de satiété sadgime hyperprotéique.
Des le deuxiéme jour, les rats nourris en régimegkéBentent une séquence
comportementale de la satiété trés similaire & dlrats nourris en régime NP,
montrant 'absence d’aversion gustative conditi@né

D’aprés Bensaid et al., 2003.



Figure 25 : Interaction leucine/mTOR
dans les neurones de 'ARC.

L’activation du mTOR par la hausse
centrale des teneurs en leucine dans les
neurones NPY et POMC de 'ARC est
corrélée a une forte dépression de la prise
alimentaire.

D’aprés Cota et al.., 200
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Figure 26 : Effet d’une Iésion électrolytique du CR sur la détection des régimes
déficients en AA.

Les rats lésés dans la partie la plus antérieu@Ri (A 9.6) consomment dés le
premier jour une quantité plus importante d’'un mégidéficient en thréonine.
D’aprés Leung et Rodgers, 1971.

e

Figure 27 : Emplacement des Iésions fonctionnellelsi CPA

chez le rat.
D’'anrés Leuna et Rodaoers. 19
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Figure 28 : Effet d’'une Iésion électrolytique du CRA sur la détection des régimes
hyperprotéiques.

Les rats lIésés au niveau du CPA n‘augmentent paptise alimentaire sous régime
hyperprotéique par rapport aux rats non Iéses.

D’aprés Leung et Rodgers, 1971.

¥ians Figure 29 : Mécanisme intracellulaire de détection
des carences en AAl.
FRNA La baisse des teneurs centrales en AAIl provoque
Yeast ﬂ Mamrals 'augmentation des concentrations des ARN de teahsf
}P-GCN2 non chargé (ARNTt) correspondant a I'acide aminé
ﬂ déficient. S’en suit une série de phosphorylatiquis
aboutissent chez les mammiferes, a I'activation des
4 P-elF2e neurones du CPA. Ce mécanisme est conservé chgez tou
AA | IAA les eukaryotes
synthesis foraging D’aprés Gietzen, 2006.
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Figure 30 : Activation du CPA par un
régime Thr-Dev.

A : Un repas Thr-Dev active les neurones
EAACLI (transporteur du glutamate) dans

différentes parties du CPA.
(cf Article 4 pour description des segmentations)

* p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001

B : Coupe coronale du CPA montrant la
révélation des neurones c-fos (noyau
marron) et EAACL1 (cytoplasme bleu).



FOS GABA p-MOR1

P14 ++++ +++ ++++
P55A (+) + (+)
P55C + + +

Tableau 2 : Activation des neurones GABA efi-opioides de I’AccSh suite a un repas
hyperprotéique.

Les repas hyperprotéiques diminuent I'activatios deurones GABA at-opioides (-
MOR1) situé dans I’AccSh, ainsi que I'activationsFae cette région.

Comptage qualitatif.

(+) : <5 neurones

+ : 5-10 neurones

+++ 1 20-50 neurones

++++ : > 50 neurones



Tableau 3 : Consommation d’eau pendant et avant higestion d’'une charge
hyperprotéique de levure ou de lait.

Les rats ne présentent pas de différence signifede consommation d’eau
pendant I'ingestion d’'une charge pour les diffésegigimes testés.

Pour contrdle, ces consommations sont égalemeiiases durant la période a jeun
(6 heures) précédant le repas.



Charge

P14 P55 P55lev

Consommation d’eau pendant la période a jeun
o 2.310.3 3.0+0.8 3.50.9
précedant la charge (Q)

Consommation pendant I'ingestion de la charge (g) 1.0 +0.3 0.7 £0.2 1.320.2
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Figure 31 : Activation c-fos du VMH, du DMH et de IARC par un repas
hyperprotéique.

* P<0.05 ; ** P<0.01

Mémoire de DAA R. Faipot



Transition2 (HP-d2 Habituation Overall (HP-d21

vs. NP-d21) (HP-d21 vs. HP-d2) vs. NP-d21)
NTS — 1 T
APC — — —
ARC l 1 —
PVN — — -
LH — l —
VMH — — l
DMH ) l —

111, significant increase or decrease in fos expression; —, no
significant change in Fos expression.

Figure 32 : Activation de différentes régions du CNS en régimbyperprotéique.
D’apres Darcel et al., 200
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Figure 33 : Procédés d’obtention des trois fractios peptidiques a partir des
protéines de levure.
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Figure 34 : Protocole alimentaire suivis par les amaux dans I'article 3.
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Figure 35 : Chromatogrammes des différentes étapeke purification des peptides.

Le perméat (en bleu) obtenu suite a la filna a 10 kD de I'extrait initial de protéines
levure (en orange) ne contient plus les molécuéetadle importante comme les gluci
complexes. A lissue de la seconde filtration, éentat (en vert) comprend un conce
des fractions peptidiques comprises entre 1 etflO0dkest la fraction appelée peptides
levure
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Figure 36 : Consommation relative une heure apresmgestion de charges
normo (A) ou hyperprotéiques (B) des différents pejides de levure testés.
* p<0.05 (t-test vs 100%).
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Figure 37 : Consommation relative trois heures apl'ingestion de charges
normo (A) ou hyperprotéiques (B) des différents pefdes de levure testés.
* p<0.05 ; ** p<0.01 (t-test vs 100%).
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Figure 38 : Evolution de la consommation cumulée pelant la premiére heure
suivant l'ingestion d’'une charge de peptides de lewe ou de protéines de lait.
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Figure 39 : Evolution de la consommation cumulée pelant toute la journée
suivant l'ingestion d’une charge de peptides de lewe ou de protéines de lait.



Nombre moyen de neurones

P14 P14-pep
Nombre de bouffées 10.8+1.2 6.5+ 1.2*
Durée de chaque bouffée (min) 0.3+0.0 0.3£0.0
Repas (kJ) 3.8+04 3.4+04
Vitesse d’ingestion (kJ/min) 156+1.4 13614
Energie ingérée (kJ) 41.7+6.1 21.5+4.8**

Tableau 4 : Paramétres de consommation des 15 pregnés minutes suivant
I'ingestion d’une charge de peptides de levure ouedprotéines de lait.

** n<0.01 ; *** p<0.001.
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Figure 40 : Activation du NTS suivant un repas normoprotéique @ levure.
Un repas de peptides de levure n’active pas le &T§énéral, ni les neurones

noradrénergiques ou GLP-1 de cette région.
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Figure 41 : Schéma récapitulatif de I'activation du CNS par unrepas hyperprotéique.
Un repas hyperprotéique active conjointement le Mift®s neurones POMC de I'ARC, tout en
inhibant le noyau accumbens, alors que le CPA pastun point d’entrée de la signalisation

centrale des protéines.
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Figure 42 : Schéma récapitulatif de I'activation du CNS par unrepas de peptides de levure.
Un repas de peptides de levure active les neu@&4C de 'ARC, alors que le NTS n’est pas un

point d’entrée pour la signalisation centrale de edraits.



Titre : Caracté&risation de |’ effet satiétogene des protéines et mécanismes centraux impligués.
Cas particulier des protéines et peptides de levure.

Résumé : Le role des protéines dans la prise alimentaire et en particulier la caractérisation de
son effet satiétogene ont fait |’ objet de nombreuses études ces derniéres années. Si le caractere
sur-satiétogéne des protéines par rapport aux autres macronutriments est avéré, les
meécanismes mis en jeu dans |” apparition de cet effet demeurent cependant incertains et sujet a
débat. En outre, la modulation de I’ effet satiétogéne en fonction de la nature des protéines
utilisées et son effet sur les mécanismes d’ action demeurent controversés. L’ objectif de ce
travail est d'étudier dans un premier temps I’ activation de certaines régions du systeme
nerveux central connues pour étre impliquées dans la régulation du comportement alimentaire
suite a I’ingestion de protéines, apres avoir fait état des données bibliographiques quant au
rle et au fonctionnement de ces régions. Dans un second temps, nous avons étudié I’ effet
satiétogene induit par des extraits de protéines de levure spécifiques, développés par la société
Bio-Springer, ains que leur effet sur I'activation du systéme nerveux central. Nos résultats
montrent que les protéines en général activent des régions contrélant la prise alimentaire a
court et & moyen terme, en particulier les neurones noradrénergiques du noyau du tractus
solitaire, aing que les neurones méanocortiques du noyau arqué de I’ hypothalamus. Cette
activation s accompagnerait d’une relative inhibition des réseaux de |I” hédonisme associés a la
palatabilité des aliments. En outre, les protéines n’ activent pas le cortex pyriforme antérieur,
région capable de détecter les carences en acides aminés essentiels. Concernant les protéines
et peptides de levure, ces extraits ont exprimeé un pouvoir satiétogéne supérieur a celui obtenu
avec les sources protéiques traditionnellement utilisées, alafoischez le rat et chez I'Homme,
Dans le cas des peptides de levure, cette diminution de la prise aimentaire se poursuit méme
aprés habituation & moyen terme. Cet effet satiétogene va de pair avec une activation plus
importante des réseaux mélanocortiques du noyau arqué de I hypothalamus. Malgré des effets
satietogénes d'ampleur similaire, protéines et peptides de levure ont manifestement des
mécanismes d’ action différents.

Mots-clés : régime hyperprotéique, peptides de levure, systéme nerveux central, satiété.

Abstract: The involvement of proteins in regulation of energy intake and especially their
potency in inducing satiety has been extensively studied lately. The fact that among
macronutrients proteins are the most potent in reducing energy intake is widely acknowledged
but mechanisms underlying this effect are nostly controversial or unknown. In addition, the
impact of the nature of the proteins used on this effect remains unclear. The purpose of this
work isto study in afirst part the activation of brain areas known to be involved in regulation
of energy intake, after describing the bibliographic data regarding these networks. In a second
part, we studied the anorectic effect of yeast extracts developed by Bio-Springer and their
action on central nervous system. Our results show that proteins activate areas that regulate
short and mid-term energy intake and especialy noradrenergic pathway in the nucleus of the
solitary tract and melanocortin pathway in the arcuate nucleus of the hypothalamus. This
effect would appear along with an inhibition of neuronal pathway linked to the hedonic value
of the food, and specificaly the palatability. Moreover, proteins do not trigger the anterior
pyriform cortex, a brain area known to be able to detect amino acid deficiency. Regarding
yeast proteins and peptides, we showed that these extracts induce a stronger anorectic
response than other proteins both in rat and in Human, and yeast peptides reduce daily energy
intake even after habituation. This anorectic effect occurs along with a stronger activation of
melanocortin pathway in the arcuate nucleus of the hypothalamus. Despite similar anorectic
effects, yeast proteins and peptides presumably have different mechanisms of action.

Key words. high protein diet, yeast peptides, central nervous system, satiety.





