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Résumé

L’étude du microbiote intestinal et de ses produits de sécrétion est un domaine de recherche
en expansion en raison des perspectives thérapeutiques que cela peut ouvrir pour les maladies
nutritionnelles telles que I'obésité ou les TCA.

La Caseinolytic peptidase B (ClpB) est une protéine bactérienne produite par les
entérobactéries qui présente un mimétisme moléculaire avec I'a-MSH, un neuropeptide anorexigene
signalant la satiété au niveau de I'hypothalamus. Des études récentes ont cherché a évaluer si la
protéine ClpB pouvait induire des effets anorexigenes similaires a ceux de I'a-MSH, en situation
physiopathologique et dans des modeéles de troubles nutritionnels. Dans ce contexte, I'objectif de cette
these a été d’étudier les potentiels effets pharmacologiques de la protéine ClpB, intacte ou fragmentée
sur les différents mécanismes de régulation de la prise alimentaire impliquant I'axe microbiote-
intestin-cerveau et l'influence des nutriments.

La premiére étude a évalué in vitro 'impact de trois macronutriments sur la production et
I'expression de la protéine ClpB par les bactéries E. coli: seul I'apport protéique augmentait
significativement la production de ClpB. Nous avons montré que la ClpB augmentait la sécrétion de
PYY par les cellules entéro-endocrines intestinales de rat en culture. La deuxieme d’étude a été
réalisée chez des souris dans un modeéle d’anorexie (ABA). La restriction alimentaire, avec ou sans
activité physique, augmentait la concentration plasmatique de ClpB, qui était associée a une
augmentation de la proportion d’entérobactéries dans le microbiote, ce qui suggere son implication
possible dans la physiopathologie de I'anorexie mentale. Enfin, la troisieme étude a évalué in vivo chez
le Rongeur, les effets pharmacologiques de la protéine ClpB sur la prise alimentaire. La prise
alimentaire était réduite par I'injection de ClpB intacte ou fragmentée, mais pas par son fragment de
25 kDa.

Ces résultats confortent le role de la protéine ClpB, produite par les entérobactéries, dans la
régulation physiologique de la prise alimentaire et incitent a poursuivre I’étude de son implication dans

les troubles anorexiques et son application thérapeutique dans les situations d’excés de poids.

Mots clés : protéine ClpB, troubles du comportement alimentaire, obésité, macronutriments, prise

alimentaire, fragments de la protéine ClpB



Pharmacological effects of a mimetic bacterial protein of satietogenic hormones: the ClpB protein

on eating behavior

The study of the gut microbiota and especially the effect of its secretory products is an expanding field

of research in order to open therapeutic perspectives for nutritional diseases such as obesity or TCA.

Among these molecules, the Caseinolytic peptidase B (ClpB) is a bacterial protein having a molecular
mimicry in common with a-MSH, a neuropeptide whose anorectic actions are peripheral and central
and possible via a microbiota-intestinal-brain communication. Current studies attempt to demonstrate
whether this molecular mimicry can confer similar anorectic effects at the ClpB protein. The aim of
this thesis was studied the potential pharmacological effects of ClpB protein the regulation of eating

behavior.

Given that the composition of the gut microbiota is dependent on the food present, the first study was
evaluated in vitro the impact of three types of macronutrients on the production and expression of the
ClpB protein by E. coli bacteria. Then, it was evaluated whether this protein could influence the
secretion of satietogenic peptides like PYY by intestinal enteroendocrine cells using a primary culture

of rat intestinal cells.

Previous studies of U 1073 laboratory have shown that this protein has been found at the plasma level,
the second study was performed in mice submitted to an anorexia model (ABA) to clarify the impact
of dietary restriction on the ClpB protein, to better understand its possible involvement in the

physiopathology of anorexia nervosa.

Finally, the third study was evaluated the pharmacological effects of ClpB protein on food intake in
vivo in rodents. The impact of the natural fragmentation of this protein and particularly of one of its

fragments on food intake was also evaluated.

Keywords : ClpB protein, eating disorders, obesity, macronutrients, food intake, fragments of ClpB

protein
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« L'expérience de beaucoup d'opinions donne a l'esprit beaucoup de flexibilité »
Citation de Joseph Joubert ; Des moeurs, XVII (1866)


https://www.mon-poeme.fr/citations-joseph-joubert/

Avant-propos

centrale dans la prise de poids, la faim est un mécanisme extrémement complexe et multifactoriel.

Depuis les années 80, les études se poursuivent afin de comprendre I'ensemble des mécanismes mis
en jeu dans le contréle de I'appétit et du comportement alimentaire. Cependant, dans le cas de
pathologies tels que les troubles du comportement alimentaire (TCA) ces mécanismes sont dérégulés.
La nutrition et le microbiote sont deux paramétres importants impliqués dans la compréhension de
ces mécanismes par la découverte d’'une communication entre le cerveau et l'intestin. C'est cette
communication a laquelle s’intéresse particulierement 'UMR 1073 : « Nutrition, Inflammation et
Dysfonctions de I’Axe intestin-cerveau » située a la Faculté de Médecine et Pharmacie a Rouen et

dirigée par le Pr. Pierre Déchelotte.

Depuis plusieurs années, diverses hypothéses ont été proposées afin de mieux comprendre les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans I'obésité et les TCA. En 2002, une étude de Fetissov
et al. a montré I'implication d’autoanticorps (auto-Ac) dirigés contre des neuropeptides dans les TCA
(Fetissov et al. 2002). En 2008, les études suivantes ont révélé la présence d’acides aminés (aa)
identiques a I'a-MSH (a-Melanocyte-stimulating hormone) chez de nombreux microorganismes
commensaux (bactéries, champignons, virus, archées) (Fetissov et al. 2005). Et c’est en 2014, qu’une
protéine bactérienne produite par Escherichia coli (E. coli) : 1a ClpB (Caseinolytic peptidase B) a révélé

posséder un mimétisme de 6 aa en commun avec I'a-MSH (Tennoune et al. 2014).

C'est donc dans ce contexte scientifique que la société TargEDys (pour « Targeting Eating
Dysfunctions »), dirigée par le Dr. Grégory Lambert s’est ancrée au sein de I'UMR 1073. Son objectif
principal est de mieux comprendre les mécanismes qui existent entre le microbiote intestinal et la
régulation du comportement alimentaire afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques

pour agir sur le contréle du poids.

Dans un objectif final de développer un produit pharmaceutique, cette these s’est intéressée a
mieux comprendre le mécanisme d’action ainsi que les potentiels effets pharmacologiques de la

protéine ClpB dans les pathologies liées a I'alimentation.
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CHAPITRE 1

Régulation physiologique du comportement
alimentaire



Figure 1. Localisation et représentation schématique des noyaux de I’hypothalamus sur une
coupe frontale de cerveau

(A) VL: Ventricule Latéral; CC : Cortex Cérébral; CC’ : Corps Calleux; NC : Noyau Caudé; 3V : Séme Ventricule; CO : Centre
Ovale; Hy : Hippocampe; SL : Sillon Latéral; Cl : Capsule Interne; CE : Capsule Externe; PD : Pallidum; PM : Putamen; CT :
Claustrum; T : Thalamus ; H : Hypothalamus

(B) ARC : noyau arqué; VMH : noyau ventromédian; DMH : noyau dorsomédian; LHA : aire hypothalamique latérale; PVN :
noyau paraventriculaire

Adaptée de l'illustration issue de « BRAINMAPS »., 2005



[.1.1. L'Hypothalamus

L’hypothalamus est une structure du systéeme nerveux central située sous le thalamus ( ). 1l
comprend plusieurs noyaux interconnectés et organisés symétriquement par rapport au 3°me
ventricule (3V) : le noyau arqué (ARC), le noyau paraventriculaire (PVN), I'aire hypothalamique latérale
(LHA), le noyau ventromédian (VMH) et le noyau dorsomédian (DMH) ( ) (Yu and Kim 2012).
Une distinction se fait entre les noyaux dits de 1°" ordre (ARC) qui établissent des projections sur les
noyaux dits de 2™ ordre (PVN, VMH, DMH et LHA). L’ensemble de ces neurones peuvent aussi
recevoir des informations afférentes du noyau du tractus solitaire (NTS) qui lui-méme, recoit des

informations provenant de la périphérie via le nerf vague (Harrold et al. 2012).

Par sa capacité a répondre aux stimuli périphériques (hormonaux, humoraux et nerveux) via la
sécrétion d'hormones, I’"hypothalamus est impliqué dans le maintien de 'homéostasie énergétique et
donc dans la régulation de grandes fonctions telles que les cycles du sommeil, la température
corporelle, la soif, les émotions mais aussi dans le contréle de I'appétit (Pop, Crivii, and Opincariu

2018).

En effet, a partir des années 30, des études lésionnelles ont confirmé I'implication de cette structure
cérébrale dans le contréle du comportement alimentaire chez le Rat, le Chat ou encore le Singe
(Hetherington and Ranson 1940), (Anand and Brobeck 1951). Des expériences similaires ont montré
gue des lésions au niveau du VMH entrafnaient une hyperphagie et une obésité tandis que des lésions
de I'LHA entrafnaient une anorexie et une perte de poids (Stellar 1954). De ces expériences est née « la
théorie dite « des deux centres » composée d’un « centre de la satiété », ciblant particulierement le

VMH et le PVN et d’un « centre de la faim » ciblant 'LHA (Rohner-Jeanrenaud 1995), (King 2006).
1.1.2. Noyau arqué

Le noyau arqué (ARC) de I’hypothalamus est considéré comme le site hypothalamique principal dans
la régulation de I'appétit et de la prise alimentaire (Sainsbury, Cooney, and Herzog 2002) car il est
capable d’intégrer les signaux du tronc cérébral et de la périphérie (R. D. Cone et al. 2001), (Cowley et
al. 2001). En premier lieu, des études ont montré que des lésions de I’ARC chez des souris nouveau-
nés entrafnaient une obésité et une hyperphagie (Olney 1969). En 1975, des autopsies réalisées sur

des patients obéses ont révélé que leurs tumeurs étaient localisées a la base de I'hypothalamus
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Figure 2. Boucle de rétroaction neuronale du noyau arqué

Les neurones orexigenes qui synthétisent le NPY et I’AgRP inhibent les neurones anorexigenes adjacents
qui expriment la POMC et le CART par la libération de GABA et les interactions avec le Y1-R et le MC3-R.
Les neurones a NPY/AgRP sont également capables d'autorégulation négative par le Y2-R. Les neurones
a POMC/CART libérent I'a-MSH qui peut inhiber leurs propres neurones en stimulant les neurones
NPY/AgRP par le biais du MC3-R.

Adaptée de l'illustration de Orr et al., 2005
NPY : neuropeptide Y; AgRP : Agouti-related protein; POMC : Pro-opiomélanocortine; CART : Cocaine and Amphetamine-Related

Transcript; o-MSH : a-melanocyte stimulating hormone; MC3-R : Récepteur mélanocortine de type 3; GABA : acide y-
aminobutyrique; Y1-R : récepteur Y1; Y2-R : récepteur Y2.



suggérant une modification du fonctionnement de I’ARC dans le cas d’un phénotype obese (Bray and
Gallagher 1975). De plus, localisé a la base du 3V, a proximité de I'’éminence médiane dans un faisceau
allongé en forme d’arc, ’ARC est une structure circumventriculaire possédant une barriere hémato-
encéphalique semi-perméable (Peruzzo et al. 2000). De ce fait, des facteurs circulants tels que les
hormones ou les nutriments sont a méme d’interagir directement avec les neurones de I’ARC et par
conséquent d’informer les neurones de second ordre (DMH, PVN, VMH et LHA) des réserves
énergétiques disponibles en périphérie (Harrold et al. 2012). Ces caractéristiques anatomiques font
donc de I’ARC, une zone stratégique de liaison entre les organes périphériques et le systéeme nerveux

central (SNC) permettant I’échange de signaux nécessaires au maintien de I’homéostasie énergétique.

Afin d’accomplir son réle de régulateur de I'appétit, I’ARC est composé d’au moins deux populations
neuronales : une population de neurones dite « anorexigene » (suppresseur d’appétit) exprimant la
pro-opiomélanocortine (POMC) et le cocaine and amphetamine-related transcript (CART) ; et une
population de neurones dite « orexigéne » exprimant le neuropeptide Y (NPY) et I'agouti-related

protein (AgRP) (Sainsbury, Cooney, and Herzog 2002).

Stimulés par les signaux périphériques, ces neurones effectuent des roles opposés et distincts.
Néanmoins, des études morphologiques ont révélé qu’il existait un contact synaptique direct entre les
terminaux NPY et les corps cellulaires mélanocortinergiques voisins (POMC) (Broberger et al. 1997).
Des études d’'immunohistochimies ont confirmé que les neurones a NPY/AgRP exercaient un effet
inhibiteur sur les neurones a POMC/CART adjacents par la libération d'un neurotransmetteur
inhibiteur : I'acide y-aminobutyrique (GABA) et par une inhibition des récepteurs aux mélanocortines
de type 3 (MC3-R) et du récepteur Y1 (Y1-R) (Bagnol et al. 1999), (Sainsbury, Cooney, and Herzog 2002).
L’AgRP quant a lui, est un agoniste inverse des récepteurs aux mélanocortines 3 et 4 (MC3-R, MC4-R)

(Morton and Schwartz 2001) lui conférant indirectement son effet orexigene.

Les deux populations de neurones sont également capables d'autorégulation négative permise par
I'expression du MC3-R a la surface des neurones a POMC/CART et du récepteur Y2 (Y2-R) sur les
neurones a NPY/AgRP (Bagnol et al. 1999) ( ).

Considéré comme un centre intégrateur de signaux périphériques, les axones des neurones de I’ARC
se projettent vers les neurones dits de « 2" ordre », ol sont également sécrétées des hormones
hypothalamiques qui en réponse aux signaux émis par I'ARC vont transmettre des informations
satiétogenes aux différentes structures du SNC. Parmi ces hormones, le PVN sécréte la thryrotropin-
releasing hormone (TRH) (Lechan and Fekete 2006), la corticotropin-releasing hormone (CRH)
(Merchenthaler et al. 1982), la nesfatine (Maejima et al. 2009) et I'ocytocine (Arletti, Benelli, and
Bertolini 1989).
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Figure 3. Consommation alimentaire et poids corporel apres des injections de NPY chez le Rat

Trois groupes de rats femelles ont recu 3 injections dans le PVN, pendant 10 jours, soit de NPY (a 235pmol) (n=9)
ou soit de véhicule (n=6). Des rats servant de controles n’ont pas regu d’injection (n=5).

La consommation alimentaire et le poids corporel ont été mesurés toutes les 24h pendant 4h avant et pendant
la période d’injection de 10 jours. Ces mesures ont été continués pendant 21 jours apres l'injection chez 4 rats
choisis au hasard. Les valeurs ont été représentées en moyenne +/- SEM.

Issue de la publication de Stanley et al., 1985

NPY : neuropeptide Y; PVN : noyau paraventriculaire.



L'LHA et la région périfornique (PFA) produisent quant a elles, la melanin-concentrating hormone
(MCH) et les orexines (ORX) (Valassi, Scacchi, and Cavagnini 2008).Ces connexions entre populations

neuronales leurs permettent de fournir une réponse adaptée aux besoins de I'organisme.

1.1.1. Population orexigéne

a) Neuropeptide Y

En 1982, des méthodes de chromatographie en phase liquide a haute performance ont permis d’isoler
la protéine du neuropeptide Y (NPY) dans un cerveau de porcin et de définir sa séquence protéique
composée de 36 aa (Tatemoto 1982b). Des expériences de double immunomarquage ont révélé la
présence de NPY dans le cerveau de mammifére (Allen et al. 1983) avec une immunoréactivité plus
élevée dans I'hypothalamus et plus particulierement dans les neurones de I'ARC (Chronwall et al.
1985). De plus, les neurones NPY projettent des afférences sur des zones hypothalamiques adjacentes
impliquées dans la régulation du comportement alimentaire telles que le PVN, le DMH, la PFA et I'LHA

(Chronwall et al. 1985).

Deux ans aprés sa découverte, une étude a montré que I'administration intra-cérébroventriculaire
(ICV) de NPY (a 2 ou 10pg) a induit une augmentation de la prise alimentaire chez le Rat (Clark et al.
1984). Les mémes constatations ont été retrouvées chez le Singe (Larsen et al. 1999), le Mouton (Miner
et al. 1989), la Souris (Morley et al. 1985) ou encore le Lapin (Pau, Pau, and Spies 1988). L'injection
répétée de NPY (235pmol) dans le PVN pendant 10 jours a entrainé une hyperphagie persistante,
gu’ainsi qu’une perte de poids et de la graisse corporelle chez des rats femelles (Stanley et al. 1986)
( ). Par ailleurs, des expériences sur des modéles génétiques ont également retrouvé une
expression accrue de NPY chez des souris obéses (ob/ob) (Jang and Romsos 1998) ou encore chez des
rats Zucker obéses (fa/fa) (Dryden et al. 1995). Grace a I'ensemble de ces observations, le NPY a été

considéré comme I'un des plus puissants peptides orexigénes (Levine and Morley 1984).

Néanmoins, des recherches sur I'expression génétique de NPY ont montré des effets divergents
mettant en avant la complexité de la régulation de la prise alimentaire. En effet, des souris présentant
une surexpression de NPY (npy +/+) n’ont pas montré d’augmentation de la prise alimentaire (Inui et
al. 1998). De méme, la perte de fonction du géne codant pour le NPY n’a pas induit de comportement
anorexigéne ou une perte de poids (Erickson, Clegg, and Palmiter 1996). Ces résultats indiquent que le
NPY est un modulateur important de réponse des signaux périphériques mais surtout qu’il existe un

véritable rétrocontréle entre les populations de I’ARC.
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Figure 4. Etude du poids corporel et de la prise alimentaire chez des souris knock out pour le neurone
AgRP

(A) Les souris knock out pour I’AgRP (triangle blanc) présentent un poids significativement inférieur a celui
des témoins (WT) (cercle noir).

(B) La prise alimentaire quotidienne moyenne des souris knock out pour I'AgRP (gris clair) est
significativement inférieure a celle des souris WT (noir); *p<0,01

Issue de la publication de Bewick et al., 2005



La réponse hyperphage au NPY implique une signalisation par le biais de récepteurs spécifiques. Parmi
les cing récepteurs NPY connus appelés Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6 (Michel et al. 1998), les récepteurs Y1 et
Y5 sont exprimés dans |I'hypothalamus et sont les plus impliqués dans la régulation du comportement
alimentaire et du bilan énergétique chez les mammiféres (Hu et al. 1996), (Parker and Herzog 1999),

(Duhault et al. 2000), (Lecklin et al. 2002).

b) Agouti-related peptide

La protéine AgRP est une protéine de 132 aa découverte en 1997 dans I'ARC de I'hypothalamus
(Shutter et al. 1997), (Ollmann et al. 1997). Coexprimée dans certains cas avec le NPY, elle est
également essentielle au controle de I’homéostasie énergétique. En effet, son expression est plus
élevée chez les souris obéses et diabétiques (Shutter et al. 1997) et sa surexpression chez des souris
transgéniques rend ces animaux hyperphages et obéses (Graham et al. 1997). A contrario, une
inhibition de ces neurones entraine une réduction de la prise alimentaire conduisant a un phénotype

maigre et hypophage ( ) (Bewick et al. 2005), (Gropp et al. 2005).

L'AgRP contrairement au NPY agit sur le systeme mélanocortinergique. C'est un agoniste inverse
endogene naturel des récepteurs aux mélanocortines et plus particulierement des MC3-R et MC4-R
(Ollmann et al. 1997), (Bagnol et al. 1999). Ces deux récepteurs localisés au niveau central et
particulierement dans les noyaux concernés par la régulation de I’lhoméostasie énergétique (Harrold
et al. 2012) sont connus pour médier les effets anorexigénes des peptides a mélanocortine (Huszar et
al. 1997), (A. S. Chen et al. 2000) Coexprimée avec le NPY, I’AgRP pourrait également agir
indépendamment (Nijenhuis, Oosterom, and Adan 2001) en tant qu’agoniste inverse compétitif

inhibant la liaison de I’a-MSH avec ces récepteurs (Y. K. Yang et al. 1999).

L'ensemble de ces éléments confirme le réle de I’AgRP comme un puissant peptide orexigéne.
Néanmoins, des études in vivo sur des souris agrp -/- ont montré que ces animaux présentaient une
réponse normale a la faim. Ainsi, comme NPY, I'action de I’AgRP est dépendante des autres voies

régulant I'appétit (Qian et al. 2002).

1.1.2. Population anorexigéene

a) Pro-opiomélanocortine / a-MSH

La pro-opiomélanocortine (POMC) est une glycoprotéine de 31 kDa majoritairement présente dans
I’hypophyse et qui est un précurseur d’une large variété de peptides tels que I'adreno cortico trophic

hormone (ACTH), les hormones mélanotropes (a-MSH, B-MSH et Y-MSH), lipotropes (B-LPH et Y-LPH)
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Figure 5. Traitement post-traductionnel de la pro-opiomélanocortine chez I’"homme.

La POMC est un peptide précurseur de grande taille transformé en fragments biologiquement actifs plus petits par
clivage au niveau de sites de clivage dibasiques (trait noir). L’ACTH, ainsi que les a-, B- et y-MSH sont connues sous

le nom de mélanocortines ( ).

Adaptée de l'illustration de Coll et al., 2007

NT : fragment N-terminal; JP : peptide de jonction; B-, Y-LPH : B-, Y-lipotropine; a-, B-, Y -END : a-, B-, Y-endorphine; ACTH : Adreno Cortico
Trophic Hormone ; POMC : Pro-opiomélanocortine.



et les endorphines (a-END, B-END et Y-END) ( ) (Raffin-Sanson, de Keyzer, and Bertagna 2003).
L'action de I’ACTH et des hormones mélanotropes est médiée par les récepteurs aux mélanocortines
impliquant le réle de ces peptides dans le comportement alimentaire (Pritchard, Turnbull, and White
2002). L'effet anorexigéne des neurones a POMC a été mis en évidence chez les souris knock-out pour
POMC qui présentaient un phénotype hyperphage et obése (Yaswen et al. 1999). Inversement, une
activation des neurones a POMC a réduit I'apport alimentaire et le poids corporel chez la Souris
(Aponte, Atasoy, and Sternson 2011), (Zhan et al. 2013). Ces effets sont stimulés par I'action de I'a-
MSH produite par les neurones a POMC (Fan et al. 1997) qui va activer les récepteurs aux
mélanocortine MC3-R et MC4-R (Baldini and Phelan 2019). En effet, une carence en récepteur MC4-R
(Huszar et al. 1997) ou de mutations du gene mc4r induisent une hyperphagie et une obésité chez les

personnes concernées (Yeo et al. 1998), (Farooqi et al. 2003).

De plus, comme il a été précisé précédemment, I'a-MSH a la capacité de se lier aux MC3-R et MC4-R
(Fan et al. 1997) et cette liaison lui conféere son effet anorexigéne (Roger D. Cone 2006). De ce fait, il
est considéré comme I'un des peptides les plus importants dans les mécanismes de régulation de

I'appétit.

L’activité des neurones a POMC peut également étre médiée par des facteurs périphériques. Comme
la sérotonine 2C (5-HT2C), un signal anorexigéne qui augmente I'activité des neurones a POMC (Heisler
et al. 2002), (Sohn et al. 2011), (Roepke et al. 2012). Son action est assurée par des récepteurs

spécifiques (5-HT-R) exprimés par les neurones a POMC (Heisler et al. 2002), (Berglund et al. 2013).

Les neurones a POMC sont aussi des cibles de la leptine et de I'insuline (Varela and Horvath 2012), des
marqueurs d’adiposités (cf Chapitre 1, Partie C, 2.7 et 2.8) par l'activation de leurs récepteurs
respectifs : LepR et le recombinant insulin receptor — ISR. Des souris dépourvues de LepR sur les
neurones a POMC deviennent en surpoids et présentent une diminution de I’expression de POMC mais
une augmentation de celle de I’AgRP et du NPY (Balthasar et al. 2004). En effet, I'activation de LepR
dans les neurones a POMC induit une dépolarisation activatrice de ces neurones et une
hyperpolarisation inhibitrice des neurones a NPY/AgRP. L’insuline, quant a elle, inhibe I'activité
neuronale de POMC (Williams et al. 2010). Les récepteurs de la leptine et de I'insuline sur les neurones

a POMC sont donc nécessaires dans la régulation de la balance énergétique.

b) Cocaine and amphetamine requlated transcript

La majorité des neurones a POMC dans I’ARC co-expriment également I’ARNm de CART (Vrang et al.
1999). Le Cocaine and amphetamine regulated transcript (CART) est un peptide découvert suite a des

administrations aigués de stimulants psychomoteurs tels que la cocaine ou 'amphétamine, d’ol son
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AgRP : Agouti-related protein; NPY : neuropeptide Y; CART : Cocaine and amphetamine regulated transcript;



nom « cocaine and amphetamine regulated transcript » (CART) (Douglass, McKinzie, and Couceyro
1995). Ce peptide a été détecté dans I’ARC, le LHA, le PVN et le noyau accumbens (Acb). Des études
ont montré que des animaux privés de nourriture présentaient une diminution prononcée de
I’expression de I’ARNm de CART dans I’ARC (Kristensen et al. 1998), (Kask et al. 2000) mettant en
évidence son réle dans la régulation de ’homéostasie énergétique. De plus, I'expression de CART est
régulée par plusieurs hormones peptidiques périphériques impliquées dans la régulation de I'appétit,
telles que la leptine (Kristensen et al. 1998) et la cholécystokinine (CCK) (de Lartigue et al. 2007) qui

potentialisent son action alors que la ghréline inhibe son expression (de Lartigue et al. 2007).

Des injections ICV de différents fragments peptidiques de CART chez des rats ont diminué la prise
alimentaire seule ou aprées une injection de NPY (Lambert et al. 1998) ( ) confirmant |'existence
d’interactions fonctionnelles entre le CART et le NPY. De plus, des injections chroniques de CART au
niveau du ventricule latéral chez le Rat ont inhibé la prise alimentaire et la prise de poids chez les
animaux maigres et obeses (Larsen et al. 2000). Des résultats similaires ont été retrouvés apres
I’administration directe de CART dans le 3V (Abbott et al. 2001), (Aja et al. 2001). L’administration ICV
de CART est associée a une diminution des taux plasmatiques d'insuline et de leptine et a une
augmentation de I'oxydation des lipides, deux facteurs qui limitent le stockage des graisses (Rohner-

Jeanrenaud et al. 2002).

Cependant, d’autres études ont montré une augmentation de I'apport alimentaire suite a I'injection
directe de CART dans le VMH, I'ARC, le PVN, I'LHA, le DMH et le noyau supra-optique (Abbott et al.
2001). Par conséquent, la régulation de I'appétit par le CART est un processus complexe et il est
probable que le systéme CART soit régulé différemment selon les zones centrales considérées. De ce
fait, le CART pourrait activer deux circuits indépendants de |'appétit au niveau central, I'un anorexigéne
et I'autre orexigéne. Néanmoins, des études complémentaires restent a étre réalisées pour confirmer

cette hypothése.

% %k %

Afin d’établir un certain équilibre entre les apports et les dépenses énergétiques, les axones de
I'ensemble des neurones hypothalamiques projettent des afférences vers d’autres noyaux
hypothalamiques tels que le LHA, le PVN, le VMH, mais aussi dans des structures centrales plus
éloignées comme le noyau parabrachial (PBN), I'amygdale ou encore le NTS qui vont étre capables de

détecter des signaux du SNC et de la périphérie et de jouer un role dans la composante hédonique.



[.1.3. Noyaux de second ordre

1.1.3.1. Noyau ventromédian de I’hypothalamus

Différentes expériences lésionnelles au niveau des noyaux ventromédians de I’hypothalamus (VMH)
ont montré que la destruction des corps cellulaires entrainait une hyperphagie et une augmentation
de la prise de poids corporel chez le Rongeur (Hetherington and Ranson 1942), (Brobeck 1946),
(Kennedy Gilbert and Parkes Alan Sterling 1950), (Anand and Brobeck 1951), (Shimizu et al. 1987). A
contrario, une micro-injection d’urocortine, un puissant peptide anorexigene, dans le VMH, a inhibé la
prise alimentaire (Ohata et al. 2000). De ce fait, le VMH a été considéré comme le premier « centre de

la satiété » (Kennedy Gilbert and Parkes Alan Sterling 1950), (King 2006).

L'une des fonctions principales du VMH est de moduler le métabolisme du glucose en activant les
mécanismes de contre-régulation en réponse a I'hypoglycémie. En effet, aprés des injections de
glucose radioactivement marqué, les niveaux de radioactivité étaient plus élevés dans le VMH (J
Panksepp 1972), (Jaak Panksepp 1973) alors qu’une perfusion avec un inhibiteur compétitif du glucose
chez le Chat a diminué son activité (Desiraju, Banerjee, and Anand 1968). Le VMH réponds a ces
variations de concentrations de glucose a I'aide de deux types de neurones glucosensibles distincts :
les neurones stimulés par le glucose et inhibés par I’hypoglycémie dits neurones « gluco-excités » et
les neurones inhibés par le glucose et stimulés par I’hypoglycémie dits neurones « gluco-inhibés» (Song
et al. 2001). Mais la sensibilité de ces neurones « gluco-excités » peut étre réduite par I'insuline dont
I'action est dépendante de la concentration de glucose et dont les récepteurs sont présents dans le
VMH (Cotero and Routh 2009). En agissant de la méme maniére via le récepteur LepR, la leptine est
également capable de moduler I'activité de ces neurones mais de fagon indépendante au glucose (Irani

et al. 2008).

Par ailleurs, la particularité du VMH est d’étre liée par des afférences a plusieurs autres sites
hypothalamiques impliqués dans le controle du comportement alimentaire tels que les neurones a
NPY/AgRP et a POMC/CART, mais aussi d’étre constitué de neurones exprimant le MC4-R (Kishi et al.
2003) et le MC3-R (Begriche, Sutton, and Butler 2011). Une étude antérieure a montré que le MC4-R
régulait I'expression du facteur « brain-derived neurotrophic factor » (BDNF) (Nicholson et al. 2007),
un facteur neurotrophique surexprimé dans le VMH et produit par les neurones steroidogenic factor 1
(SF1) spécifiques du VMH. Le BDNF joue un réle majeur dans le contrdle de I'appétit en diminuant la

prise alimentaire (Unger et al. 2007), (Chuanfeng Wang et al. 2010).

De plus, I'action de la leptine sur ce noyau joue un réle important dans la réduction du poids corporel

(Dhillon et al. 2006) dans la mesure ou les souris knock-out pour le LepR développent une obésité et
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Figure 7. Implication du PVN dans la régulation des dépenses énergétiques de I'organisme via le
complexe hypothalamo-hypophysaire.

Les neurones sécrétoires magnocellulaires de I’hypothalamus sécrétent deux neurohormones (I'OCT et la
AVP). Ces neurones sont composés d’axones qui s’étendent vers la tige pituitaire jusqu’au lobe postérieur de
I’hypophyse permettant la libération des neurohormones dans la circulation sanguine.

Le lobe antérieur est lui controlé par les neurones sécrétoires parvocellulaires. Ces derniers sécrétent des
hormones hypophysiotropes (ACTH, CRH, GnRH, GHRH) dans un réseau de capillaires sanguins spécifique, le
systeme porte hypothalamo-hypophysaire qui se prolonge le long de la tige pituitaire et se ramifie dans le
lobe antérieur. Les hormones hypophysiotropes se fixent alors aux récepteurs présents a la surface des cellules
de I'hypophyse ce qui permet d’activer ou d’inhiber la sécrétion d’hormones (ACTH, CRH, GnRH, TRH,
Ghréline) dans la circulation sanguine.

Adaptée de l'illustration de Ducornet at al., 2005

OCT : ocytocine; AVP : vasopressine; TRH : thryrotropin-releasing hormone; CRH : corticotropin-releasing hormone; GHRH : Growth
Hormon Releasing Factor; GnRH : gonadotropin releasing hormone; DA : dopamine; ACTH : adreno cortico trophic hormone;



présentent un syndrome métabolique comprenant une stéatose hépatique, une dyslipidémie et une

hyperleptinémie (Bingham et al. 2008).

1.1.3.2. Noyau paracentriculaire

Dans les années 80, similairement pour le VMH, des expériences lésionnelles a I'intérieur et autour du
noyau paraventriculaire (PVN) ont induit une hyperphagie et une augmentation du poids corporel chez
les rats males et femelles (Leibowitz, Hammer, and Chang 1981), (Sims and Lorden 1986). Cette étude
a souligné le réle du PVN dans le contréle de I'alimentation et justifié son appellation initiale de

« centre de la satiété » apres le VMH.

Considéré comme un véritable centre intégrateur, le PVYN communique par le biais d’afférences avec
I’ARC, le VMN, le LHA mais tout particulierement avec le NTS qui recoit des informations de la

périphérie via le nerf vague et permet d’évaluer le statut énergétique de I'organisme.

Le PVN est composé de deux populations neuronales: les neurones dits magnocellulaires (qui
projettent leurs axones vers I’hypophyse et le systéme sanguin) et les neurones parvocellulaires (qui
projettent leurs axones vers un réseau de capillaires sanguins appelés le systeme porte hypothalamo-
hypophysaire), (Ferguson, Latchford, and Samson 2008) ( ). Ces neurones sont capables de
sécréter plusieurs hormones : I'ocytocine (OCT), la vasopressine (AVP), 'hormone anti-diurétique
(ADH), la CRH, la TRH, la gonadotropin releasing hormone (GnRH), la growth hormone releasing factor
(GHRH) et enfin la dopamine (DA) (Vettor et al. 2002) qui se retrouvent au niveau de la circulation

systémique et modulent les dépenses énergétiques de |'organisme.

Par ailleurs, similairement au VMH, le noyau PVN a également la particularité d’exprimer les deux types
de récepteurs aux mélanocortines MC3-R et MC4-R (Singru et al. 2007). De ce fait, 'a-MSH, le BDNF
(ChuanFeng Wang et al. 2007) et les hormones sécrétées par le complexe hypothalamo-hypophysaire,
tels que la CRH et la TRH sont aussi des médiateurs dans la transduction des réponses satiétogenes

liée a I'activation du MC4-R (Nicholson et al. 2007), (Lu et al. 2003), (Kim et al. 2000).

1.1.3.3. Noyau dorsomédian de I’hypothalamus

Comme pour le VMH et le PVN, ce sont des études lésionnelles et d’électrostimulations qui ont mis en
évidence I'implication du noyau dorsomédian de I’hypothalamus (DMH) dans la régulation de la prise
alimentaire (Bellinger and Bernardis 2002). En effet, des lésions au niveau du DMH ont induit une
hypophagie avec un retard de la prise de poids lorsque les rats étaient soumis a un régime riche en
graisse (Bellinger and Bernardis 2002). De plus, les neurones du DMH expriment les récepteurs Y1 et

Y5 (Sheng Bi, Kim, and Zheng 2012) qui sont des cibles des neurones NPY provenant de I’ARC via des



projections neuronales des neurones a POMC/CART et a NPY/AgRP. Mais, le DMH exprime aussi
indépendamment le peptide NPY (S. Bi et al. 2001) et des récepteurs LepR (Rezai-Zadeh et al. 2014).
Cependant, contrairement a la coexpression des ARNm du NPY et du LepR dans I’ARC, les neurones
exprimant I'ARNm du NPY et du LepR ne sont pas exprimés dans les mémes neurones au sein du DMH
(Sheng Bi, Robinson, and Moran 2003). L'expression génique de NPY est donc régulée de maniere

différenciée dans I’ARC et dans le DMH.

Le DMH est régulé par d’autres neuropeptides impliqués dans la régulation de la prise alimentaire

telles que la CCK (Zhu et al. 2012) et I'ORX A (Pinos et al. 2011).

De plus, le DMH est impliqué avec le VMH dans la régulation de la glycémie par la présence de

neurones gluco-sensibles (Zhu et al. 2012).

1.1.3.4. Aire hypothalamique latérale

Historiquement, I'aire hypothalamique latérale (LHA) était considérée comme le « centre de la faim »
car les études Iésionnelles réalisées dans les années 50 ont révélé un phénotype hyperphage et une
prise de poids anormale chez I’Animal (Brobeck 1946), (Anand and Brobeck 1951), (Bernardis and
Bellinger 1996).

Similairement aux autres noyaux hypothalamiques, la LHA possede des afférences lui permettant
d’étre connectée aux autres régions cérébrales impliquées dans la régulation de la prise alimentaire et
ainsi assurer le maintien de ’homéostasie énergétique. Cette régulation est rendue possible par la
synthése de neuropeptides orexigénes distincts : la MCH et les ORX A et ORX B (Valassi, Scacchi, and
Cavagnini 2008). En effet, une perfusion ICV chronique de la MCH (Gomori et al. 2003) ou une
surexpression de MCH (Ludwig et al. 2001) a entrainé une augmentation du poids corporel des souris.
Plus récemment, I'ablation ciblée des neurones a MCH a entrainé une hypophagie chez la Souris (Alon

and Friedman 2006) et une résistance a I'obésité (MacNeil 2013).

Contrairement a la MCH, le réle des ORX dans la régulation du comportement alimentaire est moins
établi. D’une part, certaines études ont montré que les ORX pouvaient étre a l'origine d’une
stimulation de I'appétit (Sakurai et al. 1998) mais aussi de la température corporelle (Yoshimichi et al.
2001) et que leurs taux dans I’hypothalamus étaient deux a cinq fois moins élevés que ceux de la MCH
(Mondal, Nakazato, and Matsukura 2002). D’autre part, I'administration centrale d’'ORX a montré étre
capable de stimuler la prise alimentaire (Sakurai et al. 1998) alors que les taux d’ARNm de ce peptide
étaient surexprimés lors du jeun (Sakurai et al. 1998). Par ailleurs, I'LHA est également impliquée dans
la régulation de la glycémie grace a sa sous population de neurones gluco-sensibles exprimant le NPY

(Marston et al. 2011).
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Figure 8. Modele neuroanatomique des voies par lesquelles les signaux périphériques interagissent
avec les circuits centraux autonomes régulant I'appétit.

Le PVN, I'LHA et le PFA établissent des liens avec des voies autonomes centrales (cataboliques et anaboliques)
qui projettent vers le NTS et qui traitent les signaux de satiété. Les signaux satiétogénes provenant du foie et du
tractus gastro-intestinal sont principalement transmis par le nerf vague et les fibres sympathiques jusqu’au NTS.

Adaptée de la publication de Schwartz et al., 2000

PVN : noyau paraventriculaire; LHA : aire hypothalamique latérale; PFA : région périfornique; NTS : noyau du tractus solitaire; ARC : noyau
arqué; SNC : systeme nerveux central; CCK : cholécystokinine; GLP-1 : glucagon-like peptide 1; PYY : peptide YY; OXM : oxyntomodulin



Les noyaux hypothalamiques se projettent également vers d’autres régions du cerveau extra-
hypothalamiques impliquées dans les mécanismes de I'appétit tels que le NTS et les régions
hédoniques de la prise alimentaire. Cette derniére comprend : la région tegmentale ventrale (ATV), le
noyau accumbens (Acb), 'amygdale (Amg), le cortex préfrontal (CPF), I’hippocampe, le pallidum

ventral (PV) et le noyau parabrachial (PBN).
[.2.1. Noyau du tractus solitaire

Le noyau du tractus solitaire (NTS) détecte les signaux de satiété d’origine gastro-intestinale, qu’il
s’agisse de signaux hormonaux, neuronaux mais aussi ceux liés aux nutriments eux-mémes (Grill and
Hayes 2012), (Blouet and Schwartz 2012). Le NTS recoit et envoie des projections sur la plupart des
structures du SNC (Ter Horst et al. 1989). Il est considéré comme le « centre de convergence des
sighaux métaboliques ». De plus, par ses projections neuronales, le NTS constitue un relais

d’informations des organes périphériques vers I’'hypothalamus ( ).

Par ailleurs, le NTS exprime le récepteur de la leptine (Mercer, Moar, and Hoggard 1998), des neurones
a POMC (Bronstein et al. 1992) ainsi que le MC4-R (Mountjoy et al. 1994). Les effets de ce dernier sont
comparables a ceux résultant de la signalisation mélanocortinergique dans le 3V (Schwartz, 2000) ce

qui confirme le role du NTS dans I’homéostasie énergétique.
1.2.2. Régions impliquées dans la régulation hédonique

Si les neurones hypothalamiques sont capables de moduler la prise alimentaire et la balance
énergétique de l'organisme, le fait de consommer de la nourriture ou d'arréter de manger ne se
résume pas aussi facilement a l'interprétation des signaux de satiété. En effet, s’alimenter constitue
un besoin vital, mais c’est aussi un « plaisir ». C'est ce qu’on appelle la « composante hédonique » ou
le « systéme de récompense ». Un déreglement de ce systeme peut étre responsable de troubles

alimentaires comme les TCA ou une obésité (cf Chapitre 3, Partie A).

Une des zones importantes dans le systéme de récompense est I'ATV. Elle est constituée de neurones
dopaminergiques (qui produisent la dopamine, un neurotransmetteur qui induit les sensations de
plaisir lors d’un repas (Wise 2006)) qui vont projeter de nombreuses afférences sur d’autres zones du

cerveau qui sont :
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Figure 9. Circuits de la composante hédonique de la régulation du comportement alimentaire

L’ATV projette des afférences dopaminergiques (traits pointillés) vers I'’Acb, le PV et le CPF ( ) qui jouent un
role prépondérant dans la composante hédonique. Cette derniére connecte les zones de |’Acb, du PV, du PBN et du CPF
en boucles intégrées (en , vert, rose) pour indiquer des sensations de plaisir alimentaire qui sont dépendantes
des qualités organoleptiques de I'aliment.

Illustration inspirée de la publication Pecifia et al.; 2006

CPF : cortex préfrontal; Acb : noyau accumbens; PV : pallidum ventral; Amg : Amygdale; TH : thalamus; ATV : aire tegmentale ventrale; ARC : noyau
arqué; PBN : noyau parabrachial; NTS : noyau du tractus solitaire.



- L'amygdale (Amg), le centre des émotions (signal de danger, présence de nourriture
etc.) (Weymar and Schwabe 2016);

- Le noyau accumbens (Acb) qui a un réle dans les composantes affectives, d’apprentissage et
de motivation (Salamone et al. 2007) ;

- Le cortex préfrontal (CPF) qui joue un role dans I’élaboration de la pensée, des émotions, dans
la planification des actions et de la motivation (Kringelbach 2005) ;

- L’hippocampe qui permet la mise en mémoire d’un évenement et son association avec une
sensation agréable ou non (Opitz 2014) ;

- Le noyau parabrachial (PBN) qui régule le go(t, la respiration, la sensibilité thermique et serait

responsable d’aversion alimentaire en cas d’intoxication alimentaire.

Depuis les années 2000, les recherches ont mis en évidence que certaines de ces structures faisaient
partie ou étaient interconnectées avec de petites structures appelées « hotspots » (Pecifia, Smith, and
Berridge 2006) localisées dans le PBN, le Acb et le PV. Ce lien complexe entre ces régions est 'origine
de la composante hédonique de la prise alimentaire (K. S. Smith and Berridge 2007), (Russo and Nestler

2013), ( ).

L’'homéostasie énergétique de l'organisme est maintenue par un réseau complexe de signaux
périphériques ayant pour but d’indiquer le statut nutritionnel de I'organisme aux organes susceptibles
de développer une réponse adaptée. Les principaux signaux qui participent a la régulation a court et
long terme de la régulation de la prise alimentaire sont présentés dans la (page suivante)

puis développés et décris dans les paragraphes suivants.
1.3.1. Peptides orexigenes

1.3.1.1. Ghréline

La ghréline est un peptide entéro-endocrinien acylé de 28 aa, principalement produit dans I'estomac
(Kojima et al. 1999). Elle a été découverte comme ligand endogene pour le récepteur du sécrétagogue
1 de I'hormone de croissance (GHS-R1) (Kojima et al. 1999). La majorité de la ghréline circulante est
synthétisée et sécrétée par les cellules endocrines gastriques de type X/A (ou de type P/D1 chez les
humains) localisées principalement dans les glandes oxyntiques de la muqueuse gastrique (Sakata et
al. 2002). Cependant, malgré des roles biologiques tres diversifiés (Muccioli et al. 2002), la plupart des
recherches sur la ghréline se sont concentrées sur ses propriétés orexigénes et adipogenes. Premiere

hormone identifiée pour stimuler la prise de nourriture (Date et al. 2000), elle a été rapidement
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considérée comme « I’hormone de la faim ». En effet, les concentrations plasmatiques de ghréline
étaient plus élevées avant chaque repas ou lors d’un jeun (Tschop, Smiley, and Heiman 2000), (D. E.

Cummings et al. 2001), (le Roux et al. 2005).

Par ailleurs, une injection de ghréline par voie intraveineuse (IV) (5,0pmol/kg/min) chez I"humain
(Wren, Seal, et al. 2001) ou par voie périphérique chez le Rongeur (Tschop, Smiley, and Heiman 2000)
a induit une augmentation de la prise alimentaire. Des observations similaires ont mis en évidence
apres une administration centrale de la ghréline (Wren, Small, et al. 2001), (A. Asakawa et al. 2001),
(Nakazato et al. 2001) associée également a une augmentation des niveaux d’ARNm de NPY et d’AgRP
(Kamegai et al. 2001). D’autres études ont montré que les concentrations de ghréline étaient
négativement corrélées avec l'indice de masse corporelle (IMC) et une obésité (Shiiya et al. 2002),
(Tschop et al. 2001), (English et al. 2002). Chez les patients atteints d’anorexie mentale (AN), les
concentrations de ghréline sont élevées mais redeviennent normales aprés une récupération partielle
de poids. Ces observations suggérent une dérégulation des voies réactives a la ghréline (Nedvidkova
et al. 2003) dans la physiopathologie des TCA. Plus récemment, une revue a décrit le réle de la ghréline
sur les mécanismes de I'appétit, de I'anxiété ainsi que dans les troubles psychiatriques (Labarthe et al.

2014).

Au niveau plasmatique, deux formes majoritaires de ghréline sont retrouvées : la forme acylée de la
ghréline (ou acyl-ghréline) qui, par son instabilité, est rapidement convertie en forme des-acylée (des-

acyl ghréline) ou fragmentée (Harada et al. 2008).

c) Acyl-ghréline

La ghréline acylée se caractérise par rapport a la forme des-acylée, par un processus post-
transcriptionnel additionnel entrainant I'acylation du peptide avec un acide n-octanoique sur la sérine
en position 3 ( ). Cette acylation est générée par I'action de I'enzyme O-Acyltransférase
(GOAT) (Gutierrez et al. 2008), (J. Yang et al. 2008) principalement exprimée dans I'estomac, les
intestins et le pancréas (Gutierrez et al. 2008). D’autres études ont montré que cette acylation du
résidu de sérine 3 dans la partie N-terminal de la ghréline est nécessaire a la liaison au GHS-R1
(Davenport et al. 2005), a son l'activité biologique et par conséquent sur la stimulation de la prise
alimentaire (Bednarek et al. 2000), (Akihiro Asakawa et al. 2003). La préservation de la forme acylée
de la ghréline dans la circulation apparait donc comme un facteur clé pour maintenir son réle dans la

régulation de I'appétit et du bilan énergétique.
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a) Des-acylghréline

La ghréline des-acylée est considérée comme un produit de dégradation de la ghréline mais sa
concentration est 2,5 fois supérieure a celle de la ghréline acylée (Broglio et al. 2004). Elle serait
incapable de se lier et d’activer physiologiquement le récepteur GHS-R1 a une dose inférieure au
micromolaire (Gauna et al. 2007). Méme si elle est peu étudiée, les recherches laissent penser que
cette forme de ghréline pourrait également jouer un réle dans la modulation de la faim et de la satiété.
En effet, la co-injection de des-acylghréline et de ghréline administrées par voie intrapéritonéale (IP)
chez le Rat a réduit I'effet orexigene de la ghréline sur la prise alimentaire (Inhoff et al. 2008) et son
action semblerait indépendante du GHS-R (Fernandez et al. 2016). Toutes ces données suggérent que
la des-acylghréline est métaboliquement active et pourrait contrebalancer les effets de la ghréline
acylée dans les mécanismes physiologiques de I'appétit. Cependant des recherches complémentaires

sont nécessaires pour préciser le role de la des-acylghréline.
|.3.2. Peptides anorexigenes

1.3.2.1. Peptide YY (PYY)

Le peptide YY (PYY) est un peptide de 36 aa, qui a été isolé pour la premiére fois a partir de I'intestin

gréle supérieur du porc (Tatemoto 1982a).

Par son homologie structurelle et fonctionnelle, il appartient a la méme famille de peptides que le NPY
et le polypeptide pancréatique (PP). Ce peptide est sécrété tout le long du tractus gastro-intestinal par
les cellules L de l'iléon, du colon et du rectum (Adrian et al. 1985) ( ). Des dosages radio-
immunologiques ont mis en évidence que ce peptide existe sous deux formes endogéenes, une forme
dite « entiere » : le PYY1.36, et une forme « tronquée », le PYY3.35 (Grandt et al. 1994). La forme PYY3.36
est la principale forme circulante qui est générée par le clivage des résidus tyrosine et proline N-
terminaux du PYY1.36 par I'enzyme dipeptidyl-peptidase |V (DPP-IV) (Eberlein et al. 1989). Les deux
formes sont bioactives mais ont une affinité différente pour la famille des récepteurs Y. Le PYY1.3 a
une affinité pour les Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6-R, tandis que le PYY3.36 se lie avec une plus grande affinité pour
le Y2-R (Grandt et al. 1992), (Dumont et al. 1995) fortement exprimé par les neurones NPY de I'ARC,
inhibant ainsi la prise de nourriture (Suzuki, Jayasena, and Bloom 2011). Ce résultat corrobore avec
une étude montrant que le PYY336 induit un effet anorexigene plus puissant que celui de PYY1.3¢ sur
I'apport alimentaire chez le Rat (Chelikani, Haver, and Reidelberger 2004). En effet, apres un repas, les
premieres études ont montré que les niveaux circulants de PYYs3 augmentaient en moins de 15min

et atteignaient leur maximum de concentration plasmatique a 90min ( ) et restaient élevés



jusqu’a 6h (Adrian et al. 1985). Une série d’expériences sur les rongeurs ont confirmé les effets
anorexigenes de PYYs.6 : une injection périphérique de PYYs.36 chez le Rat a entrainé une diminution
de la prise alimentaire et du poids associée a une diminution de 'ARNm de npy hypothalamique
(Rachel L. Batterham et al. 2002). Toutefois, I'injection de PYY chez des souris délétées pour le Y2-R n’a
pas réduit la prise alimentaire ce qui indique que PYY a besoin de se fixer au Y2-R pour générer son

effet anorexigene (Rachel L. Batterham et al. 2002).

Finalement, des dosages plasmatiques effectués chez I’'Homme ont montré que les concentrations
plasmatiques de PYYs.36 libérées étaient proportionnellement inverses aux calories ingérées (Degen,
2005). Par conséquent, les personnes obéeses présentent des taux de PYYs.3s endogeénes plus faibles

alors que leurs prises alimentaires est augmentée (Batterham, 2003).

1.3.2.2. Polypeptide pancréatique (PP)

Le polypeptide pancréatique (PP) est un peptide de 36 aa appartenant a la famille des peptides « PP-
fold ». Il est libéré sous contréle vagal en période post-prandiale par les cellules F au niveau des ilots
pancréatiques de Langerhans (Schwartz et al. 1978), (Khandekar et al. 2015). Ce polypeptide a été
retrouvé en plus grande concentration chez les patients anorexiques (Fujimoto et al. 1997), (Uhe et al.
1992) par rapport aux sujets obeses (Zipf et al. 1981), (Glaser et al. 1988). De ces observations est né
I'intérét d’étudier son role dans le comportement alimentaire. Cependant, le mode d’action de PP sur
les mécanismes de |'appétit reste encore assez controversé. En effet, une administration périphérique
de PP diminue la consommation de nourriture chez le Chien (Akerberg et al. 2010) et chez 'Humain
(R. L. Batterham et al. 2003), (Akihiro Asakawa et al. 2003) ; les effets peuvent persister durant 24h
apres la perfusion (R. L. Batterham et al. 2003). A contrario, I'administration centrale de PP stimule la

prise de nourriture (Clark et al. 1984).

1.3.2.3. Glucagon-like peptide 1 (GLP-1)

Le pro-glucagon est une pro-hormone de 160 aa produite dans les cellules a des flots pancréatiques,
les cellules L de I'intestin distal et dans le SNC. La protéolyse sélective post-traductionnelle du pro-
glucagon par les pro-hormones convertases 1 et 2 entraine la production d'un certain nombre de
fragments biologiquement actifs : les deux formes de GLP-1 synthétisées sont les amides GLP-1,.3; et
GLP-11.36. Un clivage supplémentaire produit les fragments amides bioactifs GLP-17.3; et GLP-1 7.36. La
principale forme bioactive en circulation du GLP-1 est la forme tronquée GLP-17.3¢ (Orskov et al. 1994).
Elle est rapidement décomposée par la DPP-IV et a une demi-vie de 2 minutes (Kieffer, Mclntosh, and

Pederson 1995).
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Figure 13. Effet du GLP-1 sur la prise alimentaire par une administration ICV

Réduction de prise alimentaire (A) sans ou (B) avec restriction alimentaire chez les rats, 2h aprés avoir regu
une injection ICV de GLP-1 ou de solution saline a 0,9% au début de la phase nocturne.
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Les différentes formes de GLP-1 sont libérés dans la circulation en période post-prandiale par les
cellules L entéro-endocrines proportionnellement aux calories ingérées (Ghatei et al. 1983), (Roberge

and Brubaker 1991), (Orskov et al. 1994).

Comme pour le PYY, le premier pic survient avant méme que les nutriments n’aient atteint I'intestin,
témoignant d’une probable stimulation vagale. Le second pic de sécrétion est probablement déclenché
par la libération des acides gras alimentaires dans la lumiére intestinale via I'activation des récepteurs

couplés aux protéines G (Lauffer, lakoubov, and Brubaker 2009), (Hirasawa et al. 2005).

La forme GLP-17.36 a un effet anorexigéne. Des injections ICV répétées ou unique de GLP-1;.35 chez le
Rat ont entrainé une diminution de la prise alimentaire et du poids corporel (Turton et al. 1996),
(Meeran et al. 1999) ( ). Des effets similaires ont été observés apres des injections IV de

GLP-1;.36 chez des individus maigres ou en surpoids (Verdich et al. 2001).

1.3.2.4. Oxyntomoduline (OXM)

L’oxyntomoduline (OXM) est un peptide de 37 aa issu, comme le GLP-1, du clivage post-traductionnel
du pro-glucagon dans les cellules intestinales (Dubrasquet, Bataille, and Gespach 1982). Son réle est
de contréler négativement la sécrétion d’acide par les glandes oxyntiques de I'estomac (Dubrasquet,
Bataille, and Gespach 1982). Comme le PYY et le GLP-1, 'OXM est libérée par les cellules L en réponse
a l'ingestion d'aliments et proportionnellement a I'apport calorique. Elle atteint sa concentration

maximale 30min apres I'ingestion d’aliments (Le Quellec et al. 1992).

Des études ont montré que des injections d'OXM ICV, en IP chez le Rongeur (C. L. Dakin et al. 2001 ;
Catherine L. Dakin et al. 2004) ou par IV ou sous-cutanée (SC) chez I’'Humain sain (Cohen et al. 2003)
ou obeése (Wynne et al. 2006) respectivement, réduisaient la consommation d'aliments et

augmentaient la dépense énergétique.

Par ailleurs, I'effet anorexigene de I'OXM est supprimé chez les souris GLP-1-R-null (récepteur GLP-1-

R inactivé) (Baggio et al. 2004) suggérant que les effets de 'OXM sont médiés par le GLP-1-R.

Cependant, I'OXM a une affinité pour le GLP-1-R 50 fois plus faible que celle du GLP-1 et réduit
pourtant la consommation alimentaire similairement (C. L. Dakin et al. 2001) ce qui suggére qu’elle

puisse également agir sur un autre récepteur non identifié (Maida et al. 2008), (Scott et al. 2018).

1.3.2.5. Cholescystokinine (CCK)

La cholescystokinine (CCK) est un peptide de 33 aa identifié dans I'intestin du porc et initialement

appelé « pancréozymine », en référence a son role stimulateur sur les enzymes pancréatiques et sur



la contraction de la vésicule biliaire (Ilvy and Oldberg 1928), (Harper and Raper 1943), (Sayegh 2013).
Découverte en 1973, cette hormone intestinale est également capable de diminuer la prise alimentaire
et la taille des repas chez le Rat (Gibbs, Young, and Smith 1973) et chez 'Homme (Liddle et al. 1985).
C'est une hormone libérée en période post-prandiale par les cellules | endocriniennes de I'intestin
gréle (Polak et al. 1975) mais, qui est également exprimée au niveau central (Larsson and Rehfeld
1979). Différentes formes de CCK ont été détectées depuis sa découverte : CCK-5, -7, -8, -18, -22, -25,
-33, -39, -58. Parmi elles, seules la CCK-8 et la CCK-58 ont été observées au sein du SNC (Sayegh 2013).
Ces deux formes peuvent réduire la prise alimentaire aprés une injection IP chez le Rat (Goebel-Stengel

et al. 2012).

L’action anorexigene de la CCK est dépendante de deux sous-types de récepteurs spécifiques : CCK-A
et CCK-B. Le récepteur CCK-A est principalement exprimé dans le tractus gastro-intestinal, le foie, le
pancréas, et les afférences vagales (Sayegh 2013) tandis que le récepteur CCK-B est prédominant dans
le SNC (Hill et al. 1987). Le peptide se fixe sur ces récepteurs et active les cellules du nerf vagal (Corp
et al. 1993) ce qui permet un transfert des signaux a I’hypothalamus vers le NTS et donc une réduction
de la consommation de nourriture. L'effet satiétogéne de CCK étant inhibé suite a une vagotomie
abdominale ou gastrique (G. P. Smith et al. 1981) ceci confirme que les afférences vagales sont la voie

prédominante de I’action de CCK.

1.3.2.6. Amyline

L'amyline est un peptide de 37 aa également appelé « polypeptide d’ilots amyloide ». Ce peptide est
co-localisé et co-sécrété avec l'insuline par les cellules B du pancréas (Westermark et al. 1986).
L'amyline semble diminuer I'apport alimentaire (Bhavsar, Watkins, and Young 1998), (Rushing et al.
2001) par la présence de récepteurs spécifiques localisés dans différentes zones du cerveau (Beaumont
et al. 1993) mais aussi par des sites cérébraux dépourvus de barriere hémato-encéphalique, ce qui
permet un acces direct a I'amyline circulante. Ce peptide agit aussi indirectement en ralentissant la
vidange gastrique (Young et al. 1995). Elle semble également participer au contréle physiologique de
I’entrée des nutriments dans I'intestin gréle et ainsi avoir des effets inhibiteurs sur la sécrétion de

glucagon (Gedulin, Rink, and Young 1997).

L

L’ensemble de signaux présentés précédemment sont des signaux dits a « courts-termes » car ils sont
directement liés a la prise alimentaire et a sa durée. Mais un systéme de rétrocontrdle assurant la

régulation de la prise alimentaire a long terme existe. Ce dernier met en avant |’existence de facteurs
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Figure 14. Mécanisme d’action de la leptine.

La leptine agit pour maintenir des réserves de graisse constantes. Une perte d’adiposité (restriction alimentaire)
entraine une diminution de la leptine, ce qui conduit a une diminution de I’action du NPY et des réponses
métaboliques et endocriniennes anorexigénes. Inversement, une augmentation de l'adiposité entraine une
augmentation des niveaux de leptine avec une diminution des neurones a POMC et une perte d’appétit.

Illustration inspirée de la publication de Halaas et al., 1997

NPY : Neuropeptide Y; Hormone, POMC : Pro-opiomélanocortine; a-MSH : a-melanin-concentrating hormone



présents dans la circulation sanguine qui refletent les réserves énergétiques du tissu adipeux afin de

générer une réponse adaptée de I’hypothalamus : c’est le cas de la leptine et de I'insuline.

1.3.2.7. Leptine

Les expériences de parabiose de Hervey sur des rats rendus obeses par des lésions de VMH et celles
menées par Coleman sur des souris génétiquement obéses (ob/ob) ont mis en évidence la
surproduction d’un facteur qui réduit I'apport alimentaire (Hervey 1959), (Coleman 1973). Mais c’est
seulement en 1994 que Zhang et ses collaborateurs ont identifié chez ces souris ob/ob, une mutation
sur un gene codant pour la leptine, un peptide de 167 aa qui est exprimé majoritairement dans les

cellules adipeuses (Y. Zhang et al. 1994).

L’administration de leptine a réduit I"apport alimentaire et le poids corporel chez les souris ob/ob
(Campfield et al. 1995) en augmentant I'activité neuronale des neurones a POMC/CART et en
diminuant celles des neurones NPY/AgRP (Sahu 2003) via des récepteurs spécifiques (LepR) (H. Chen
et al. 1996), (Hakansson et al. 1998), (Balthasar et al. 2004). Par conséquent, en agissant sur les
populations clés de la régulation de I'appétit, la leptine impliquait également la sécrétion de nombreux

neurotransmetteurs anorexigénes ( ).

De ce fait, son utilisation comme traitement de I'obésité a été rapidement envisagée, méme si elle
s’est rapidement avérée inefficace chez les individus obéses qui développent une résistance a la
leptine. Cette « leptino-résistance » est expliquée par plusieurs mécanismes sous-jacents : un mauvais
transport de la leptine a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Caro et al. 1996), (Van Heek
et al. 1997) et des défauts dans la transduction du signal de LepR (X. Zhang et al. 2008), (Minzberg,
Flier, and Bjgrbaek 2004).

Plus récemment, un nouveau mécanisme de passage de la leptine au niveau du cerveau a été décrit
(Balland et al. 2014). Selon les auteurs, les tanycytes, des cellules qui s’étendent dans I’hypothalamus
ont la capacité de capturer la leptine circulante et ainsi d’activer une voie de signalisation spécifique
[Extracellular singal-regulated kinases (ERK)], qui permettrait la libération de la leptine dans le liquide
céphalorachidien. Dans des cas pathologiques tels que I'obésité, les chercheurs ont constaté que les
tanycytes n’étaient plus capables de libérer la leptine inhibant ainsi son action sur son récepteur
(Balland et al. 2014). Ces découvertes ouvrent de nouvelles perspectives sur les mécanismes d’actions

de la leptine et son éventuelle utilisation dans le traitement de I'obésité.
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Figure 15. Mécanisme d’action de I'insuline sur la régulation du glucose via le transporteur GLUT 4

(A) Quand la concentration d’insuline est faible, le transporteur insulino-dépendant spécifique du glucose :
GLUT 4 est localisé dans des vésicules de stockage des cellules.

(B) Quand le niveau de glucose circulant est élevé, I'insuline est libérée en plus grande concentration ce qui
augmente la synthese de GLUT 4 et leurs translocations des compartiments endosomiques vers la
membrane plasmique.

Lorsqu’ils sont stimulés ces récepteurs génerent une cascade de signaux qui active les voies de transports et

d’absorptions du glucose par voie passive.

Illustration inspirée de Benjamin Cumming, Pearson Education, figure 22-12

GLUT 4 : transporteur de glucose 4



1.3.2.8. Insuline

L'insuline est une hormone protéique rapidement sécrétée par les cellules B des flots de Langerhans
du pancréas en réponse a I’élévation de la glycémie (Sonksen and Sonksen 2000). Sa découverte en
1922 a marqué une avancée majeure dans la compréhension et le traitement du diabéte insulinoprive

(Banting et al. 1922).

Comme la leptine, I'insuline est considérée comme un marqueur de |'adiposité, dont les mécanismes
d’actions sont gluco-dépendants. En condition d’hyperglycémie, I'insuline est libérée en plus grande

quantité afin d’activer les voies d’absorptions du glucose ( ).

Une technique d’autoradiographie in vitro a permis de montrer que les récepteurs a l'insuline, les IRS
sont exprimés dans des noyaux hypothalamiques connus pour étre impliqués dans la régulation de
I'alimentation tels que I'ARC, le DMH et le PVN (Corp et al. 1986). Similairement a la leptine, la fixation
de l'insuline sur ces récepteurs génére |'activation des neurones a POMC et inactive les neurones a
NPY/AgRP permettant de générer un effet anorexigéne. L’augmentation de la prise alimentaire et du
développement d’une obésité chez des souris knock-out pour I'IRS dans le SNC confirme le role de
I'insuline dans la régulation énergétique (Briining et al. 2000). De méme, des injections intra-
hypothalamiques d’insuline dans le VMH a induit un effet anorexigene (McGowan, Andrews, and
Grossman 1992). Des modeles délétés du gene de l'insuline ont induit une diminution du poids
corporel et de la masse grasse confirmant que la signalisation de l'insuline dans les adipocytes est

essentielle au développement de I'obésité (Bliiher et al. 2002).
dededk

La sécrétion de I’'ensemble de ces signaux périphériques peut également dépendre du type d’aliment

ingéré et de sa composition qui ont des effets spécifiques sur les mécanismes de I'appétit.



CHAPITRE 2

Implication de I'alimentation sur les
mécanismes de |'appétit
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Figure 16. Comparaison des scores de satiété de plusieurs aliments

Scores de satiété (moyenne +/- SEM) de chaque aliment testé. Le pain blanc est considéré comme I'aliment de
référence avec un score de satiété de 100%.

Illustration issue de la publication de Holt et al., 1995.



Chaque groupe de macronutriments (glucides, protéines, lipides) représente une source d’énergie
différente. Depuis le début des années 2000, de nombreuses études ont cherché a élucider les
mécanismes par lesquels la prise alimentaire déclenche une cascade de signaux neuronaux et
hormonaux provenant de la périphérie et interagissant avec le SNC pour induire les sensations de

satiété ou de rassasiement.

La composition en macronutriments de I'alimentation a aussi un réle important dans le contréle de la
prise alimentaire et du poids (Bellissimo and Akhavan 2015). En effet, I’hypothalamus intégre un
systéme de rétroaction trés sensible qui répond a la composition en macronutriments de
I"alimentation par la libération d’hormones. Pour cette raison, et pour une meilleure compréhension
des effets de la composition en macronutriments, Holt et al ont proposé des scores de satiété pour

chaque groupe d’aliments ( ) (Holt et al. 1995).

Les protéines sont capables de favoriser la satiété plus fortement que les glucides et les lipides a court
terme (Poppitt, McCormack, and Buffenstein 1998), (Anderson et al. 2004), (Blom et al. 2006) mais
aussi a long terme (Marmonier, Chapelot, and Louis-Sylvestre 2000) ce qui contribue au maintien du
poids corporel (Lejeune et al. 2006), (Pesta and Samuel 2014). Un régime de 27 semaines
hyperprotéiné (25%) par exemple, a induit une perte de poids et de graisses chez I'Homme (Skov et al.
1999). De nombreuses autres études ont confirmé les effets satiétogénes des protéines (Baba et al.
1999), (Layman et al. 2003), (Halton and Hu 2004) par rapport aux glucides (Skov et al. 1999), (McAuley
et al. 2006) ou aux lipides (Due et al. 2004), (McAuley et al. 2005).

Cependant, I'effet des protéines alimentaires sur la satiété et sur la prise alimentaire dépend aussi de
la source des protéines, de leurs caractéristiques de digestion et d’absorption et de leurs compositions
en acides aminés. Des protéines rapidement digérées et absorbées telles que lactosérum (Pal et al.
2014) et le soja (Tang et al. 2009) suppriment davantage la prise alimentaire que la caséine (Boirie et
al. 1997) ou encore I'albumine (Anderson et al. 2004). Les protéines animales (notamment porcine)
entrainent quant a elles, une dépense énergétique supérieure a celle des protéines végétales (soja)

(Mikkelsen, Toubro, and Astrup 2000).



Cette différence de dépense énergétique, nommée « thermogeneése alimentaire » est différente selon
la nature des macronutriments consommeés : elle est de 20-30%, pour les protéines, de 5-10% pour les
glucides et 0-3% pour les lipides (Tappy 1996). Les protéines auraient donc la capacité de stimuler
davantage la thermogenese que les autres macronutriments (Raben et al. 2003), ce qui permet
d’expliquer en partie le mécanisme par lequel les protéines alimentaires favorisent la perte de poids

(Westerterp-Plantenga et al. 2004).

Par ailleurs, les profils de réponses hormonales médiant la satiété sont spécifiques du macronutriment
ingéré : un petit-déjeuner riche en protéine diminue les concentrations de ghréline post-prandiales
alors gu’il augmente celles de la CCK, du PYY et du GLP-1 (Blom et al. 2006) de fagon plus marquée
gu’un repas riche en glucides et lipides (Tannous dit El Khoury et al. 2006). Mais ces réponses

dépendent également du type de protéines ingérés (Hall et al. 2003) (Nakamura et al. 2011).

Les carbohydrates constituent la principale source d’énergie en macronutriments et représentent en
moyenne entre 45 et 60% de I'apport énergétique total (Asp 1994). Méme si l'organisme a une capacité
de stockage des glucides limitée, le SNC nécessite pour son bon fonctionnement un apport constant
de glucose. Ce dernier est reconnu par des gluco-récepteurs présents aux niveaux des noyaux de 2™
ordre, qui sont sensibles aux changements de concentrations de glycémie (Mayer 1953). Ces variations
glycémiques ont été I'origine de la « théorie gluco-statique », consistant a dire que I’hypoglycémie
serait a I'origine de la prise alimentaire. Mais cette théorie n’explique que partiellement la complexité

du déclenchement de la prise alimentaire.

Les fibres alimentaires, les sucres (mono et di-saccharides : glucose, fructose, galactose, saccharose,
maltose, lactose) et les amidons constituent les 3 principales catégories de glucides alimentaires. Leurs
caractéristiques de digestibilité distinctes leurs conférent des réponses physiologiques spécifiques. Les
sucres et 'amidon influencent la satiété et la prise alimentaire a court terme (Woodend and Anderson
2001), (Anderson and Woodend 2003), (Akhavan and Anderson 2007) en agissant sur la glycémie et

sur la réponse a I'insuline (Mayer 1996).

Cependant, I'effet des glucides sur la prise alimentaire dépend également de leurs index glycémiques :
I'ingestion de glucides a haut index glycémique induit un effet sur la prise alimentaire d’'une durée de
I'ordre de 1 a 2h contrairement aux glucides a faible index glycémique qui sont digérés plus lentement

et qui générent un effet satiétogene d’une plus longue durée (de 2 a 6h).



La famille des lipides comprend les triglycérides (TG), les phospholipides (PL) et les stérols. Les TG sont
les lipides les plus communs trouvés dans les aliments avec les PL. lls se différencient par rapport a
leurs longueurs de chaine, leurs degrés de saturation (saturés, mono-insaturés ou polyinsaturés

Oméga 3, 6 et 9) et leurs conformations (cis, trans).

Les régimes riches en graisses sont généralement associés a une augmentation de I'adiposité et du
poids corporel (Hariri and Thibault 2010), (Speakman 2019). Toutefois, certains régimes riche en gras
peuvent induire une perte de poids (Risérus, Berglund, and Vessby 2001), (Burns et al. 2002), (Rebello
et al. 2012). C’est le cas par exemple des régimes cétogeénes, qui sont constitués d’environ 5% de
glucides et 75% de lipides. Dans ce cas, les réserves glucidiques étant limitées, I'organisme va puiser
son énergie dans les réserves lipidiques ce qui va entrainer une perte de poids. Par ailleurs, un régime
hypocalorique et faible en énergie semble plus bénéfique sur le maintien du poids et les facteurs de
risque cardiovasculaires qu’un régime dépourvu de graisse (Azadbakht et al. 2007). Une meilleure

connaissance des aliments gras est donc nécessaire (Azadbakht et al. 2007).

Les études concernant l'effet des lipides sur |'appétit divergent : chez certains individus la
consommation d’aliment riche en graisses est associée a une surconsommation de ces aliments liée a
leurs fortes densités énergétiques ce qui entraine une obésité (Blundell and MacDiarmid 1997) — alors
gue d’autres seront résistants a I'obésité induite par le régime riche en gras (Blundell et al. 2005).

Ainsi, la qualité du produit riche en graisse consommeée a son importance. Certaines sont considérées
comme de « bonnes » graisses, c’est le cas des acides gras dits « insaturés » parmilesquels on retrouve
les Oméga 3, 6 et 9. D’autres sont considérés comme « mauvaises » tels que les graisses saturées
(d’origine animale) ou les acides gras trans (modifiés par les procédés industriels) qui favorisent

I"accumulation de graisses dans I'organisme.

La consommation d’un repas composé de graisses saturées génére beaucoup plus d'énergie (Lawton
et al. 2000) et induit une obésité plus rapide chez le Rat (Dziedzic et al. 2007) que la méme charge
calorique sous forme de graisses mono- ou polyinsaturées. Une autre étude quant a elle, a montré que
les TG a chaines longues augmentent la sécrétion de CCK et le PYY (French et al. 2000). Une expression
différentielle des peptides régulant I'appétit suite a I'ingestion de lipides de différents degrés de
saturation explique leurs influences spécifiques sur les mécanismes de I'appétit (Dziedzic et al. 2007),

(Carreiro et al. 2016).
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Figure 17. lllustration des récepteurs gastro-intestinaux spécifiques des nutriments

Les macronutriments sont décomposés par des enzymes endogenes et bactériennes dans l'intestin, produisant des
métabolites pouvant étre détectés par les récepteurs couplés aux protéines G. Cette activation conduit a la
sécrétion d’hormones régulant I'appétit (GLP-1, PYY, GIP, CCK, ghréline) par les cellules entéro-endocrines.

LCFA : Long chain fatty acids; MAG : 2-monoacylglycerols; SCFA : Short chain fatty acids; GPRC6A : G protein-coupled receptor family C group 6
member A; TR1R/T1R3 : amino acid sensing heterodimer taste receptor type 1 member 1/taste receptor type 1 member 3; BOAT1 : neutral amino
acid transporter; CaSR : calcium sensing receptor; GPR93 : G protein-coupled receptor 93; PEPT-1 : peptide transporter 1; FFARL, 2, 3, 4 : free
fatty acid receptor 1, 2, 3, 4; GPR119 : G protein-coupled receptor 119; SGLT-1 : sodium-dependant glucose co-transporter 1; GLUT-2 : glucose
transporter 2; TIR2/T1R3 : sweet taste receptor type 1 member 3/ taste receptor type 1 member 3; GLUT-5 : free fatty acid receptor; CCK :
cholécystokinine; GLP-1 : glucagon-like peptide 1; PYY : peptide YY; OXM : oxyntomodulin; GIP : Gastric inhibitory polypeptide

Illustration issue de Norton et al., 2017




Le tractus gastro-intestinal est considéré a I'heure actuelle comme le plus grand organe endocrinien
du corps, sécrétant par ses cellules entéroendocrines plus d’une douzaine de peptides bien
caractérisés pour leurs actions sur I'appétit et la satiété (Frank Reimann, Tolhurst, and Gribble 2012).
Ces hormones de satiété sont sécrétées par des cellules endocrines dont les microvillosités apicales
sont en contact avec le contenu luminal qui contiennent des récepteurs qui interprétent les signaux
nutritionnels traversant le tractus digestif. Ces récepteurs de nutriments sont situés sur les cellules |
(sécrétion de CCK) proximales et les cellules L (sécrétion de GLP-1 et PYY) principalement situées sur
I'intestin gréle distal et le colon (David E. Cummings and Overduin 2007), (Carreiro et al. 2016). Comme

énoncé précédemment, les cellules P/D1 sont présentes dans I'estomac et sécrétent la ghréline.

La majorité des récepteurs qui détectent les nutriments appartiennent a la famille des récepteurs
couplés au protéines G (GPCR) (Engelstoft et al. 2008) dont chacun d’entre eux détecte un type
d’aliment spécifique ( ). Aprés activation de ces récepteurs, la nature du peptide sécrété va

dépendre du type de nutriment détecté.

Concernant les glucides, les cellules du go(it ont un réle important car elles sont capables d’exprimer
des le début du tractus digestif le GLP-1, permettant la transmission précoce du signal du go(t sucré
(Takai et al. 2015), (Dotson, Geraedts, and Munger 2013). Son effet est d’autant plus important qu’au
niveau intestinal car il n’est pas dégradé par la DPP-IV. Mais ces récepteurs du go(t sucré (T1IR2/T1R3)
ont aussi été identifiés dans le tractus gastro-intestinal et leurs implications dans la sécrétion de PYY
et de GLP-1 ont été confirmées (Steinert et al. 2011). Plus précisément, le glucose stimule la libération
de GLP-1 via le récepteur SGLT1 (Kuhre et al. 2015) et le récepteur GLUT2 (Zheng et al. 2012), (Cani et
al. 2007).

Les données concernant |'effet des protéines sur la libération de peptides intestinaux sont moins
concordantes, sans doute en raison des différences de quantité et de la qualité de protéine ingérée
(Charlton et al. 2011), (Diepvens, Haberer, and Westerterp-Plantenga 2008). En effet, plusieurs études
ont montré qu’un régime riche en protéine augmentait la sécrétion de GLP-1, de PYY et de glucagon
mais n’avait pas d’effet sur la libération du GIP (Gastric inhibitory polypeptide), la CCK et la ghréline
(Belza et al. 2013), (Bendtsen et al. 2013), (Rachel L. Batterham et al. 2006), (Lejeune et al. 2006), (van
der Klaauw et al. 2013) en comparaison a d’autres études (Blom et al. 2006), (Brennan et al. 2012). En
outre, il a été démontré que les acides aminés stimulaient la sécrétion de GLP-1 (F. Reimann et al.
2004), (Diakogiannaki et al. 2013) et la CCK (Yu Wang et al. 2011), (Liou et al. 2011) via le récepteur

CasR (GPR142), un récepteur spécifique des acides aminés aromatiques et des oligopeptides. D’autres



récepteurs tels que le TIR1/T1R3 ont stimulé la libération de la CCK en réponse a I'administration
d’acides aminés L (plus particulierement : la Phe, la Leu et la Glu) in vitro sur une culture de cellules
STC-1 entéroendocrines de souris (Daly et al. 2013). Le récepteur GPRC6C lui, a stimulé la sécrétion de
GLP-1 par les cellules GLUTag, un modele in vitro de cellules L intestinales aprés une induction avec

des acides aminés L (Oya et al. 2013).

Certains produits intermédiaires de digestion des protéines tels que les peptones stimulent la
libération de CCK (Psichas et al. 2015). L’activation du récepteur GPT93 par des hydrolysats de

protéines entrainent la transcription et la libération de CCK (Choi et al. 2007).

Par des récepteurs présents au niveau de la cavité buccale, les graisses stimulent la libération de la
ghréline (Heath et al. 2004) mais aussi de PYY, de GLP-1 et de la CCK (Carreiro et al. 2016). Ces peptides
sont également libérés par la détection des acides gras a chaine moyenne et longue dans l'intestin
gréle de maniere dose-dépendante (Little et al. 2007), (Sankoda et al. 2017), (Hauge et al. 2017),
(Engelstoft et al. 2013). Certaines études montrent que les effets des acides gras sur la libération de
peptides dans l'intestin répondent proportionnellement a la longueur de la chaine de l'acide
gras (Feltrin et al. 2004). De plus, bien qu’ils ne résultent pas de I'apport en graisse lors d’un repas,
mais du microbiote, les short-chain fatty acids (SFCA) : le propionate, le butyrate et I'acétate stimulent
également la sécrétion de peptides intestinaux (PYY, leptine) via les récepteurs FFAR2 et FFAR3
colocalisés sur les cellules L (Darzi, Frost, and Robertson 2011). Les acides gras a longues chaines

(LCFA), quant a eux activent les récepteurs FFAR1 et FFAR2 (Hirasawa et al. 2005)

Ces derniers éléments mettent en évidence le role du microbiote dans les mécanismes de régulation

de 'appétit.



CHAPITRE 3

R6le du microbiote intestinal dans les troubles
du comportement alimentaire
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Figure 18. Evolution de la répartition des principaux types de trouble du comportement alimentaire
selon I'évolution de la classification DSM.

La proportion visuelle n'est qu'indicative.

Issu de la publication de Galmiche et al., 2019.

AN (Anorexia nervosa) : Anorexie mentale; BED (Binge-eating disorders) : hyperphagie boulimique; BN (Boulimia nervosa) : boulimie nerveuse;
DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) : Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux; EDNOS (eating
disorders not otherwise specified) : troubles de I'alimentation non spécifiés ailleurs; NES (night eating syndrome) : syndrome alimentaire
nocturne; UFED (Unspecified feeding or eating disorders) : troubles de I'alimentation sans précision.



Les TCA sont des pathologies donc la prévalence ne cesse d’évoluer depuis plusieurs années, mais dont
les mécanismes physiopathologies sont encore tres peu connus. Les TCA sont classifiés et définis selon
le Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM) par « une perturbation persistante
du comportement alimentaire ou lié au comportement alimentaire qui entraine une modification
de la consommation ou de I'absorption d’aliments et qui altere considérablement la santé physique

ou le fonctionnement psychologique » (DSM-5 2013).

D’autres classifications existent afin de caractériser ces TCA comme |'International Classification of
Diseases and Related Health Problems (ICD), mais la classification la plus largement utilisée aujourd’hui
reste le DSM (DSM-5 2013). Cet ouvrage publié pour la premiére fois en 1952 (DSM-I) par I’Association
américaine de psychiatrie est un outil de référence décrivant et classifiant les troubles mentaux. Il a
été plusieurs fois révisé afin de prendre en compte I'ensemble des parameétres essentiels a la

caractérisation des pathologies psychiatriques. La derniere version, le DSM-5, a été publié en mai 2013

( )-

La classification du DSM-5 décrit trois TCA typiques : I'anorexie mentale (AN), la boulimie nerveuse

(BN) et I’hyperphagie boulimique (BED) (DSM-5 2013).

Cette classification caractérise également d’autres troubles liés a I'alimentation qui ne répondent pas
aux critéres de diagnostic de formes typiques ou atypiques d’AN, BN ou BED et sont regroupés sous
I'intitulé Other specified feeding or eating disorders (OSFED) et comprennent des pathologies tels que :
le pica (caractérisé par I'ingestion de substances non nutritives et non comestibles), le mérycisme
(caractérisé par des régurgitations et remastications des aliments), les troubles

d’évitements/restrictions alimentaires.

Néanmoins, dans ce manuscri, pour une raison de clarté, il ne sera abordé que les cas les plus formes

typiques d”’AN, de BN et de BED.
[11.1.1. Anorexie mentale (AN)

L’AN est un trouble du comportement alimentaire caractérisé par trois critéres bien précis tels que :

= « Une peur intense de prendre du poids ou de grossir, ou un comportement persistant qui
nuit a la prise de poids, méme avec un poids tres faible » ;

= « Un poids corporel trés bas » d a une limitation des apports alimentaires et énergétiques ;



= « Une perturbation de la perception du poids ou de la forme du corps »

Cependant dans certains cas, I’AN peut étre associée a des épisodes « de frénésie alimentaire » ou
d’hyperphagies, caractérisés par une ingestion massive d’aliments suivie de phénomenes de « purge »
(vomissements spontanés ou utilisation abusive de laxatifs, de diurétiques et/ou de lavements). La
présence de ces épisodes d’hyperphagies au cours des trois derniers mois distingue une anorexie dit

« de type restrictif » d’une anorexie « mixte ».

La sévérité de cette pathologie est basée chez I’adulte sur les valeurs de I'lMC qui correspond au poids
en kilogrammes divisé par le carré de la taille exprimée en métres (kg/m?). Pour les enfants et les
adolescents, c’est le centile de I'lMC qui est utilisé.

Ces niveaux sont classés selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS) selon la valeur d’IMC
calculée : doux: IMC >17 kg/m?, modéré : IMC: 16-16,99 kg/m?, sévére : IMC: 15-15,99 kg/m?,
extréme : IMC <15 kg/m?2.

La dénutrition causée par la restriction alimentaire ainsi que I'ensemble des comportements
compensatoires, peuvent avoir d'importantes conséquences cliniques pouvant aller jusqu’a étre un
risque vital.

Les principaux symptomes observés chez les personnes atteintes d’AN peuvent étre : une aménorrhée,
des troubles digestifs, une léthargie, une fatigue, une intolérance au froid ou encore des arythmies
cardiaques, des déficits cognitifs, un dysfonctionnement rénal ou encore une ostéoporose. La plupart
des perturbations physiques sont réversibles aprés une réhabilitation nutritionnelle mais certaines,
notamment la perte de densité minérale osseuse, parfois incomplétement.

De plus, ces patients présentent également des symptomes psychologiques tels qu’'un comportement
dépressif, une anxiété, des addictions, un retrait social, une irritabilité etc. qui contribuent a une forte

altération de la qualité de vie et une perte d’espérance de vie.
[11.1.2. Boulimie nerveuse (BN)

La BN est un TCA caractérisé par une consommation excessive (une quantité de nourriture nettement
supérieure a celle que la plupart des individus mangeraient dans une période de temps et dans des
circonstances similaires) ou compulsive de nourriture (binge-eating) qui est associée a des
comportements compensatoires inappropriés récurrents afin d'empécher la prise de poids
(vomissements, prise de laxatifs, diurétique, activité physique excessif). Cette séquence

compulsion/purge définit la crise boulimique.

Les personnes atteintes de BN ont généralement un IMC normal ou légérement excessif et dissimulent

leurs crises d’hyperphagies ce qui rend le diagnostic difficile.
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Figure 19. Interactions entre les différents troubles du comportement alimentaire

Traduit de la publication de Guillaume et al., 2015

BED (Binge-eating disorders) : hyperphagie boulimique



Le niveau de sévérité de cette pathologie est défini sur le nombre d’épisodes de comportements
compensatoires par semaine : légére: 1 a 3 épisodes ; modéré: 4 a 7 épisodes ; sévere: 8 a 13

épisodes ; extréme : 214 épisodes.

Hormis la dénutrition, les personnes atteintes de BN présentent des complications physiques
comparables a celles de I'AN purgative : cardiaques, rénales, digestives, dentaires et osseuses. Les
comorbidités psychiatriques sont souvent plus séveres que dans I’AN, en particulier les addictions et

les risques de suicide.
[11.1.3. Hyperphagie compulsive (BED)

Le BED est un trouble caractérisé par une consommation excessive ou compulsive de nourriture, mais
contrairement a la BN, il n’est pas accompagné de comportements compensatoires. L'IMC est donc

élevé.
Les épisodes d'hyperphagies boulimiques sont associés a plusieurs facteurs tels que :

=  Manger beaucoup plus rapidement que la normale ;

= Se nourrir jusqu'a se sentir mal a l'aise ;

= Une ingestion de grandes quantités de nourriture sans avoir physiquement faim ;
= Unisolement pour manger di a une géne de manger en public ;

= Sentiment de dégout, de dépression et de culpabilité aprés un épisode d’hyperphagie.

Les niveaux de gravité de cette pathologie sont définis sur la fréquence des épisodes de consommation
excessive de nourriture par semaine : légere : 1 a 3 épisodes ; modéré : 4 a 7 épisodes ; sévere : 813

épisodes : extréme : 214 épisodes.

Les complications sont celles de I'obésité et des comorbidités psychiatriques associées, similaires a

celles de I’AN et de |la BN.

%k %k %k

Méme si I’AN, la BN et la BED sont des pathologies distinctes, la présentation clinique du TCA peut
évoluer au cours du temps : un méme individu peut passer d’un trouble a un autre, par exemple de
I’AN a la BN, ou méme présenter ces deux troubles en méme temps. Des patients ayant un antécédent
d’AN ou de BN peuvent présenter plusieurs années plus tard un BED les menant a I'obésité. Enfin, les
formes typiques d’AN ou de BN peuvent s’atténuer en formes atypiques de faible intensité. Ces

caractéristiques changeantes rendent d’autant plus difficile le diagnostic des TCA ( ).


https://fr.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
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1. Vous faites-vous vomir lorsque vous avez une sensation de trop plein ?
Etes-vous inquiet(e) d’avoir perdu le contrdle des quantités que vous mangez ?
Avez-vous récemment perdu plus de 6 kg en moins de 3 mois ?

Vous trouvez-vous gros(se) alors méme que les autres disent que vous étes trop mince ?

ok N

Diriez-vous que la nourriture domine votre vie ?

Figure 20. Questionnaire SCOFF pour le dépistage des TCA

Traduit de la publication de Morgan et al., 1999 et validé par Garcia et al., 2010

SCOFF : Sick, Control, One, Fat, Food; TCA : Troubles du comportement alimentaire



[11.1.4. Outils de diagnostiques des TCA

Les TCA, du fait de leurs présentations cliniques variées, et étant parfois dissimulés par les patients, il
est souvent difficile de les diagnostiquer. C’est pourquoi, des outils de dépistages et d’évaluation des
TCA ont été mis en place afin de détecter au mieux leurs présences. Ces outils se présentent

généralement sous la forme de questionnaires.

L'outil de référence pour le dépistage des TCA est le questionnaire Sick, Control, One, Fat, Food
(SCOFF), développé en 1999 (Morgan, Reid, and Lacey 1999), a I'intention des médecins généralistes.
Il est composé de 5 questions, donc une réponse positive vaut 1 point. Si le score final est 22, la

présence d’AN ou de BN peut étre suspectée ( ).

D’autres questionnaires sont utiles pour I'évaluation spécialisée des TCA, comme le questionnaire
« Eating Disorders Inventory » (EDI), qui est un questionnaire qui a été développé en 1984 (Garner,
Olmstead, and Polivy 1983), congu pour étre utilisé dans |'aide au diagnostic clinique et d’évaluer les
attitudes et les comportements liés aux TCA. Révisé une premiere fois en 1991 (EDI-2), il a été de
nouveau révisé en 2004 en préservant les données de I'EDI-2 tout en améliorant les parameétres
psychologiques. Ce test, aujourd’hui appelé EDI-3 (Garner 2004), comprend 91 questions, réparties en
12 points (ascétisme, boulimie, conscience intéroceptive, contréle des impulsions, désir intense de
minceur, inefficacité, insatisfaction corporelle, insécurité social, méfiance interpersonnelle,
perfectionnisme, peur de la maturité, déreglement émotionnel) évaluées sur une échelle de Likert en

6 points allant de « toujours » a « jamais » et notés de 0 a 3.

Les TCA pouvant étre considérés comme des pathologies psychiatriques, ce test est généralement
utilisé en association avec d’autres tests tels que Beck Depression Inventory pour déceler la présence

d’une dépression ou celui d’"Hamilton décelant une anxiété.

D’autres questionnaires sont également mis en place pour les TCA tels que Bulimic Inestigatory test
(BIT), Eating Disorder Examination Questionnaire (EDDQ), Eating Disorder Diagnosis Questionnaire
(EDEQ), Eating Attitudes Test (EAT), Composite International Diagnostic Interview (CIDI), Structured
Clinical Interview for DSM-IV (SCID), Stirling Eating Disorders (SED) mais ils ne seront pas détaillés dans

ce manuscrit.

* k%

En parallele de ces différents TCA, les pathologies qui touchent le plus grand nombre de personnes

restent I'obésité et le surpoids.


https://fr.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5

Selon 'OMS, le surpoids et I'obésité sont définis comme « une accumulation anormale ou excessive
de graisse qui présente un risque pour la santé » (OMS, Organisation mondiale de la Santé 2018a). La
mesure la plus communément utilisée pour estimer le surpoids et I'obésité chez I'adulte est 'lMC. Il a
été estimé qu’un IMC 225 reflétait un surpoids alors qu’un IMC 230 reflétait une obésité. Pour les
enfants, la mesure utilisée est toujours I'lMC mais en rapport avec les courbes de corpulence pour

I'age.

La cause fondamentale de I'obésité et du surpoids vient d’un réel déséquilibre entre les calories
consommeées et dépensées qui est souvent associé a une importante consommation d’aliments a
hautes valeurs caloriques et un manque d’activité physique (Hill, Wyatt, and Peters 2012). Mais les
mécanismes sous-jacents sont plus complexes, prenant en compte que I'obésité et le surpoids peuvent
également étre dus a une prédisposition génétique ou a des facteurs environnementaux (situation
économique, sociale, familiale) et de multiples déreglements du comportement alimentaire (Sheikh et

al. 2017)

Ces pathologies dégradent considérablement la qualité de vie et peuvent avoir de graves
conséquences sur la santé telles qu’une augmentation des risques de maladies cardiovasculaires, un

risque accru d’avoir un diabéte, de I'hypertension artérielle ou certains cancers.

Selon une revue systématique publiée en 2019, les TCA touchent principalement les femmes avec un
pourcentage de 1,4%, 1,9% et 2,8% respectivement pour I’AN, la BN et le BED, contre 0,2%, 0,6% et
1,06% chez les hommes (Galmiche et al. 2019) méme si le sex-ratio (homme : femme) tend a évoluer
depuis quelques années (Hudson et al. 2007). L'analyse de la littérature a mis en évidence une
augmentation de 4,3% de la prévalence des troubles liés a I'alimentation de 2000 a 2018 (Galmiche et
al. 2019). La prévalence de I'ensemble des TCA dans la population frangaise adulte est de 15,8% pour
les femmes et de 8,0% pour les hommes (Andreeva et al. 2019) et de 16,7% dans la tranche d’age des 18-

25 ans (Spillebout et al. 2019).

Quant a I'obésité et le surpoids, a I'échelle mondiale, la prévalence a doublé depuis 1980 (Chooi, Ding,
and Magkos 2019). En effet, en 2016 plus de 1,9 milliard d’adultes (> 18ans) étaient en surpoids et 650
millions étaient obéses. Durant cette méme année, il a été compté 41 millions d’enfants (< 5ans) et
plus de 340 millions d’enfants et d’adolescents (de 5 a 19 ans) en surpoids ou obeses (OMS,

Organisation mondiale de la Santé 2018b). Si ces chiffres continuent d’augmenter, on estime que 38%.
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Figure 21. Composition du microbiote du tractus gastro-intestinal humain
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de la population adulte mondiale sera en surpoids d’ici 2030 (Kelly et al. 2008) alors qu’aux Etats-Unis
ce pourcentage serait déja supérieur a 85% (Youfa Wang et al. 2008). Toutes ces données
épidémiologiques sont alarmantes et nécessitent une amélioration de la connaissance de ces
pathologies. A I'heure actuelle, les études s’intéressent particulierement au microbiote et a son

implication dans la physiopathologie des TCA et de I'obésité.

[11.4.1. Généralités

Majoritairement localisé dans l'intestin gréle et le c6lon, le microbiote intestinal est un écosysteme
complexe composé de 10 microorganismes d’une grande diversité (bactéries, virus, parasites,
champignons, archées). Le nombre de ces microorganismes est estimé a un ratio 1:1 de cellules
humain-bactérie (Sender, Fuchs, and Milo 2016). L’ensemble de ces microorganismes est réparti en 5
phyla dominants du microbiote qui sont les : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria
et depuis plus récemment les Verrucomicrobia avec une représentativité plus importante pour les

Firmicutes (60-80%) et les Bacteriodetes (15-30%), (Cheng et al. 2013).

Des études ont montré que l'intestin était composé d’'un nombre important de microorganismes
( ) et qu’il existait une réelle symbiose entre les bactéries qui y résident dites « bactéries
commensales » et I'organisme. Mais la recherche de nouvelles espéces présentes dans le microbiote
est limitée car actuellement seulement 10% des espéces bactériennes peuvent étre cultivées in vitro.
Néanmoins, une étude nommée Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MétaHIT), lancée en
2008 et coordonnée par I'INRA a eu pour objectif d'identifier I'ensemble des génomes microbiens
intestinaux (métagénome) par séquencage haut débit a partir de 124 selles humaines. Grace a cette
étude, 3,3 millions de genes différents ont pu étre découverts, ce qui a permis de confirmer la richesse

et la diversité de la flore intestinale (“MetaHIT: Metagenomics of the Human Intestinal Tract” 2008).

Par cette composition tres complexe et riche, le microbiote est impliqué dans de nombreux et divers
processus biologiques (digestives, métaboliques, immunitaires et neurologiques). Des études récentes
ont aussi mis en évidence qu’il serait aussi impliqué dans certaines pathologies liées a I'alimentation

notamment pas les métabolites qu’il produit.
[11.4.2. Implication du microbiote intestinal dans les TCA et I'obésité

Depuis plusieurs années, les recherches ne cessent de prouver l'influence de la composition du

microbiote dans la physiopathologie des TCA (Breton, Déchelotte, and Ribet 2019), (Glenny et al. 2017)



Transplantation fécale

Souris mince . R
Souris obése

Souris obése

Figure 22. Transplantation de microbiote fécal chez I’lhumain et la souris

Représentation schématique de la transplantation de microbiote de souris axéniques (animaux sans germes)
colonisées avec du microbiote humain provenant de donneurs de divers phénotypes : (A) obéses, (B) maigres
ou (C) de souris obeses

Adapté de la publication de Shanahan et al., 2017



et de I'obésité (Castaner et al. 2018). En effet, une des premiéres observations a été que le microbiote
de souris génétiquement obéses (ob/ob) comportait une proportion élevée de Firmicutes vs
Bacteroidetes (Ley et al. 2005). Des changements similaires ont été observés au sein du microbiote
fécal de 'Homme (Ley et al. 2006). De plus, un transfert de microbiote fécal humain obese chez des
souris germ-free (dépourvu de microbiote) a entrainé le développement d’une adiposité chez ces
derniéres (Ridaura et al. 2013) ( ). De méme, des interventions cliniques dans le traitement
de I'obésité telles qu’une chirurgie bariatrique ont montré des effets durables dans le maintien de la

composition et des fonctions des communautés microbiennes intestinales (Tremaroli et al. 2015).

Dans un objectif idéaliste de mettre en évidence les bactéries impliquées dans la physiopathologie de
I’AN, des analyses plus spécifiques ont révélé des taux plus élevés de I'archée Methanobrevibacter
smithii (Armougom et al. 2009) ainsi qu’une augmentation de I'expression d’Escherichia coli (E. coli)
(Million et al. 2013) chez les patients atteints d’AN par opposition aux patients obéses et aux sujets
contrdles. Une étude de Kleiman et al. a permis de comparer par séquencage a haut débit du gene
ARN 16S, les especes présentes dans le microbiote intestinal de patients atteints d’AN avant et aprés
une renutrition mettant en avant la modulation de la diversité bactérienne par I'alimentation (Kleiman

et al. 2015).

En effet, des études ont montré que la composition microbienne intestinale est influencée par le type
d’aliments ingérés ou le type de régime suivia court et long terme: par exemple, un régime
alimentaire d’origine animale augmente les microorganismes tolérants a la bile tels que les Bacteroides
et diminue la présence de Firmicutes. Par opposition, un régime alimentaire exclusivement herbivore,
induit un taux de Firmicutes élevé permettant de métaboliser les polysaccharides alimentaires de
plantes (David et al. 2014). Des régimes a long-terme riches en glucides augmentent quant a eux plus
particulierement la présence du genre Prevotella (Wu et al. 2011) alors qu’une alimentation riche en
graisse a tendance a augmenter la proportion de Bacteroidales et de Clostridiales (de La Serre et al.
2010). Ces exemples ne sont qu’une partie des résultats présentés dans la littérature, car de
nombreuses autres études détaillent I'impact des aliments, leurs compositions et/ou de régimes plus

complexes sur la présence d’especes bactériennes spécifiques (Conlon and Bird 2014).

La modulation du microbiote en fonction de I'alimentation est aussi a I'origine de la richesse des
signaux émis par I'ensemble des bactéries qui le constitue (cf Chapitre 1, Partie A, 2.5). Ces signaux ont
des réles pléiotropes et sont capables d’agir sur le métabolisme énergétique, de manipuler la fonction
de la barriére intestinale mais aussi de moduler le systéme immunitaire en influencant la production

d'antigénes par I'h6te.



Taux de a-MSH
réactives avec

leslgG .
Anorexie

Obesité Controles
mentale

sains

.
»
-
.
@ : Ct est masqué
- Phar

a-MSH

-
Ct 3
.

LIAISON
INTERNALISATION

Activation du MC4-R par le
complexe a-MSH/IgG

Figure 23. Modele hypothétique d'activation du MC4-R par le Cl : a-MSH/IgG chez les sujets sains et
obéses ou souffrant d'anorexie mentale.

L’a-MSH se lie aux IgG plasmatiques par son pharmacophore. Ce complexe est appelé « Complexe immuns (Cl) »
est capable de lier et d’activer le MC4-R. Au cours de la liaison, I'a-MSH se dissocie du Cl et son pharmacophore
(Phar) pénétre dans la poche de liaison du MC4-R, ce qui entraine I'activation de son récepteur. Le Cl a-MSH/IgG
est ensuite internalisé avec le MC4-R. Chez les sujets en bonne santé, les IgG se lient principalement aux parties
centrale et N-terminale de I'a-MSH ce qui rend le terminal C-terminal disponible pour I'accouplement de MC4-
R. Cependant, chez les patients obeses, le C-terminal est masqué par les IgG ce qui empéche I'activation du
MC4-R. En revanche, chez les patients atteints d’anorexie mentale, le C-terminal de I'a-MSH n'est pas lié par les
IgG ce qui favorise la reconnaissance des récepteurs.

Issu de la publication de Lucas et al., 2019

Nt : N-terminal; Ct : C-terminal; Pharm : pharmacophore; a-MSH : a-melanocyte stimulating hormone; MCA4-R : Récepteur mélanocortine

de type 4; IgG : immunoglobulines G; Cl : complexe immunitaire



[1l.5. Les anti-neuropeptides, une hypothese physiopathologique

Le concept d’auto-anticorps (auto-Ac) a été suggéré suite a la découverte d’auto-Ac dirigés contre des
neuropeptides dans les troubles de I'alimentation (Fetissov et al. 2002). Son implication dans les
mécanismes de 'appétit a été ensuite suggéré a partir d’une étude in silico mettant en évidence que
plusieurs types de microorganismes (virus, bactéries, champignons) pouvaient contenir des protéines

avec des séquences d’aa identiques aux peptides régulant I'appétit (Fetissov et al. 2008).

Ces découvertes ont suggéré I'hypothése selon laquelle le systeme immunitaire peut intervenir dans
la signalisation peptidergique par le biais d’une production accrue d’auto-Ac dirigés contre des
neuropeptides et étre responsable d’altérations sur les mécanismes de régulation de I'appétit en

agissant sur I’axe microbiote-intestin-cerveau (Fetissov and Hokfelt 2019).

Plusieurs études ont suggéré une association entre la production d’auto-Ac réactifs aux hormones
peptidiques et les symptomes cliniques typiques des troubles de I'alimentation. En effet, a I'aide
d’'immunomarquages effectués dans le cerveau de Rat, Fetissov et ses collaborateurs ont mis en
évidence que les anticorps présents dans le plasma de patients atteints d’AN ou de BN pouvaient se

lier aux mélanotropes et/ou corticotropes dans I’hypophyse du rat (Fetissov et al. 2002).

De méme, ces taux plasmatiques d’auto-Ac anti-a-MSH sont corrélés avec les scores EDI-2 de patients
atteints d’AN et de BN (Fetissov et al. 2005). Un résultat confirmé par une étude montrant que les
concentrations et I'affinité des auto-Ac IgG anti-a-MSH étaient augmentées apres un stress tels qu’une
une restriction alimentaire (Sinno et al. 2009) et chez les individus atteints d’AN et de BN (Lucas et al.
2019). De plus I'injection IP de ces auto-Ac chez le Rat a induit une diminution de la prise alimentaire
et du poids associée a une augmentation dose dépendante de la concentration plasmatique d’a-MSH
(Lucas et al. 2014). Toutes ces données suggérent que les auto-Ac anti-a-MSH peuvent influencer la
consommation de nourriture et le contréle du poids corporel via la modulation de la concentration
plasmatique d’a-MSH (Coquerel et al. 2012). Mais une étude trés récente a mis en évidence que cette
modulation de I'appétit serait médiée par la modulation du signal de transduction du MC4-R : dans le
cas de I'obésité, I'affinité de liaison du complexe a-MSH/IgG diminue alors qu’elle est augmentée chez
les personnes atteintes d’AN ou de BN (Lucas et al. 2019). Cette affinité accrue augmenterait

I'interaction ligand/récepteur et I'activation du MC4-R (Lucas et al. 2019) ( ).
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Figure 24. Modele schématique du role des IgG anti-ghréline sur le contréle de I'appétit dans les
conditions normales et pathologiques.

L'acyl-ghréline est protégée de la des-acylation par les IgG ce qui renforcerait son signal orexigéne au cerveau.
Des modifications de I’affinité des 1gG pour la ghréline chez les patients obeses (augmentation) et chez les
patients atteints d’AN (diminution) pourraient respectivement augmenter et diminuer les effets orexigénes de
la ghréline. De plus, une affinité réduite des IgG pour la des-acyl ghréline pourrait favoriser sa dissociation avec
les complexes immuns et donc inhiber I’action de la ghréline. L'origine des modifications d'affinités des IgG
réactives a la ghréline et a la des-acylghréline est actuellement inconnue mais pourrait potentiellement
dépendre de la stimulation antigénique du microbiote intestinal associée a des modifications nutritionnelles a
long terme de I’AN et de I'obésité.

Issue de la publication de Fetissov et al., 2017

GHS-R1 : Growth hormone secretagogue receptor a; 1gG : immunoglobulines G; AN (Anorexia nervosa) : Anorexie mentale



Mais d’autres études ont montré que le sérum d’humain sain était composé d’auto-Ac réactifs avec
d’autres neuropeptides ou hormones peptidiques impliqués dans la régulation de I'appétit tels que le
NPY, la ghréline, la leptine, PYY, I'a-MSH etc. (Fetissov et al. 2008). Des auto-Ac réatifs avec la ghréline

sont aussi retrouvés chez les personnes obéses (Takagi et al. 2013).

L'impact de ces auto-Ac spécifiques sur la dérégulation des mécanismes de I'appétit a été mis en
évidence notamment par la ghréline, une hormone qui en condition normale a une affinité accrue avec
les IgG plasmatiques qui auraient pour role de la protéger de la dégradation et de préserver son activité
fonctionnelle. Dans le cas de I'obésité, les IgG présentent une meilleure affinité pour la ghréline
(Terashi et al. 2011) et la co-administration de la ghréline avec des auto-Ac IgG provenant d’obéses
stimulent fortement la prise alimentaire chez le Rat (Takagi et al. 2013) prouvant que la liaison entre
auto-Ac et ghréline améliore les effets orexigénes de cette hormone (Fetissov, Lucas, and Legrand
2017) ( ). Par ailleurs, ces mémes injections chez la souris ABA, on permis de prévenir le
développement de I'’AN chez les souris (Legrand et al. 2016) ce qui en fait une utilisation

pharmacologique intéressante dans le traitement de I’AN.

k k¥

La production de ces auto-Ac et leurs affinités avec les peptides régulant I'appétit semble étre
dépendante du microbiote intestinal et des métabolites qu’il produit, qui représentent un des moyens

de signalisation possible entre le microbiote et le reste de I'organisme.

La protéine bactérienne ClpB est une protéine bactérienne qui semble directement impliquée dans le
dialogue microbiote-intestin-cerveau et qui semble contribuée a la régulation de la prise alimentaire

en situation physiologique et pathologique.



CHAPITRE 4

Implication de la protéine ClpB dans la
régulation de la prise alimentaire
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Figure 25. Modéle d'action du systéme DnaK /Dnal /GrpE.

[1] Les protéines DnaK et Dnal se lient simultanément a des sites distincts de chaines polypeptidiques de la
protéine non pliée. [2] La liaison adjacente de Dnal et DnaK stimule I’activité ATPase intrinseque de la DnaK ce
qui conduit a des changements de conformations majeurs. [3] La forme DnaK-ADP a une affinité plus élevée
pour son substrat et est capable de verrouiller les polypeptides non pliés dans son site de liaison au substrat. [4]
Le facteur d'échange de nucléotides GrpE échange ensuite I'ADP avec de I'ATP et déverrouille la Dnak, pour
libérer la protéine.

Issu de la publication de Linke et al., 2003

ATP : Adénosine triphosphate; ADP : Adénosine diphosphate



IV.1.1. Généralités

Afin d’assurer le maintien de I’'homéostasie des protéines qui est essentiel a la survie des cellules et de
I'organisme, ces dernieres doivent présenter une structure tridimensionnelle bien précise. Cependant,
différents stress peuvent modifier les conditions intracellulaires (température, pH etc.) et entrainer
une altération de la structure initiale de ces protéines. Cette modification conformationnelle induit
une perte ou une altération de leurs fonctions potentiellement impliquée dans le développement de

diverses maladies telles que Azheimer, Parkinson (Wyttenbach and Arrigo 2013).

Afin de faire face a ce probleme, les cellules ont mis au point des mécanismes d’adaptations pour
assurer un maintien du protéome au sein de I'organisme — ils sont médiés par |'action des protéines
chaperonnes. Il existe trois principaux systémes de chaperons dépendants de I’ATP : le systeme
DnaK/Dnal/GrpE, le systéme GroEL/ES et le systéme ClpB/Hsp100. Grace a leurs rbles bien définis et

complémentaires ces systémes cooperent afin d’assurer leurs fonctions.

L'action de ces deux premiers systemes consistent a protéger les protéines de I'agrégation et de
générer le repliement de protéines nouvellement synthétisées, leurs conférant une conformation
active et fonctionnelle. Ces systemes peuvent également contribuer a la dégradation sélective des
protéines en excés et/ou endommagées (Sauer et al. 2004). Les chaperons Clp/Hsp100, n’agissent pas
sur le repliement des protéines mais elles ont la capacité de coopérer avec le systeme DnaK pour
récupérer des protéines fonctionnelles a partir d'agrégats, une activité appelée « désagrégation de

protéines ».
IV.1.2. Le systéme DnaK/Dnal/GrpE (Hsp70)

De par ses interactions avec les co-chaperonnes Dnal (Hsp40) et GrpE, la protéine DnaK (Hsp70) forme
une importante machinerie qui interagit avec les substrats protéiques (Flynn et al. 1991) d’'une maniere
ATP dépendante pour empécher I'agrégation et favoriser le repliement des protéines (McCarty et al.
1995). En effet, en réponse a la liaison et a I'hydrolyse de I'ATP induit par la Dnal (Hsp40), DnaK se lie
avec une haute affinité aux substrats protéiques (Han and Christen 2003). Les substrats restent liés a
la DnaK avec une grande affinité jusqu’a que GrpE convertisse son ADP en ATP (Packschies et al. 1997).
Ensuite, la DnaK est immédiatement en mesure de démarrer un nouveau cycle de liaison au substrat

protéique ( ).
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Figure 26. Modele d'action du systéme GroEL/GroES.
Un cycle commence par [1] la liaison d'un polypeptide ( ) a GroEL suivi [2] d'une fixation de GroES (bleu)

produisant un état dans lequel a la fois le polypeptide et GroES sont liés. [3] Une fois que GroES est relargué, il
se produit d’importants mouvements qui transforment la chambre de pliage en forme de déme. Apres quelques
secondes, [4]June hydrolyse de I’ATP se produit, [5] ce qui affaiblit I'assemblage et permet I'entrée de I’ATP dans
I’'anneau. [6] Cela envoie un signal allostérique qui permet une fixation de GroES sur I'autre partie de I’'anneau,
de sorte que GrokES (bleu), le polypeptide ( ) et I'ADP partent. [7] Enfin un nouveau cycle de repliement
commence sur le anneau lié a I'ATP.

Issu de la publication de Linke et al., 2003
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Figure 27. Structure de la protéine ClpB

(A) Domaines conservés de la protéine ClpB d’E. coli. La protéine ClpB est composée d’un domaine N-
terminal (NTD, ), deux domaines de liaison a 'ATP : NBD1, violet; NBD2, bleu) et d’un domaine
d’insertion (CCD, )

(B) Structure protomérique d’'un monomere ClpB.

(C) Représentation de la forme hexamérique de la protéine ClpB constitué de plusieurs monomeres

Issu de la publication de Rosenzweig et al., 2015; Lee et al., 2003

ATP : Adénosine triphosphate; ClpB : Caseinolytic peptidase B



IV.1.3. Le systéme GroEL/ES (Hsp60)

Le systeme GroEL est composé de 14 sous-unités identiques qui forment deux anneaux empilés, qui
subissent alternativement des cycles de liaison a I’ATP et d’hydrolyses responsables de sa liaison aux
protéines. En effet, les substrats protéiques non repliés se lient a une zone hydrophobe sur le bord
intérieur de la cavité de GroEL formant ainsi un complexe avec la chaperonne (Xu, Horwich, and Sigler
1997). Lors de la liaison de ce complexe avec I’ATP, la co-chaperonne GroES se lie au complexe GroEL-
substrat (Nojima et al. 2008), (Miyazaki et al. 2002). Cette liaison permet une rotation des sous-unités
individuelles de la chaperonne de maniére a ce que le substrat soit libéré dans la cavité centrale. Les
actions de GroEL, ATP et GroES exercent sur le substrat des forces mécaniques pouvant entrainer le
déploiement des protéines piégées et mal repliées (Lin, Madan, and Rye 2008). L’hydrolyse de I’ATP
et la liaison d’une nouvelle protéine substrat dans la cavité opposée entrainent la dissociation de GroES

et du substrat (Rye et al. 1997), ( ).
IV.1.4. La protéine de désagrégation ClpB

La protéine chaperonne ClpB, connue également sous le nom de Hsp104 chez les levures et Hps100
chez les plantes appartient a la famille des protéines Clp/Hsp100. Contrairement au systéme GroEL/ES
ou DnaK/Dnal/GrpE, elle a la particularité de ne pas posséder de fonction dans le repliement des
protéines nouvellement synthétisées ni d’activité dans la prise en charge de protéines endommagées.
Elle est néanmoins essentielle au désassemblage et le déploiement des macromolécules (Schirmer et
al. 1996) et donc indispensable au maintien des fonctions protéiques. Une étude a notamment montré
gu’un déficit en ClpB était lié a des pathologies caractérisées par des atteintes neurologiques

(Wortmann, Wevers, and de Brouwer 1993).

La forme active de la protéine ClpB est constituée d’un double anneau constitué de 8 unités. Chaque
anneau est composé d’un domaine de liaison a 'ATP (NBD-1 et NBD-2) caractéristique des protéines
de la famille AAA+ (Lee et al. 2003) et indispensable a I'activité de la protéine (Michal Zolkiewski 2006)
( ). Ces structures entourent un pore central ( ) qui contient un résidu Tyr251

permettant la liaison au substrat protéique (Weibezahn et al. 2004), (Schlieker et al. 2004).

Comme énoncé précédemment, la protéine ClpB ne possede pas d’activité dans le repliement
protéique a proprement parler mais est impliquée dans le dépliement (Goloubinoff et al. 1999), (M.
Zolkiewski 1999), sa coopération avec le systéme DnaK/Dnal/GrpE et GroEL/ESest donc

fondamentale. Cependant, les actions entre ces systémes ne sont pas encore trés claires.
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Figure 28. Modeéle de désagrégation des protéines par le systéeme DnaK/Dnal/GprE et la protéine
ClpB
Adapté de la publication de Miot et al., 2011

ATP : Adénosine triphosphate; ClpB : Caseinolytic peptidase B
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Figure 29. Identification protéomique du mimétisme moléculaire entre la protéine ClpB et I'a-MSH

(A) Analyse 2D de protéines cytoplasmiques d’E. coli. (B, C) Immunoblots de protéines d’E. coli détectés avec
une IgG anti-a-MSH de lapin pré-absorbé (C) ou non (B) avec de I'a-MSH.

Les cercles de couleur rouge entourent les spots spécifiquement reconnus par une IgG anti-a-MSH qui est

utilisée pour l'identification des protéines. Les cercles de couleur bleu indiquent des spots non spécifiques. Les

protéines numérotées de 1 a 4 sont des isoformes de la protéine ClpB.

(D) Alignements de séquences d’acides aminés d’a-MSH et ClpB.

Issu de la publication de Tennoune et al., 2014

ClpB : Caseinolytic peptidase B; a-MSH : a-melanocyte stimulating hormone; 1gG : immunoglobulines G; E. coli : Escherichia coli



A I'heure actuelle, trois hypotheses sont encore proposées (Durie, Duran, and Lucius 2018).

Une des premieres hypothéses élaborée est que la protéine DnaK se lie au substrat protéique, le
modifie afin d’étre plus accessible a la protéine ClpB, qui peut ensuite procéder a la désagrégation des
protéines (Zietkiewicz et al. 2006). La deuxieme hypotheése quant a elle propose une liaison directe des
agrégats avec la protéine ClpB. L’ATP produit pour cette liaison induit des modifications structurelles
de la protéine ClpB qui augmentent I'exposition des agrégats au systeme DnaK/Dnal/GrpE
(Goloubinoff et al. 1999). La troisieme hypothese conceptualisée est que les protéines DnaK et ClpB
forment un complexe qui amplifie I'activité de désagrégation (Miot et al. 2011), (Rosenzweig et al.

2013), (Doyle et al. 2015) ( ).

IV.2.1. Spécificité de la protéine ClpB et a-MSH

A partir d’études protéomiques sur une culture d’E. coli K12 et en utilisant la technique de
spectrométrie de masse, Tennoune et ses collaborateurs ont révélé 4 spots de hautes intensités
révélés avec I'anticorps anti-a-MSH. Ces 4 spots ont été identifiés comme des isoformes de la ClpB
( ). Par la suite, une analyse d’homologie séquentielle des acides aminés entre |'a-MSH
et la protéine ClpB a révélé une homologie de 6aa ( ), (Tennoune et al. 2014). La particularité
de ce mimétisme séquentiel est qu’il est situé dans une des boucles inter-hélicoidale de la structure
de la protéine ClpB (Lee et al. 2003). De ce fait, il est exposé a la surface de la protéine et donc

accessible a la liaison des auto-Ac pouvant faire de lui un potentiel site pharmacologique.
IV.2.2. Effets de la protéine ClpB sur la prise alimentaire via les Ac

L'immunisation de souris avec la protéine recombinante ClpB a permis d’induire une réaction
immunitaire croisée avec I'a-MSH (Tennoune et al. 2014). En effet, les souris ayant recu I'injection de
protéine ClpB recombinante ont présenté un poids corporel inférieur au groupe témoin dans les jours
suivant l'injection. A contrario, aprés avoir recu une injection d’a-MSH, seules les souris immunisées
avec la protéine ClpB étaient insensibles a I'effet anorexigene du neuropeptide. Les anticorps anti-ClpB
par leur réaction croisée avec I'a-MSH sont donc responsables d’une réduction de I’activation du
récepteur MC4-R en réponse a I'a-MSH, ce qui induit une augmentation de la prise alimentaire

(Tennoune et al. 2014).

Par ailleurs, des gavages chroniques d’E. coli WT chez la souris ont réduit I'apport alimentaire et stimulé

la production d’anticorps IgG et IgM anti-ClpB et anti-a-MSH contrairement aux gavages avec la souche



400+ +*
el
— 300
%_ M.-W -tests vs. Cir:
g 200 . e AH--|| ——] o o p=0.06
g Soo
5 18
= = ]

£ DEE E-NF— —+' e p=0.1
2 o oo pooo
o 50 050° EDESEE 0,08

20{ zoapels @@ﬂh

i °§Pﬁa re%unﬂ_ 0 50 100 150 200 250 300 350 400

ClpB plasmatique (pM)
Figure 30. Comparaison des concentrations plasmatiques de ClpB chez les personnes saines (HP) ou
souffrant de troubles du comportement alimentaire (ED)

Issu de la publication de Breton et al., 2016

ClpB : Caseinolytic peptidase B; AN (Anorexia nervosa) : Anorexie mentale; BED (Binge-eating disorders) : hyperphagie boulimique; BN
(Boulimia nervosa) : boulimie nerveuse
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Figure 31. Identification et effets de la protéine ClpB sur des paramétres clés de la régulation de la
prise alimentaire

Identification des taux de la protéine ClpB dans la phase exponentielle (EXP) et stationnaire (STAT) de croissance
d’E. coli analysés par (A) Western-Blot et (B) ELISA. (C) Effets d’une perfusion colique de protéines issues des
phases de croissance EXP et STAT d’E. coli sur la sécrétion de PYY chez le Rat.

Issu de la publication de Breton et al., 2016

ClpB : Caseinolytic peptidase B; PM : poids moléculaire; E. coli : Escherichia coli; PYY : Peptide YY



bactérienne E. coli déplétée en ClpB (E. coliAClpB) qui n'ont induit aucun changement dans I'apport
alimentaire et sur les niveaux d’anticorps. De plus, chez les patients atteints de TCA, les concentrations
de ClpB étaient corrélées positivement avec les taux plasmatiques d'auto-anticorps réactifs avec I'a-
MSH (Tennoune et al. 2014). Ces différents résultats impliquent donc que la protéine ClpB pourrait
réguler la prise alimentaire, au moins en partie, en modifiant I'action des Ac anti-a-MSH (Tennoune et

al. 2014).

IV.2.3. Effets de protéines bactériennes contenant la protéine ClpB sur Ia

prise alimentaire

La protéine ClpB est produite par de nombreuses bactéries dont E. coli, une bactérie commensale de
I'intestin qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Une étude de I'UMR 1073 s’était
intéressée a comprendre I'influence de cette bactérie sur le contréle de I'appétit via la libération de
protéines telle que la protéine ClpB. A I'aide d’un dosage immunologique, il a pu étre mis en évidence
gue cette protéine était présente naturellement dans le plasma des individus sains et que ses
concentrations étaient plus élevées chez les individus avec un TCA sans toutefois de différence
significative entre les différents types de TCA (Breton, Legrand, et al. 2016). Ces résultats descriptifs
incitaient a poursuivre I'étude des liens entre la protéine ClpB bactérienne et la régulation du

comportement alimentaire ( ).

En effet, des gavages d’E. coli WT effectués chez la souris étaient accompagnés d’une augmentation
de la concentration de ClpB au niveau plasmatique. A contrario, un méme gavage effectué avec E.
coliAClpB n’a montré aucune augmentation du taux de ClpB au niveau plasmatique (Tennoune et al.
2014). Ce résultat a suggéré donc un lien entre la concentration plasmatique de ClpB et sa production

par les bactéries du tractus gastro-intestinal.

Pour progresser dans ce questionnement, plusieurs séries d’expérimentations in vitro et in vivo ont été
réalisées (Breton, Tennoune, et al. 2016). Une premiére expérience in vitro a montré que cette
protéine était produite en plus grande concentration pendant la phase stationnaire de croissance d’E.
coli ( ). De plus, des injections IP (2 fois/jours) de protéines totales d’E. coli (0,1mg/kg)
chez la souris C57BI/6 a induit une réduction de la prise alimentaire et du poids corporel, une
augmentation de la concentration plasmatique de PYY ( ). De plus, une expression accrue du
marqueur c-fos dans I’ARC, identifi€ comme étant des neurones anorexigenes POMC a été mis en

évidence apres l'injection des protéines bactériennes.



Cette étude importante a suggéré que des protéines bactériennes participaient aux mécanismes de la
satiété, et que cet effet était plus marqué pour les extraits protéiques plus riches en protéine ClpB.
Néanmoins, cette étude n’a pas permis de distinguer les effets propres de la protéine ClpB des autres

facteurs bactériens.



Objectifs de la these

L'objectif de cette these est d’étudier et de comprendre les potentiels effets

pharmacologiques de la protéine ClpB sur le comportement alimentaire.

Comme expliqué précédemment, la protéine ClpB bactérienne est produite par des bactéries du
microbiote intestinal telles qu’E. coli et d’autres bactéries de la famille des Enterobacteriaceae. 1| est
aussi connu que ce microbiote est en contact permanent avec les aliments ingérés, et que mélange
nutriments-microbiote peut stimuler les cellules entéro-endocrines intestinales productrices
d’hormones satiétogenes tels que PYY et GLP-1. De ce fait, le type de macronutriments ingéré pourrait
influer sur les hormones libérées. Cependant aucune étude n’avait jusqu’ici montré I'influence du type
de macronutriments sur la production de la protéine ClpB et si cette protéine elle-méme pouvait

augmentée la sécrétion de PYY. Ces questions ont été a la base de I’ARTICLE 1, publié dans Nutrients.

Des études antérieures par technique ELISA avaient montré que la protéine bactérienne ClpB était
retrouvée dans le plasma d’individus sains mais aussi atteints de TCA. L'objectif de ’ARTICLE 2 a été
d’étudier si une restriction alimentaire, telle qu’elle est observée dans I'anorexie mentale, pouvait
influencer les concentrations plasmatiques de ClpB. Cette étude expérimentale a été réalisée dans le
modele ABA afin d’améliorer les connaissances sur les mécanismes physiologiques impliqués dans

I"anorexie. Cet article vient d’étre publié dans Nutrients.

Enfin, I'injection de la bactérie E. coli en phase stationnaire de croissance ou la quantité de la protéine
ClpB est la plus importante a induit une diminution de la prise alimentaire chez le Rat laissant entrevoir
des effets anorexigénes similaires a I’a-MSH. Cependant aucune étude n’a clairement mis en évidence
de role anorexigéne de la protéine ClpB. De plus, considérant la fragmentation naturelle de cette
protéine, I'objectif de ’ARTICLE 3 a été d’étudier les effets de la ClpB et de I'un de ses fragments
majeurs sur la prise alimentaire. Cet article est en cours de publication dans The Journal of Nutrition

et il est présenté sous forme de manuscrit soumis.

Outre les trois articles, I'intégration au sein de I'’équipe TargEDys et de I'UMR 1073 a été I'occasion de
collaborer a d’autres études sur le theme de la régulation de la prise alimentaire en lien avec le

microbiote et I'axe intestin-cerveau, qui sont présentées en ANNEXE 1 et 2.

De plus, les travaux réalisés au cours de cette thése ont fait I'objet de communications affichées ou

orales lors de congres qui sont présentées en ANNEXE 3.
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Effets des macronutriments sur la production in vitro de ClpB, une protéine
mimétique bactérienne de I'a-MSH et son r6le éventuel dans la signalisation de la
satiéeté

Effects of macronutrients on the in vitro production of ClpB, a bacterial mimetic protein of a-MSH and
its possible role in the satiety signaling
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RESUME

Contexte et but de I'étude : De plus en plus d’études mettent en évidence I'influence du microbiote

intestinal sur le comportement alimentaire de I'h6te. Cependant, les mécanismes mis en jeu restent
encore a étre élucidés. Récemment, la Caseinolytic peptidase B (ClpB), une protéine chaperonne de
désagrégation d’Escherichia coli, a été identifiée comme un mimétique conformationnel de I'a-
melanocyte-stimulating hormone (a-MSH), un neuropeptide anorexigene. Cette protéine s’est
montrée nécessaire pour qu'E. coli WT induise un effet anorexigéne chez la Souris suggérant son
potentiel role dans la signalisation de la satiété. Afin de confirmer cette hypothese, le but de cette
étude a été d’étudier le role des macronutriments sur la sécrétion de ClpB et d’évaluer le réle de cette

derniére sur la sécrétion de PYY.

Matériels et méthodes: Apres 48h de croissance dans un milieu Muller-Hinton, les cultures

bactériennes d’E. coli ont été supplémentées avec trois macronutriments a une dose iso-caloriques :
protéine (BSA, albumine de sérum bovin), glucide (D-fructose) et lipide (acide oléique). 2h apres la
supplémentation, un dosage par ELISA de la protéine ClpB a été réalisé dans le milieu de culture et
dans les culots bactériens. L’expression de la protéine ClpB a été mesurée directement dans les culots
bactériens. La présence de la protéine ClpB a été évaluée par une immunocytochimie a l'aide d’un
anticorps monoclonal anti-ClpB. Enfin, une culture de cellules de muqueuses intestinales primaires de

Rat a été incubée avec la protéine ClpB recombinante intacte (ClpB96) ou bien avec des protéines



extraites d’E. coli WT et d’E. coliAClpB. La libération de PYY dans le surnageant a été analysée par

technique ELISA.

Résultats : Les quantités iso-caloriques des trois macronutriments ajoutés a la culture continue d'E.
coli ont augmenté l'immunoréactivité de ClpB. Cependant, une supplémentation en BSA s’est montrée
nécessaire pour augmenter les niveaux protéiques et d'ARNm de ClpB dans les bactéries et les
surnageants. Une concentration nanomolaire de la protéine ClpB d’E. coli a stimulée de maniere dose-
dépendante la sécrétion de PYY a partir des cultures de cellules primaires de la muqueuse intestinale
de Rat. Les protéines totales extraites d'E. coli mais non de souches d'E. coli déficientes en ClpB (E. coli

avaient également tendance a augmenter la sécrétion de PYY par ces cellules.

Conclusion : Ces données confirment un lien possible entre la protéine ClpB d’E. coli et |a signalisation

de la satiété induite par les protéines dans l'intestin.
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Abstract: Gut microbiota can influence the feeding behavior of the host, but the underlying
mechanisms are unknown. Recently, caseinolytic protease B (ClpB), a disaggregation chaperon
protein of Escherichia coli, was identified as a conformational mimetic of a-melanocyte-stimulating
hormone (x-MSH), an anorexigenic neuropeptide. Importantly, ClpB was necessary for E. coli to have
an anorexigenic effect in mice, suggesting that it may participate in satiety signaling. To explore this
further, we determined the short-term (2 h) effects of three macronutrients: protein (bovine serum
albumin), carbohydrate (D-fructose) and fat (oleic acid), on the production of ClpB by E. coli and
analyzed whether ClpB can stimulate the secretion of the intestinal satiety hormone, peptide YY (PYY).
Isocaloric amounts of all three macronutrients added to a continuous culture of E. coli increased ClpB
immunoreactivity. However, to increase the levels of ClpB mRNA and ClpB protein in bacteria and
supernatants, supplementation with protein was required. A nanomolar concentration of recombinant
E. coli ClpB dose-dependently stimulated PYY secretion from the primary cell cultures of rat intestinal
mucosa. Total proteins extracted from E. coli but not from ClpB-deficient E. coli strains also tended to
increase PYY secretion. These data support a possible link between E. coli ClpB and protein-induced
satiety sighaling in the gut.

Keywords: gut microbiota; satiety hormones; macronutrients; E. coli; ClpB; PYY

1. Introduction

The composition of the gut microbiota has been associated with host metabolic phenotypes.
For instance, colonization of germ-free mice with gut microbiota harvested from conventionally
raised obese or lean mice results in similar host fatness to that of the donor mice [1]. The underlying
mechanisms are not completely understood. They may include both direct energy-extracting properties
of the gut bacteria as well as the regulation of energy metabolism by bacteria-host interactions, including
host appetite and nutrient intake [2]. For instance, proteins produced by commensal bacteria, such as
Escherichia coli, were shown to stimulate satiety signaling in rodents [3]. The increased prevalence of
E. coli in anorexic compared to obese individuals also supports a possible role of these common gut
bacteria in the promotion of host satiety signaling [4].

Nutrients 2019, 11, 2115; doi:10.3390/nul11092115 www.mdpi.com/journal/nutrients
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The intestinal satiety pathways include the vagal afferents and the enteroendocrine cells located
throughout the intestinal epithelium that secrete a variety of satiety hormones including peptide
tyrosine-tyrosine (PYY). It is currently accepted that meal-derived macronutrients, i.e., protein, fat and
carbohydrates, as well as products of their digestion, activate the intestinal satiety pathways by binding
to receptors expressed by the enteroendocrine cells [5]. Of all the macronutrients, proteins have the
best effect on satiety and are known to preferentially activate enteroendocrine L-cells to secrete PYY [6].

Gut bacteria, such as E. coli, reside on the surface of the gut epithelium suggesting that some
bacterial metabolites and bacterial compounds generated after natural bacterial lysis can directly
activate intestinal satiety pathways. It also suggests that gut bacteria could play a role in the interface
between the nutrients and intestinal satiety pathways. Bacteria typically respond to nutrients by
dividing and growing exponentially until they reach a threshold density of about 10°~10'? cells/mL.
At this point they enter the stationary growth phase. We have recently shown that supplying E. coli
with regular nutrients, imitating two daily meals, induces immediate growth that continues for 20 min
before entering the stationary phase. A similar dynamic of bacterial growth was observed after infusion
of a nutritional medium in the rat colon, and moreover, infusion of E. coli proteins 2 h after onset of
the stationary phase stimulated PYY secretion [3]. These data show that nutrient-induced bacterial
growth dynamics in the gut correspond temporally to the activation of the intestinal satiety pathways,
including PYY secretion. This suggests a functional role of gut bacteria in the regulation of host
appetite [2].

Some metabolites such as short chain fatty acids (SCFA) produced during gutbacterial fermentation
of mainly non-digestible fibers have been shown to activate PYY secretion [7]. It is, however, unknown
whether E. coli can participate in macronutrient-induced activation of PYY, i.e., in triggering one of the
main humoral satiety pathways. Our interest in the possible link between E. coli and host satiety began
after the E. coli caseinolytic protease B (ClpB) protein was identified as a conformational mimetic of
«-melanocyte-stimulating hormone (x-MSH), an anorexigenic neuropeptide [8]. ClpB is a 96 KDa heat
shock chaperon that protects bacteria from protein aggregation [9]. The ClpB protein sequence has
an «-MSH-like motif recognized by the «-MSH antibody. Importantly, ClpB was necessary for an
anorexigenic effect and the reduction of body weight seen in mice treated intragastrically with E. coli [8].
This suggests that ClpB may participate in E. coli-mediated intestinal satiety signaling, but questions
remain as to whether ClpB production in these bacteria is dependent on the macronutrient composition
and whether ClpB can stimulate intestinal satiety pathways.

Thus, to address, at least partly, these questions, in the present work, we studied a possible role of
E. coli ClpB in mediating the macronutrient led PYY secretion. For this purpose, we first analyzed the
short-term in vitro effects of the three macronutrients (protein, carbohydrate and fat) on the production
of ClpB by E. coli. Then we determined whether ClpB could directly stimulate the primary cell culture
of rat intestinal mucosa to secrete PYY.

2. Materials and Methods

2.1. E. coli Bacterial Culture and Macronutrient Supplementation

E. coli K12 bacteria were cultured for 48 h at 37 °C in 40 mL of Mueller-Hinton (MH) medium
(Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) composed of beef infusion solids (2.0 g/L), casein hydrolysate
(17.5 g/L), starch (1.5 g/L) at pH 7.4. Every 12 h, after a centrifugation step (4300 rpm, 5 min),
the supernatant was discarded, and bacteria were supplemented by an equivalent volume of MH
medium imitating two daily meals (Figure 1). Bacterial growth rate was monitored every hour by
measuring the optical density using a spectrophotometer (BioMate, ThermoElectron Corporation,
Waltham, MA, USA).
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Figure 1. Growth curve of E. coli in continuous culture. E. coli K12 bacteria were cultured at 37 °C in
Mueller-Hinton (MH) medium. Every 12 h, bacteria were supplemented with a new MH medium to
imitate 2 daily meals (black arrow). After 48 h of culture (white arrow), ClpB mRNA and protein levels
were analyzed immediately before (t0h) and 2 h after (t2h) supplementation of E. coli with MH medium
of with isocaloric amounts of three macronutrients: BSA, D-fructose and oleic acid.

After 48 h of incubation (tOh), 20 mL of bacterial culture were taken and used for protein (10 mL)
and the RNA (10 mL) extraction from the bacterial pellets after centrifugation (4300 rpm, 30 min, 4
°C). The remaining 20 mL were centrifuged (4300 rpm, 5 min), the supernatant was discarded and
20 mL of fresh MH medium or isocaloric amounts of macronutrients were added to the bacterial
culture. This isocaloric amount was fixed at 1.68 calories, corresponding to the caloric value of 20 mL
of MH medium.

All four experimental conditions were compared in quadruplicate: (1) “Control”, 20 mL of MH
medium; (2) “Protein”, bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich, Mo, USA; 4 cal/g) was diluted in
water at a concentration of 1.32 g/mL and 318 uL was adjusted by water to 20 mL; (3) “Carbohydrate”,
D-fructose (Sigma; 3.73 cal/g) was diluted in water at a concentration of 1.69 g/mL and 266 L
was adjusted by water to 20 mL; (4) “Fat”, oleic acid (Sigma; 9.46 cal/g) was diluted in water at a
concentration of 0.887 g/mL and 203 pL were adjusted by water to 20 mL. Although the food-derived
oleic acid is mainly present in form of esters, the direct use of oleic acid was justified by the data
showing that gut appetite-regulatory effects of lipids can be mediated by free fatty acids produced
after hydrolysis of triglycerides [10,11].

After adding of macronutrients, the samples were incubated by stirring at 37 °C for 2 h. After 2h
of incubation (t2h), the cultures were divided in half (10 mL for protein and 10 mL for RNA extraction).
After centrifugation (4300 rpm, 30 min, 4 °C), 1 mL of supernatant was recovered for the ClpB assay
while protein and RNA were extracted from bacterial pellets as described below.

2.2, Immunocytochemistry

To visualize ClpB presence in bacterial cells we have used immunocytochemistry. A 20 uL
sample from the bacterial pellet of each experimental condition (n = 4) at tOh and t2h (MH, BSA,
D-fructose, oleic acid) was plated on glass slides and the bacteria were fixed with 100% ethanol at
37 °C. The glass slides were washed 3x with 0.3% phosphate-buffered saline (PBS)/Triton solution,
and preincubated for 1 h with a blocking solution (PBS5/5% BSA/0.3% Triton/0.2% NaN3). For detection
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of ClpB, slides were incubated with anti-ClpB monoclonal antibody (Delphi Genetics, Gosselies,
Belgium) (1:50) for 1.5 h and after three washes with 0.3% PB5/Triton solution, with a secondary
anti-mouse antibody (1:200) conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC) (Jackson ImmunoResearch,
Ely, Cambridgeshire, UK). Two drops of 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma) were added
to each slide to counterstain the bacterial DNA. The ClpB-immunofluorescence and DAPI staining
were observed under a fluorescence microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) and images were taken
using X100 objective from five areas/slide. The presence of ClpB was analyzed by quantifying the
relative number of ClpB positive bacteria on the total number of DAPI stained bacteria on the visual
field using Image]® software (LOCI, University of Wisconsin-Madison).

2.3. ClpB Concentration

The bacterial pellet was dissolved in a protein extraction buffer (PBS + 1% of a protease inhibitor
cocktail, Sigma), sonicated (20% amplitude for 30 s) and centrifuged (12.000x g, 5 min, 4 °C) to
separate cellular debris from the cytoplasmic content. The latter was stored at =80 °C until the
ClpB assay. ClpB protein concentrations were measured by the enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) previously validated and described in detail [3]. For this purpose, three antibodies
were used: rabbit polyclonal anti-ClpB (Delphi Genetics) as a capture antibody, mouse monoclonal
anti-ClpB as a detection antibody (Delphi Genetics) and an alkaline phosphatase-conjugated goat
anti-mouse revelation antibody (Jackson ImmunoResearch). The optical density of the ELISA reaction
was measured at 405 nm using a microplate reader (Metertech 960, Taipei, Taiwan) and the ClpB
concentration was determined using a ClpB (Delphi Genetics) standard curve. Each determination
was performed in duplicate.

2.4. ClpB mRNA Expression

Total bacterial RNA was extracted in cold TRIZOL reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
After extraction, RNA concentrations were measured using a NanoDrop spectrophotometer
(ThermoScientific, Waltham, MA, USA). To generate cDNA, a reverse transcription reaction was
performed with 1 pg of total RNA using of M-MLV reverse transcriptase (200 U/uL) (ThermoFisher).
Quantitative polymerase chain reaction (PCR) was performed on all samples using a BioRad CFX96
Real Time PCR System (BioRad, Hercules, CA, USA) and SYBR Green Master Mix (Life Technologies,
CA, USA). The primers for ClpB cDNA amplification were: 5'-GGAAAAGCAACTGGAAGCCG-3" and
3'-TACGCGATGGTGCAGTTCTT-5 (Tm = 60 °C) as previously described [8]. The relative, between
groups, levels of ClpB mRNA expression were estimated by the inverse values of the amplification
cycle threshold (Ct) for each cDNA sample curve.

2.5. Rat Primary Intestinal Culture

Animal experimental procedures were approved by the Local Ethical Committee of Normandy
(approval n°5986). Seven-week old male Sprague Dawley rats were purchased from Janvier Labs
(Genest-Saint-Isle, France) and were kept for 1 week in standard rat holding cages (two rats per cage)
in a specialized animal facility to acclimatize them to the environmental conditions: 22 °C + 3 °C,
relative humidity 40 + 20% and a 12/12 h dark/light cycle. All rats were given ad libitum access to
drinking water and food (Kliba Nafag, Rheinfelden, Germany).

The protocol of the primary intestinal culture was adapted from Psichas et al. [7]. Rats were
killed by decapitation, the colons and ileums were dissected and washed with an ice-cold PBS. Then,
the intestinal tissue was cleaned with ice-cold L-15 (Leibowitz medium, Sigma) and digested with
0.4 mg/mL collagenase XI (Sigma) in high-glucose DMEM (+ 1% L-Glutamine + 1% Penicillin + 1%
Streptomycin + 1% non-essential amino acids) for 10 min at 37 °C. Cell suspensions were centrifuged
(10 min, 400x g) and the pellets were resuspended in high-glucose DMEM (the same as previously but
with 10% Fetal Bovine Serum (FBS)). Cell suspensions were filtered through a nylon mesh (pore size
100pum, Merck Millipore, Burlington, MA, USA) and plated onto 24-well, 1% Matrigel-coated plates
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(Corning, NY, US). The plates were incubated overnight at 37 °C in an atmosphere of 95% O; and
5% COy.

2.6, Gut Hormone Secretion Experiments

After 24 h of primary culture, intestinal cells were incubated for 20 min in a water bath with a
secretion buffer (4 mM KCIl, 138 mM NaCl, 1.2 mM NaHCQOs;, 1.2 mM NaH;PQy, 2.6 mM CaCl,, 1.2 mM
MgCly and 10 mM HEPES adjusted to pH 7.4 with NaOIH). Recombinant 96 KDa ClpB protein (Delphi
Genetics) was added to the secretion buffer at different concentrations in a pico- to a nano-molar range:
1.26 pM, 2.52 pM, 1.26 nM, 13 nM, 25 nM and 130 nM. Cells incubated with PBS were used for control.
Additionally, 15 ng/uL of total protein extracted from E. coli K12 wild type (WT) or ClpB mutant
(AClpB) E. coii strains, previously generated in the Bernd Bukau's laboratory (Center for Molecular
Biology, Heidelberg University, Germany), were tested in a similar fashion. After incubation for 20 min,
the cells were treated with a lysis buffer (50 mmol/L Tris-HCI, 150 mmol/L NaCl, 1% IGEPAL CA-630,
0.5% deoxycholic acid + protease inhibitor cocktail (Sigma). Cells were collected with a cell scraper,
the lysates were centrifuged (12.000x g, 20 min,) and stored at —80 °C until the PYY assay using a
Fluorescent Immunoassay Kit® (Phoenix Pharmaceuticals, Inc, Phoenix, AZ, USA) according to the
manufacturer’s instructions.

2.7. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using Prism 6.0 software (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA).
Data were analyzed using two-tailed unpaired #-test or Mann—-Whitney test and one-way ANOVA
(for a comparison between multiple groups) or two-way ANOVA (for a comparison between multiple
groups and between t0h and t2h time-points) with Sidak’s multiple comparisons test. Normality was
evaluated by the Kolmogorov-Smirnov test. Data are shown as means + standard error of means
(SEM) and p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Macronutrient Effects on ClpB Production and Expression

The bacterial growth dynamics using the 12-hourly MH culture medium provision data are shown
in Figure 1. It shows the acceleration of the onset of the stationary phase after the third nutrient
provision as previously reported [3]. The fifth nutrient provision, which was previously shown to
trigger the onset of stationary phase in 20 min [3], was the starting point for the analysis of the effects
of macronutrients on ClpB production (Figure 1).

The immunocytochemical detection of ClpB showed strong immunoreactivity only in a fraction
of E. coli bacteria (about 14%) at tOh, before nutrient provision (Figure 2A,B). After 2 h of nutrient
provision (MH medium or macronutrients), there was a visible increase in the immunoreactivity
of ClpB, (Figure 2A,B) reaching about 28% of the total number of bacterial cells. This increase was
significant in all experimental groups (Figure 2B). However, no significant differences in the relative
increase of ClpB immunoreactivity were seen between the three macronutrient groups (Figure 2C).
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Figure 2. The effects of macronutrients on the ClpB immunoreactivity in E. coli. (A) Immunocytochemical
detection of ClpB (FITC—green) in E. coli cells counterstained with DAPI (blue) at tOh (two left columns)
and at t2h after supplementation with MH medium or macronutrients (two right columns). (B) The
percentage of ClpB presence by the number of ClpB positive bacteria the total number of DAPI-stained
bacteria (100%). (C) Relative to tOh increase in percentage of ClpB immunoreactivity at t2h after
macronutrient supplementation. (B) *** p < 0.001, * p < 0.05; two-way ANOVA, Sidak’s multiple
comparisons tests. MH tOh vs. t2h, unpaired t-test p < 0.05.

The effects of macronutrient provision on ClpB concentration were analyzed in bacterial cells.
Whereas, the effects on the secreted fraction of ClpB were analyzed in culture medium supernatants.
In bacterial cells, the concentration of ClpB increased at t2h compared to tOh only in the MH and BSA
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groups (Figure 3A). Moreover, the ClpB concentration in the BSA group was higher than in the control
MH and macronutrient groups (Figure 3A).
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Figure 3. The effects of macronutrients on ClpB protein and mRNA expression. Concentrations of
ClpB protein in bacteria (A) and in culture supernatants (B) before (t0h) and 2 h (t2h) after E. coli
supplementation with MH medium and macronutrients. (C) The relative, between groups, levels of
ClpB mRNA expression were estimated by the inverse values of the amplification cycle threshold (Ct)
for each cDNA sample at tOh and at t2h. (A) *p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001; two-way ANOVA,
Sidak’s multiple comparisens test. (B,C) * p < 0.05, Mann-Whitney tests.
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Thus, the comparison of ClpB concentrations in bacterial cells between t0h and t2h demonstrates
significant increases of 192% and 250% in the MH and BSA groups, respectively. No significant changes
were found in the D-fructose (+51%) and oleic acid (+65%) groups.

After BSA supplementation, the ClpB protein concentration also increased in the culture medium
supernatants compared to the other groups (Figure 3B).

The effect of macronutrients on the expression levels of ClpB mRNA in E. coli was analyzed at tOh
and t2h after nutrient provision. Supplementation in BSA increased the ClpB mRNA expression (BSA,
+18% vs. CTt2h) (Figure 3C). No significant differences in ClpB mRNA levels were observed between
these time points among the other groups.

3.2. ClpB Effects on PYY Secretion

Incubation of the primary cell culture of rat intestinal mucosa with recombinant E. coli ClpB
protein showed an increase of PYY secretion in a dose-dependent manner. The PYY secretion was
significantly higher from the basal ClpB secretion level (+21%) starting at CIpB concentration of 1.26 nM
and it was further increased (+58%) at the ClpB concentration of 130 nM (Figure 4A).
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Figure 4. Effects of ClpB protein or E. coli total protein on peptide YY (PYY) secretion. PYY concentrations
(ng/uL) in intestinal mucosal cell lysates after incubation with (A) increasing doses of E. coli recombinant
ClpB protein or (B) with 15 ng/mL of total protein extracted from E. coli K12 wild type {WT) or E. coli
K12 AClpB. For control condition {CT), cells were incubated with PBS. (A) * p < 0.05, * p < 0.01, ** p <
0.001 (vs. basal concentration); one-way ANOVA, Sidak’s multiple comparisons test. (B) ® p < 0.10,
Mann-Whitney test.

To test the specificity of the ClpB-activating effect on PYY secretion among E. coli proteins,
a primary cell culture of rat intestinal mucosa was incubated with total proteins extracted from E. coli
WT or E. coli AClpB strains. We found that only ClpB-containing E. coli protein extracts displayed a
tendency to increase PYY secretion (Figure 4B).

4. Discussion

The present in vitro study revealed a differential effect of macronutrients on short-term bacterial
ClpB production. This was confirmed by showing that protein supplementation was the strongest
activator of both ClpB mRNA and protein levels in E. coli. Furthermore, we showed that E. coli ClpB
was able to stimulate PYY secretion in rat intestinal mucosa. Taken together, these data point to the
possible role of E. coli ClpB in the molecular signaling cascade of protein-induced satiety.

Using immunocytochemistry, we showed that ClpB immunoreactivity was detected only in a
fraction of bacteria. This immunoreactivity was dependent on the duration of the stationary phase,



Nutrients 2019, 11, 2115 9of12

indicating that the functional regulation of ClpB during E. coli’s nutritional cycles. As such, at the end of
the stationary growth phase, which is typically accompanied by the accumulation of various metabolic
proteins, there is an increase in protein disaggregation to maintain cellular homeostasis. In other words,
it requires increased activity of the chaperone system. To perform protein disaggregation, ClpB is
bound to a molecular complex of the DnaK chaperone system [12]. It is likely that such a formation
of a macromolecular complex may prevent ClpB detection by its antibody. Thus, although ClpB is
expressed in every bacterial cell, its immunodetection may reflect unbound ClpB molecules which
are not currently involved in the protein disaggregation process. This may explain a relatively small
amount of immunopositive ClpB at t0h which corresponds to the end of the previous feeding cycles
and more than 10 h of the stationary phase. In contrast, the beginning of the stationary phase (at t2h)
may require less ClpB activity, this would explain its relatively high immunoreactivity. Therefore
the immunodetection of ClpB appears to be independent from the ClpB production factor relevant
to its functional activity. We did not observe any significant differences between the macronutrients
effects on ClpB immunoreactivity. This suggests that the immunoreactivity was mainly linked to the
duration of the stationary phase. Nevertheless, a non-significant trend of lower ClpB immunoreactivity
in BSA vs. D-fructose or oleic acid groups suggests that protein supplementation may require more
ClpB activity, in agreement with its role in protein disaggregation. Most importantly, increased ClpB
production at both the mRNA and the protein levels were observed after protein supplementation.
The bacteria were fed with a protein-rich, mixed macronutrient source (MH medium). This led
to an increase in ClpB production, albeit to a lesser extent than the levels seen after protein only
supplementation. These results confirm our previous observations in E. coli cultures maintained in a
MH culture medium [3] and further reveal a key role of proteins in the stimulation of ClpB production.

Although the typical food has a mixed macronutrient composition, the relative amount of each
macronutrient contributes differently to satiety. As such, a role of protein in the induction of prolonged
satiety has been well established and may underlie the efficacy of protein-rich diets aimed at reducing
total caloric intake and body weight in overweight and obese subjects [13-17]. The underlying effects
may include activation by proteins and their derived peptides and amino acids of the intestinal humoral
pathways of satiety such as L-cell PYY secretion [6,18]. Nevertheless, as a protein-rich diet can often
lead to varying levels of PYY secretion and satiety response, there may be also be co-regulatory factors
interfering. Qur present data, reveals an ability of E. coli ClpB to dose-dependently stimulate the PYY
secretion, suggesting that this bacterial protein could be one of these regulatory factors. A factor that
would depend on the composition of the gut microbiota i.e., on the presence of E. coli and possibly
other species of ClpB-synthetizing bacteria. The biological significance of ClpB in the activation of host
satiety (reducing nutrient intake) can be explained as a mechanism aimed at maintaining bacterial
protein homeostasis. Of interest, our recent data showed that the E. coli ClpB protein, including the
o-MSH-like motif, is specific to the order of Enterobacteriales and that the Enterobacteriales ClpB gene is
depleted in gut microbiota of obese humans (submitted).

The phenomenon of the macronutrient effect on gut microbiota composition has been described
as affecting preferential growth of certain bacterial families [19,20]. Similar with the macronutrient
composition used in this study, it has been shown that supplementation of oleic acid increased the
abundance of intestinal Bifidobacteria [21]. Moreover, mice fed with a diet rich in D-fructose have a lower
proportion of Bacteroidetes compared to Proteobacteria [22]. A high-protein, low-carbohydrate diet
resulted in increased rectal abundance of branched-chain fatty acids, reduced butyrate, and decreased
Roseburia/Eubacterium [23]. Another rodent study also showed that rats fed protein-based foods isolated
from cheese showed a significant increase in the numbers of Bifidobacteria or Lactobacilli in their
feces [24]. No studies specifically looked at the impact of macronutrients on the Enterobacteriales
proportion in the gut. In light of the present data, it would be interesting to see if Enterobacteriaceae
could contribute to the beneficial anti-obesity effects of a protein-rich diet.

With regard to the potential mechanism of action of E. coli ClpB in meal-induced activation of
PYY secretion, it is likely that it involves a cephalic unconditional reflex [25]. In fact, considering
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the main location of the PYY secreting L-cells in the distal gut and their rapid activation after a meal
(about 20 min), it is likely that these factors prevent their direct activation by the ingested nutrients.
Thus, the cephalic reflex to ingestion by excretion of water together with previously digested nutrients
and electrolytes in the gut lumen can be also involved in triggering the bacterial growth in the gut.
According to such dynamics of bacterial growth, increased production of PYY, starting 20 min after
nutrient provision, can be continuously stimulated by ClpB synthetized during the E. coli stationary
phase. Indeed, our study showed that ClpB was increased in the bacterial supernatants after protein
supplementation, supporting the idea that in vivo, ClpB can be released from both naturally lysed and
alive bacteria in sufficient quantities to activate the enteroendocrine cells. Although the receptor linking
the ClpB with PYY secretion has not yet been identified, it was shown that intestinal epithelial and
L-cells express melanocortin receptors and that «-MSH can stimulate FYY secretion [26]. The presence
of ClpB in the plasma of healthy humans further supports its physiological role in regulation of
appetite [27]. Moreover, a slightly increased plasma ClpB level in patients with eating disorders
correlated inversely with their eating disorder psychopathology and with anxiety scores supporting a
direct physiological effect of this natural bacterial protein [27].

We also admit that the functional interpretations of the study results are limited to the use of
a laboratory strain E. coli K12 bacteria and their derived ClpB protein. In fact, although E. coli K12
can be used as a model organism of human commensal Enterobacteria, it remains to be shown that
macronutrients may influence ClpB production by those species of commensal Enterobacteriaceae which
are commonly present in human gut and that their derived ClpB may activate the satiety pathways
of the host. Moreover, considering the anaerobic conditions in the gut, we admit that the present
in vitro model might not fully reflect the in vivo effects of macronutrients on ClpB production and the
ClpB-mediated PYY secretion.

5. Conclusions

In conclusion, we have demonstrated that the macronutrient-dependent production of ClpB by
E. coli was mainly due to the stimulatory effects of proteins on both ClpB mRNA and protein levels.
There were no significant effects on ClpB production by fat or carbohydrates. Taken together with
the dose-dependent effects of ClpB on PYY secretion from intestinal mucosal cells, our data support a
possible link between E. coli ClpB and protein-induced satiety signaling in the gut.
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RESUME

Contexte et but de I’'étude : Le microbiote intestinal contribue a la régulation du comportement

alimentaire et pourrait étre impliqué dans la physiopathologie de I'anorexie mentale. La Caseinolytic
peptidase B (ClpB), produite principalement par la famille des Enterobacteriaceae a été identifiée
comme étant un mimétique conformationnel de I'a-MSH qui pourrait lui conférer des effets
anorexigenes similaires. Le but de cette étude a été de mettre en évidence le role du microbiote et de

la protéine ClpB dans la dérégulation et I'auto-entretient de I'anorexie mentale.

Matériels et Méthodes : Des souris males C57BI/6 ont été soumises au protocole ABA (Activity-Based

Anorexia) : aprées 5 jours d'acclimatation, les souris ABA et LFA (Limited Food Access) qui recevaient la
méme quantité de nourriture que les souris ABA mais sans activité physique avaient progressivement
un accés a la nourriture limité jusqu'au 17°™ jour. Au 10°™ et 17&me jour, la perméabilité colique a
été mesurée ex vivo par le flux de FITC-Dextran a travers la muqueuse colique montée en Chambre de
Ussing. Les concentrations plasmatiques de ClpB et les taux d’anticorps 1gG et IgM anti-ClpB et anti-a-
MSH ont été mesurées par technique ELISA. La proportion d'Enterobacteriaceae dans le contenu
colique a été analysée par qPCR. L'expression de POMC dans I’hypothalamus a été mesurée par RT-

qPCR.



Résultats : Comme prévu, la restriction alimentaire a entrainé une perte de poids du 6™ au 17°™ jour
chez les souris LFA et ABA par rapport au souris témoins. Au 10°™ jour, la perméabilité du colon et la
concentration plasmatique de la protéine ClpB étaient significativement augmentées chez les souris
LFA et ABA par rapport aux témoins. Au 17°™ jour, la concentration plasmatique de ClpB était
augmentée chez les souris LFA et ABA et était corrélée a la proportion d’Enterobacteriaceae dans les
féces seulement chez les souris ABA. L'ARNm de POMC était augmenté dans I’hypothalamus des souris

ABA et LFA au 10°™ et 17°™ jour.

Conclusion : L'ensemble de ces données confirme une augmentation des taux systémiques de la
protéine ClpB dans un modéle d’anorexie expérimentale. Ces concentrations anormalement élevées
de ClpB et tous les facteurs associés peuvent donc contribuer a l'initiation et/ou a la perpétuation de

I’anorexie mentale en interférant avec la signalisation de la satiété.

%k k

ABSTRACT

Microbiota contributes to the regulation of eating behavior and might be implicated in the
pathophysiology of anorexia nervosa. ClpB (Caseinolytic peptidase B) protein produced mainly by the
Enterobacteriaceae family has been identified as a conformational mimetic of a-MSH, which could
result in similar anorexigenic effects. The aim of this study was to highlight the role of the microbiome
and the ClpB protein in deregulation and self-maintenance of anorexia pathology. Male C57BI/6 mice
were undergone to the ABA (Activity-Based Anorexia) protocol: after 5 days of acclimatization, both
ABA and LFA (Limited Food Access) mice had progressively limited access to food until D17. At the end
of protocol, the plasma ClpB concentration and Enterobacteriaceae DNA in colonic content were
measured. As expected, dietary restriction induced lost weight in LFA and ABA mice. At D10, colonic
permeability and plasma concentration of the ClpB protein were significantly increased in LFA and ABA
mice vs controls. At D17, plasma concentration of ClpB was increased in LFA and ABA mice and, it was
correlated with proportion of Enterobacteriaceae in the faeces. These abnormally high ClpB
concentrations and all associated factors, and therefore might contribute to the initiation and/or

perpetuation of anorexia nervosa by interfering with satiety signaling.

Keywords: Anorexia, Food restriction, ClpB, microbiota, Enterobacteriaceae
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Abstract: Microbiota contributes to the regulation of eating behavior and might be implicated in the
pathophysiology of anorexia nervosa. ClpB (Caseinolytic peptidase B) protein produced mainly by
the Enterobacteriaceae family has been identified as a conformational mimetic of x-MSH, which could
result in similar anorexigenic effects. The aim of this study was to highlight the role of the microbiome
and the ClpB protein in deregulation and self-maintenance of ancrexia pathology. Male C57Bl/6
mice were undergone to the ABA (Activity-Based Anorexia) protocol: after 5 days of acclimatization,
both ABA and LFA (Limited Food Access) mice had progressively limited access to food until D17.
At the end of protocol, the plasma ClpB concentration and Enferobacteriaceae DNA in colonic content
were measured. As expected, dietary restriction induced lost weight in LFA and ABA mice. At D10,
colonic permeability and plasma concentration of the ClpB protein were significantly increased in
LFA and ABA mice vs. controls. At D17, plasma concentration of ClpB was increased in LFA and
ABA mice and, it was correlated with proportion of Enterobacteriaceae in the faeces. These abnormally
high ClpB concentrations and all associated factors, and therefore might contribute to the initiation
and/or perpetuation of anorexia nervosa by interfering with satiety signaling.

Keywords: anorexia; food restriction; ClpB; microbiota; Eunterobacteriaceae

1. Introduction

Eating Disorders (ED) are public health problems that have continued to worsen in recent years
with a prevalence of 3.5% from 2000-2006 to 7.8% in 2013-2018 [1]. Among these disorders, anorexia
nervosa (AN) is characterized by a difficulty in maintaining a minimum weight and an obsession
with weight and body shape [2], the pathophysiology of which is multifactorial and remains partially
debated [3].

Nutrients 2019, 11, 2514; doi:10.3390/nu11102514 www.mdpi.com/journal/nutrients
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Among the proposed mechanisms of AN, the role of the gut microbiota in regulating the physiology
of AN is increasingly recognized [4,5]. Indeed, studies have shown that intestinal microbial composition
is influenced directly by food, in the short and long term [6-8]. Conversely, behavior [9] and appetite [10]
are modulated atleast in part by several gut-microbiota derived signals, among which bacterial products
(e.g., peptides, neurotransmitters) have been shown to influence peripheral and central mechanisms of
satiety, reward [11,12] and anxiety [13]. Finally, microbiota composition is implicated in the regulation
of body composition: dysbiosis has been reported both in obese individuals [14] and in patients with
AN [15]. Moreover, increased Escherichia coli, a leading representative of Enterobacteriaceae in gut
microbiota was also observed in anorexic patients [16]. Altogether, these data strongly suggest that
dysfuncticn of the microbiota-intestine-brain axis in response to exogenous triggering factors might be
a key factor in the onset and/or perpetuation of ED [10,17]. Communication between microbiota, gut
and brain may rely on various microbiota-derived signals, such as proteins, peptides, monoamines,
metabolites, or even gut-produced immunoglobulins gaining access to the brain or modulating afferent
neuronal or hormonal regulations generated in the splanchnic area [17]. Among bacterial proteins,
ClpB (Caseinolytic peptidase B), a heat shock protein produced by Enterobacteriaceae [18] including
E. coli is of particular relevance to the control of satiety [19] since it holds in common a six amino acid
discontinuous epitope sharing molecular mimicry with x-melanocyte-stimulating hormone (x-MSH),
the main central neuropeptide signaling satiety in the hypothalamus [20,21]. In addition, other studies
have shown that a-MSH could also be found at peripheral level [22]. Moreover, a-MSH could induce
the activation of MC4R present on intestinal enteroendocrine L cells [22,23]. Through this specificity,
ClpB could stimulate the secretion by enteroendocrine L cells of the satiating hormones GLP-1 or PYY
and activate vagal and hormonal pathways leading to hypothalamic activation of the POMC neurons
releasing o-MSH [10,11]. In accordance with a role of this protein in the physiological and pathological
regulation of eating behavior, ClpB was found naturally in the plasma of healthy subjects and at a
higher level in patients with eating disorders [24].

In addition to the direct effect of ClpB mentioned previously, the hypothesis that microbial proteins
may also modulate eating behavior through the intestinal production of specific immunoglobulins
(Ig)} can be suggested. Indeed, previous reports have detected Ig which react with x-MSH, in the
sera of both healthy individuals and rats [25]. The levels of these Ig correlate with psychological
traits characteristic of eating disorders [25]. This suggests that 0-MSH reactive Ig may interfere with
melanocortin signaling in both normal and pathological conditions. Moreover, a recent study showed
that the levels of a-MSH-reactive IgG, the binding of melanocortin 4 receptor (MC4R) and the cellular
internalization rate of MC4R-expressing cells were all lower in obese subjects [26]. Inverse results
were found in anorexic and bulimic patients [26]. Other studies also confirmed the implication of
o-MSH reactive Ig in the physiological regulation of feeding and mood [27]. In patients with eating
disorders, increasing ClpB plasma levels correlated with plasma levels of anti-ClpB and anti-«-MSH
Ig [19]. These factors emphasize the physiological involvement of anti-o-MSH Ig in the regulation of
food intake.

Thus, bacterial ClpB protein appears as a candidate for interfering with endogenous pathway of
satiety regulation. To get further insights in its involvement during food restriction, we performed the
present study in a well-established model of food restriction in rodents, the Activity-Based Anorexia
(ABA) model, and evaluated the impact of food restriction on the plasma ClpB protein and its related
Ig and on the proportion of Enterobacteriaceae.

2. Materils and Methods

2.1. Animal Experimentation

Animal experimentation procedures were approved by the Local Ethical Committee of Normandy
(approval CENOMEXA n°1112-05). Male C57Bl/6 mice (Janvier Labs, Genest-Saint-Isle, France), at 7
weeks old were kept in holding cages (four mice per cage) at environmental conditions 22 °C + 3 °C
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and relative humidity of 40 + 20% on a 12 h light-dark cycle with lights on at 10:00 a.m. During
acclimatization period, all mice were given ad libitum access to water and standard food (Kliba Nafag,
Germany).

At D1 of the protocol, all mice were randomized individually into 3 groups: An ad libitum group
(Control, n = 16), a limited-food access group (LFA, n = 16) and an activity-based anorexia group (ABA,
n = 16). ABA mice were placed individually in cages with an activity wheel connected to Running
Wheel ® software (Intellibio, Seichamps, France).

Food access was progressively limited in ABA and LFA groups from 6 h per day at D6, to 3h at
D9 and until the end of the experiment. Mice always had free access to water. Body weight, water and
food intake were measured at 9:00 a.m. each day.

At D10, 8 mice of each group were chosen according to their weight and were anaesthetized
by ketamine/xylazine (Tmalgene® 1000, Murial/Xylazine Rompun 2%, Bayer) intraperitoneally and
were euthanized by decapitation. Blood samples were taken from the mesenteric artery before
decapitation. The hypothalamus was taken to perform qPCR to analyze the anorexigenic (POMC) and
orexigenic (AgRP) neuronal populations. Intracolonic faeces were taken to perform qPCR to analyze
the Enterobacteriaceae DNA. The plasma was recovered after centrifugation (3000x g, 20 min, 4 °C).
Samples were taken and stored at —80 °C if their analysis was not done immediately.

At D17, the end of the experiment, remaining mice underwent the same procedures as D10.

2.2. Permeability

Colon permeability was assessed by measured FITC-dextran (4 kDa} (Sigma) by Ussing chambers.
FITC-dextran (5 mg/mL) was placed on the mucosal side. After 3 h at 37 °C, medium from the
serosal side was removed and stored at —80 °C. The fluorescence level of FITC-dextran (excitation at
485 nm, emission at 535 nm) was measured in a 96-well black plate with spectrometer Chameleon
V (Hidex, Turku, Finland). Values were converted to concentration (mg/mL) using a concentration
standard curve.

2.3. CIpB Concentration

The presence of the protein ClpB was measured by the technique of enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) previously described by Breton et al., 2016 [9]. For this, two antibodies were used: rabbit
polyclonal anti-ClpB (Delphi Genetics, Brussels, BEL) and a mouse monoclonal antibody anti-ClpB
(Delphi Genetics, Brussels, BEL). The optical density was determined at 405 nm using a microplate
reader Infinite F50 (Tecan Life Sciences, Switzerland). Each determination was performed in duplicate.

2.4. ClpB and a-MSH Ig Assay

Plasma levels of Ig reacting with ClpB or a-MSH were measured using enzyme-linked
immunosorbent assay according to a published protocol [28]. For this, a concentration of 2 ug/mL
of ClpB protein (Delphi Genetics, Brussels, BEL) or «-MSH peptides (Bachem, Budendorf, Swiss)
were used to coat 96-well Maxisorp plates (Nunc, Rochester, NY, USA). Mice plasma samples were
diluted at 1:200 in dissociative buffer (3 M NaCl and 1.5 M glycine buffer, pH 8.9) to determine the
total Ig levels. Two antibodies were used for detection: Alkaline phosphatase (AP)-conjugated goat
anti-mouse IgG or anti-mouse IgM (1:2000) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, St. Thomas Place,
Ely, UK). The optical density was determined at 405 nm using an Infinite F50 microplate reader (Tecan
Life Sciences, Switzerland). Blank optical density values (without the addition of plasma samples)
were subtracted from the sample optical density values. Each sample was done in duplicate.

2.5. qPCR Assay for Faecal Enterobacteriaceae DNA

Enterobacteriaceac DNA in faeces were extracted with the ZymoBIOMICS Kit according to the
protocol given by the supplier (ZymoResearch, Irvine, CA, USA). After extraction, the total DNA
was quantified using a NanoDrop spectrophotometer (ThermoScientific, Waltham, MA, USA). qPCR
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was performed on 1 ng/uL of DNA and with Light Cycler®480 SYBR® Green I Master (Roche,
Swiss). The primers for detection of Enterobacteriacene were: 5'-TGTGCCCAGATGGGATTAGC-3’
and 3'-TTAACCTTGCGGCCGTACTC-5. The relative quantity of each DNA was calculated using
standard curves normalized to a reference 16s DNA gene.

2.6. RT-gPCR Assay for Hypothalamus Neuronal Populations mRNA

Hypothalamic total RNA was extracted within cold TRIZOL reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). After extraction, the total RNA was quantified using a NanoDrop spectrophotometer
(ThermoScientific, Waltham, MA, USA). cDNA was generated by reverse transcription with 1 pg of total
RNA using M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). RT-qPCR
was performed on all samples using a BioRad CFX96 Real Time PCR System (BioRad, Hercules, CA,
USA) and SYBR Green Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The primers for detection
of pomc were: 5’-CCTCCTGCTTCAGACCTCCA-3 and 5-GGCTGTTCATCTCCGTTGC-3'; for agrp,
5'-GCAGACCGAGCAGAAGAT-3 and 5'-CTGTTGTCCCAAGCAGGA-3’. The relative quantity of
each mRNA was calculated from standard curves, normalized to a reference gapdh gene.

2.7. Statistical Analysis

Data are shown as means +/— standard error of means (SEM). Before statistical analysis the
normality was evaluated by the Kolmogorov-Smirnov test. Then, statistical significance was calculated
by the unpaired -test, one-way ANOVA or two-way ANOVA, as appropriate. All statistical calculations
were performed using Prism 6.0 software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) and p < 0.05
was considered as significant.

3. Results

3.1. Body Weight and Food Intake

During the adaptation phase (D1-D6), the animals had the weight between 20 g and25 g. From the
beginning of the dietary restriction (D6), the animals started to lose weight. The ABA and LFA mice
lost significant weight compared to the control (** p < 0.01, D7, D8). This difference in weight loss
continues until the end of the experiment (D17) (*** p < 0.001, D9 to D17). From D10 until the end of
endurance, ABA mice lost significantly more weight than the LEA mice (* p < 0.05, D10, D12; ** p < 0.01,
D13 to D17) (Supplementary data, Figure 1A).

Food intake (Supplementary data, Figure 1B) of ABA mice increased between D4 and D6 as
compared to LFA and the control mice (*** p < 0.001) (Supplementary data, Figure 1B), (*** p < 0.001,
D6) (Supplementary data, Figure 1C). However, since the beginning of the limited access to food (D7),
food intake decreased significantly in all groups (*** p < 0.001) (Supplementary data, Figure 1B,C).
At D10, when access time to food is shortest, food intake was significantly reduced compared to D6
(before restriction) (*** p < 0.001) with a reduction of 34% in the LFA group and 58% in the ABA group
(Supplementary data, Figure 1C).

From D11, restriction was even intensified for the ABA group compared to the LFA group
(*p <0.05, D12; * p < 0.01, D13; *** p < 0.001, D15) (Supplementary data, Figure 1B) until the end of
this experiment (reduction of 16.4%) (Supplementary data, Figure 1C).
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Figure 1. Intestinal permeability measure and ClpB concentration in plasma. The intestinal permeability
was measured by an ELISA assay after FITC-dextran passage in the ussing chamber (A) at D10 and (B)
at D17. The ClpB concentration was measured in plasma in pM by an ELISA assay (C) at D10 and (D)
at D17. Data are means + SEM. Unpaired Mann-Whitney test (A, p = 0.0541) or ne-way ANOVA test
with Holm-Sidak’s post-tests (C,D); *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05.

3.2, Wheel Activity

Total wheel activity increased during the restriction phase (D6-D10) of ABA mice. (Supplementary
data, Figure 2A,B) as compared to the adaptation phase (D2-D5) which resulted mainly from an
increased activity during the dark phase. (Supplementary data, Figure 2C,D). From D9, wheel activity
decreased during the dark phase (Supplementary data, Figure 2C,D), while it increased during the
light phase (Supplementary data, Figure 2E,F) vs. D6-D10.

3.3. Intestinal Permeability, ClpB and Immunoglobulins Plasma Levels

Intestinal permeability assessed in vitro by FITC-dextran flux increased at D10 (Figure 1A) while
no difference was observed at D17 (Figure 1B).

ClpB protein concentration in plasma increased significantly at D10 (Figure 1C) and D17 (Figure 1D)
in ABA and LFA groups vs. controls.

The plasma levels of anti--MSH IgG were increased at D10 and D17 in LFA vs. controls and the
ABA group (Figure 2A,B). IgM anti-x-MSH levels were increased at D10 and D17 in LFA and ABA vs.
controls (Figure 2E,F). The anti-ClpB IgG were increased at D17, but not at D10 in LFA vs. controls and
ABA group (Figure 2C,D). The anti-ClpB I[gM were increased at D10 but not at D17 in LFA vs. controls
and vs. ABA group at D10 (Figure 2G,H).
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Figure 2. Impact of food restriction and physical activity on modulation of anti-ce-MSH and anti-ClpB
IgG and IgM. Anti-e-MSH and anti-ClpB IgG antibodies (%) (A,C) at D10 and (B,D} at D17 were
measured in plasma. Anti-a-MSH and anti-ClpB IgM were measured in the same way at (E,G) at D10
and (F,H) at D17 in plasma. Data are means + SEM. Unpaired Mann-Whitney test (D,F) or unpaired
t-test (A,B,E,G,H); *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05,% p < 0.10.

81



Nutrients 2019, 11, 2514 70f 13

3.4. Faecal Enterobacteriaceae DNA

Relative quantitative amount of Enferobacteriacese DNA in faeces was not different at D10
(Figure 3A) but increased at D17 (Figure 3B). This increased in Enferobacteriaceae DNA is positively
correlated with the ClpB plasma concentration (Figure 3C).
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Figure 3. Enterobacteriacene DNA in faeces and correlation with ClpB Plasma concentration. Relative
quantitative expression of Enferobacteriaceae DNA in faeces by qPCR (A) at D10 and (B) at D17. The
relative expression was calculated with a 1 ng/ul. Enterobacteriaceae concentration normalized by
16sDNA gene. (C) Correlation between Enterobacteriacene DNA in faeces and ClpB plasma concentration
(pM). Data are means + SEM. Unpaired Mann-Whitney test (A,B) or Pearson correlation (C); ** p < 0.01,
*p <0.05.

3.5. Hypothalamic Neuropeptides

Hypothalamic POMC mRNA relative expression increased in LFA and ABA groups at D10
(Figure 4A) and D17 (Figure 4B). AgRP mRINA relative expression was not altered at either D10
(Figure 4C) or D17 (Figure 4D).
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Figure 4. Impact of food restriction on neuronal population gene expression. Relative quantitative
expression of (A,B) POMC and (C,D) AgRP mRNA in the hypothalamus by qPCR. The relative
abundance of mRNA was calculated as the ratio of the normalized level (SQ of gene of interest
mRNA/SQ of GAPDH mRNA). Data are means + SEM. Unpaired -test (A,B); ** p < 0.01,* p < 0.05.

4. Discussion

In this study, we highlighted that an increase of ClpB plasma concentration correlated with the
relative amount of Enferobacteriaceae in faeces of food restricted mice. As expected in the ABA model,
mice significantly lost weight which was amplified by the wheel activity of ABA mice [29,30]. Reduced
food intake in ABA was not a consequence of wheel activity, since activity ceased when food was again
available, which rather suggests that the hyperactivity was a consequence of food restriction.

Several studies have previously reported an increase permeability in the colon of ABA mice [31,32]
which suggests that a dysfunction of the intestinal barrier may occur during anorexia nervosa. In the
present study, the increased intestinal permeability observed at D10 was associated with an increase
in the plasma concentration of the ClpB protein. Accordingly, a previous study from our group [33]
reported alterations of the colonic mucosa proteome in ABA mice, suggesting that a decreased energy
supply to the colonic mucosa may compromise its functional integrity metabolism [33].

No difference in intestinal permeability or ClpB levels were observed between the LFA and ABA
groups. This suggests that physical activity alone has no significant effect on colonic barrier function in
this model, and that food restriction induces the increase of ClpB protein plasma level. This increased
ClpB may result from an increased transcellular passage of this protein across the enterocytes. In fact,
the enterocyte endocytosis of intact proteins is a well-established process. Milk proteins such as
B-lactoglobulin (18.36 kDa) and a-lactalbumin (14.2 kDa) can cross the enterocytes via a non-specific
liquid phase endocytosis mechanism and reach the basolateral side by a transcytosis mechanism [34].
Even larger proteins such as the 44 kDa glycoprotein Horseradish Peroxidase (HRP) can enter the
intestinal absorptive cells by apical endocytosis [35]. Thus, endocytosis of the whole 96 kDa ClpB
looks plausible.

Alternatively, paracellular passage may be possible for lower molecular weight proteins or
fragments. An increased paracellular passage may be allowed by a degradation of the intercellular
tight junction proteins network (e.g., occludin, claudin-1) [36], as already reported in inflammatory
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bowel diseases [37,38], irritable bowel syndrome [39,40], obesity [41] and malnutrition states [42]
including the ABA model [31], and several intestinal diseases [43]. This paracellular pathway may be
of relevance for the fragments of ClpB. Indeed, the ClpB protein has a capacity to fragment naturally as
shown in vitro (Mogk et al., 1999}, and smaller fragments may access the basolateral space before finally
reaching the plasma compartment. This hypothesis is consistent with the increased ex vivo colonic
passage of the FITC Dextran molecule (4 kDa) observed in food restricted mice. Our home-made
ELISA test probably identified both the whole ClpB protein and several of its fragments.

In the present study, we also observed that food restriction induced changes in the plasma levels
of anti-&-MSH IgG and IgM. The most consistent finding was an increase of anti-a-MSH IgG and
IgM in the LFA group at D10 and D17. This immune activation may result from the activation of the
hypothalamo-pituitary axis with the increased release of CRF and related-peptides such as a-MSH [44],
and consequently an increase in the corresponding Ig. Our results suggest a higher increase of
anti-o-MSH Ig as compared to anti-ClpB Ig. This may reflect the fact that the primary antibodies
used for the ELISA assay may recognize other epitopes in the «-MSH structure in addition to those in
common with ClpB. Furthermore, this increase could be a consequence of food restriction, with or
without activity, which is stressful for mice. A previous study showed that repeated exposure of rats to
mild stress induced by food restriction and repeated blood sampling increased the levels and affinity
of a-MSH reactive IgG Ig [27]; passive transfer of these Ig purified from the blood of stressed to naive
animals induced acute food intake and suppressed anxiety. This suggests that the production of these
Ig might be an adaptive response to stress aiming to counteract its effects by blunting the satiating
effect of ®-MSH. The moderate increase of anti-oa-MSH Ig in the ABA group raises the question of a
possible immunosuppressive effect caused by intense physical activity, which remains debated [45].
Although other studies need to be done, these results confirm the hypothesis proposed by Fetissov et
al. that the anorexia physiopathology performed from altered signaling between the gut microbiota,
the immune system and the neuropeptides involved in feeding behavior regulation [46].

In our study, colonic content analysis showed an increase proportion of Enterobacteriaceae DNA in
the ABA group at D17 compared to controls, with intermediate values in the LFA group. This is in
accordance with the increased ClpB plasma level at D17, since Enterobacteriaceae are known to produce the
ClpB protein [18,24]. Already at D10 an increased production and/or release of ClpB by Enterobacteriaceae
may have occurred before a significant growth of this family. Accordingly, the Enterobacteriaceae DNA
correlated with ClpB plasma concentration across groups. Moreover, the significant correlation
between the ClpB protein plasma levels and the relative amount of Enterobacteriaceae seen only in
the anorexic mice suggests that dietary restriction impairs microbiota composition. The increased
Enterobacteriaceae and ClpB protein production is in accordance with previous papers reporting
increased Enterobacteriaceae in patients with anorexia and in malnourished animals [15]. Under critical
dietary restriction conditions, an increased production of ClpB may also be an adaptive process to
support the survival of the microorganism since ClpB is a chaperone protein [47]. Accordingly, Breton
et al. reported that the production of ClpB by in vitro E. coli was increased in the stationary growth
phase, after the disposal of added nutrients during the exponential phase [11]. The food restriction led
to an increase in Enterobacteriacene population, combined with an increase in both ClpB production and
colonic permeability, together these factors have led to abnormally high plasma levels of ClpB.

The increased plasma concentration of ClpB or its fragments allows a direct central effect at the
hypothalamic level of stimulating the POMC-related satiating pathways [11] which in turn contribute
to either the onset or the perpetuation of anorexia and hyperactivity which could be explain by a
satiating and anxiogenic effects of ClpB mimicking o-MSH [19].

It is important to emphasize that this biological approach of anorexia nervosa does not come
in contradiction with the well-established triggering role of psychological stress. Indeed, stress
might reduce food intake at the hypothalamic level or via the mesocorticolimbic system, but also at
the peripheral level by increasing intestinal permeability [48,49] and altering microbiota virulence,
proliferation and release of pro-inflammatory and anorexigenic signals acting on neuronal afferents [50,
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51]. Using the data from this article and others, we can propose anintegrative perspective (Figure 5)
which links dietary restriction, stress, microbiota-gut-brain axis dysregulation (including increased
ClpB signaling) and the on-going self-maintenance of anorexia nervosa. When fully confirmed, this
approach may open innovative therapeutic perspectives via modulation of gut microbiota by different
nutritional, microbial or pharmacological approaches [52,53].
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Figure 5. Vicious circle of the physiopathology of anorexia nervosa. Anorexia is characterized by
psychological disorders (deformation of the self-image, obsessive fear of gaining weight) which are the
cause of a restriction of food intake. This limited dietary intake leads to dysbiosis, characterized by an
increase in Enterobacteriacene within the microbiota. This increase generates an increased production
of the ClpB protein, resulting from the prolongation of the stationary growth phase of these bacteria.
In parallel, dietary restriction also causes an increase in intestinal permeability, which explains the
increased passage of this protein through the intestinal mucosa. This protein is then found in the
bloodstream with the other satietogenic peptides (GLP-1, PYY) released via the activation of the MC4R
receptor present on the L cells. The mechanism of passage of this protein through the mucosa remains
unknown, but hypotheses suggest that it may pass through the mucosa in fragments or through
a mechanism of endocytosis. Finally, because of its anorectic action, the ClpB protein can activate
anorexigenic neuronal populations such as POMC, whose response will lead to an increase in satiety.

As well, the vicious cycle of the physiology of ancrexia nervosa will can continue...

5. Conclusions

In conclusion, we have shown here that bacterial ClpB plasma levels increase during dietary
restriction in mice, regardless of physical activity, and correlates with amount of Enterobacteriaceae
in feces. This brings additional arguments for the role of the gut microbiota in the mechanisms of
eating disorders and so, suggests its impact in the perpetuation and self-maintenance of the anorexia.
These data suggest that nutritional or probiotic interventions aiming to restore gut microbiota may be
useful in the therapeutic strategy of eating disorders.

Supplementary Materials: The following are available online at http:/www.mdpi.com/2072-6643/11/10/2514/
s1, Figure 51: Food restriction model confirmation-Body weight and Food intake, Figure S2: ABA model
confirmation-Wheel activity.
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RESUME

Contexte : La Caseinolytic peptidase B (ClpB) identifiée chez les bactéries appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae est une protéine mimétique de I'a-MSH. En conséquence, la protéine ClpB peut
exercer des effets analogues a ceux de I'a-MSH sur la consommation alimentaire. Il a déja été rapporté
gue cette protéine stimulait la production du peptide satiétogene PYY par les cellules entéro-
endocrines chez les rongeurs. Cependant, aucune étude n’a encore confirmé in vivo I'effet anorexigene
de la protéine ClpB. Aussi, il a été rapporté que la protéine ClpB peut se fragmenter naturellement.
L’objectif de cette étude a donc été d’évaluer I'effet anorexigene de la protéine ClpB et de le comparer

a l'un de ses fragments.

Matériels et méthodes : Des cultures de cellules de muqueuses intestinales primaires de Rat ont été

incubées avec la protéine ClpB recombinante intacte (ClpB96) traitée thermiquement ou bien avec des
protéines extraites d’E. coli WT et d’E. coliAClpB, apres fragmentation préalable par la trypsine. La
libération de PYY dans le surnageant a été analysée par technique ELISA. Les fragments de la protéine
ClpB apreés traitement thermique (45°C pendant 30min) ou avec la trypsine (37°C pendant 20min) ont
été analysés par Western blot en utilisant des anticorps polyclonaux anti-ClpB et anti-a-MSH. L'effet
sur la prise alimentaire quotidienne de la protéine CIpB96 ou du fragment de 25kDa (ClpB25) identifié
précédemment a été évalué apres une et des injection(s) intrapéritonéale(s) unique ou répétée(s) chez

des souris males C57BI/6 et ob/ob en utilisant le systéme BioDAQ®.



Résultats : La protéine ClpB fragmentée a augmenté in vitro la production de PYY par les cellules de la
mugqueuse intestinale. Les protéines bactériennes fragmentées d’E. coli WT mais pas d’E.coli ACIpB ont
également augmenté la production de PYY. Le fragment de 25kDa de la protéine ClpB portant le
mimétisme moléculaire avec I'a-MSH est identifié dans la protéine ClpB fragmentée par Western Blot.
Les injections intrapéritonéales de protéine ClpB96, contrairement a celles du fragment ClpB25 ont
réduit de maniére significative la prise alimentaire cumulative sur 2h chez les souris C57BI/6 et ob/ob

(*p<0,05), avec un effet plus prolongé chez ces dernieres.

Conclusion : Cette étude confirme |'effet anorexigene de la protéine recombinante ClpB96. D'autres
études sont nécessaires pour identifier d’autres fragments susceptibles de reproduire les effets
anorexigenes de la protéine ClpB96 afin d’optimiser la cinétique de I'administration et de renforcer

|'effet anorexigene de la protéine ClpB96 ou de ses fragments.

*% %

ABSTRACT

Background. Caseinolytic protease B (ClpB) identified in Enterobacteriaceae is a mimetic protein of the
satiety-signaling peptide a-MSH. Accordingly, ClpB could exert a-MSH-like effects on food intake by
the production of the satietogenic peptide PYY in rodents. Moreover, it has been reported that ClpB

can fragment naturally.

Objective. The objective of this study was evaluated a potential anorexigenic effect of ClpB protein or

one its fragments

Methods. Primary rat intestinal mucosal cells cultures were incubated with intact or heat-treated
recombinant ClpB or with proteins extracted from E. coli WT and E. coliACIpB incubated, after or
without previous fragmentation by trypsin. PYY release in the supernatant was analyzed by ELISA. ClpB
fragments after heat or trypsin treatment were analyzed by Western blot using anti-ClpB and anti- a-
MSH antibodies. The effects on daily food intake of intact recombinant protein ClpB or the previously
identified 25 kDa fragment were evaluated after single or repeated intraperitoneal injection in male

C57BI/6 and ob/ob mice using the BioDAQ® system.

Results. Fragmented ClpB protein increased PYY production by cultured intestinal mucosal cells
(*p<0.05). Accordingly, fragmented bacterial proteins from WT but not E. coliAClpB also increased PYY
production. A 25 kDa ClpB fragment bearing molecular mimicry was detected in fragmented ClpB.

Intraperitoneal injections of intact ClpB protein but not of the 25 kDa fragment significantly decreased



2 h cumulative food intake in control (***p<0.01) and ob/ob (*p<0.05) mice, with a more prolonged

effect in the latter.

Conclusion. This work demonstrates an anorexigenic effect of the recombinant ClpB protein. Further
studies are needed to identify fragments other than the 25kDa fragment that may reproduce the
anorexic effects of the whole ClpB protein and to optimize the kinetics of ClpB or fragment

administration to reinforce the anorexigenic effect.

Keywords: ClpB, fragments, obesity, microbiota



INTRODUCTION

Obesity is a major public health problem. In 2016, more than 650 million adults (> 18 years old)
were obese (1). According to the WHO, obesity is defined by a body mass index (BMI) > 30 mg/m?
significantly affecting the quality of life of patients (2). It is also a risk factor for many diseases, such as

type Il diabetes (3), cancer (4) and cardiovascular disease (5).

The role of the microbiota in the pathophysiology of obesity is increasingly recognized and has already
been suggested by early 16sRNA analysis, showing a dysbiosis with Bacteroidetes/Firmicutes ratio
decreased in obese patients or in ob/ob mice, a genetic model of obesity (6). Others studies have also
highlighted in obese patients a decrease of the archae Methanobrevibacter smithii and of E. coli, one
of the main representatives of the order of Enterobacteriales (7). These data raise the question that
under pathological conditions, the body adapts and reacts to the various associated disturbances,
modifying the diversity and composition of the intestinal microbiota (8). Central orexigenic (NPY/AgRP)
or anorexigenic (POMC/a-MSH) neuronal populations (9) can integrate peripheral signals (metabolites,
peptides, hormones etc.) present in the bloodstream (10) through the MC4R receptor presents in
enteroendocrine cells (11). In addition, luminal or secreted satiety signals may also act on the MC4R
receptors of the enteroendocrine L cells of the intestine (12). The impact of these signals and their
actions at central and peripheral levels confirm the importance of an active communication along the

"microbiota - gut - brain" axis (9), (10).

Furthermore, previous studies from our group (13) have highlighted that a bacterial protein, the
caseinolytic peptidase B (ClpB), present in E. coli shares a common epitope of six amino acids with a-
melanocyte-stimulating hormone (a-MSH), a central and peripheral anorexigenic neuropeptide (14),

(11).

Accordingly, we previously suggested physiological and similar anorectic reactions to ClpB compared
to a-MSH with E. coli K12 WT (producer of ClpB protein) while administration of E. coli K12 ACIpB, not
producing ClpB protein, did not influence food intake nor body composition (13), (15). In addition,
intraperitoneal injections of proteins from E. coli WT in rats decreased food intake and induced an
increase of plasma PYY level (16) suggesting that the effect of ClpB protein is mediated at least in part
by PYY secretion. This hypothesis was recently confirmed in vitro with a dose-dependent secretion of

PYY by cultured rat intestinal cells treated with ClpB (Dominique et al. 2019).

In a pilot clinical study, ClpB protein was also found at an increased level in the plasma of patients with

eating disorders (Breton et al. 2016). This increased of ClpB level was also observed in a mice model



of anorexia (19). By its molecular mimicry with a-MSH, plasma ClpB may modulate the mechanisms of

appetite directly or by modulating of the action of anti-a-MSH and anti-ClpB antibodies (13), (20).

Another bacterium from the Enterobacteriales family, H. alvei, also produces ClpB protein and exerts
anorexigenic effects in preclinical models of obesity (15). However, a direct effect of isolated ClpB

protein on food intake had not been evaluated so far.

Otherwise, Mock and his collaborators showed that this protein has also the capacity to fragment
naturally (21). However, it is not known whether the ClpB fragments generated by the microbiota can

also stimulate the synthesis of PYY and GLP-1 or if have a direct effect in food intake.

To test this hypothesis, we first investigated whether fragments of ClpB protein could stimulate the in
vitro production of PYY by cultured rat intestinal cells. And after to have identified a ClpB fragment
sharing molecular mimicry with a-MSH, we evaluated in vivo the anorexigenic effect of ClpB protein

and this fragment.

MATERIALS & METHODS

E. coli WT and E. coliAClpB bacterial culture

E. coli K12 WT and E. coli K12 deleted for ClpB (E. coliAClpB) were cultivated at 37 °C in Mueller-Hinton
(MH) medium (Sigma-Aldrich, Mo, US). The growth rate of the bacteria was monitored every hour by
measuring the optical density at 600 nm using a spectrophotometer (BioMate, ThermoElectron
Corporation, Waltham, MA, USA) until reaching the stationary phase (7 h). After a centrifugation step

(4300 rpm, 30 min, 4 °C), the bacterial pellet was used for protein extraction.
Bacterial proteins extraction

Bacterial pellet was dissolved in an extraction buffer (PBS + 1% of a protease inhibitor cocktail, Sigma),
sonicated (20% amplitude for 30 s) and centrifuged (12 000 g, 5 min, 4 °C) to separate cellular debris
from the cytoplasmic content. The supernatant was taken and stored at -80 °C if their analysis was not

immediately.
Proteins fragmentation

Proteins E. coli K12 WT and E. coliAClpB were fragmented with 0.25% trypsin without EDTA (Sigma,
Poole, UK) during 20 min at 37 °C. Recombinant ClpB protein (total form) at 10.6 mg/ml was
fragmented by a thermal shock (30 min at 45 °C in water bath). After incubation, the fragmentation

was immediately stopped by placing tubes on ice.



ClpB fragments identification

After fragmentation, Laemli solution without B-mercaptoethanol was added to perform Western Blot
on 20% acrylamide SDS gel in Tris-Glycine buffer (Biorad, Hercules, USA) and transferred to a
nitrocellulose membrane (GE Healthcare, Orsay, France). The membrane was then blocked during 1 h
at room temperature with 5% (w/v) BSA (Bovine Serum Albumine) in TBST (10 mmol/L, pH 8, 150
mmol/L NaCl) + 0.05% (w/v) Tween 20. The membrane was then incubated overnight at 4 °C with
rabbit polyclonal anti-ClpB antibodies (1:5000, Delphi Genetics, Bx|, BEL) or rabbit polyclonal anti-a-
MSH antibodies (1:1000, Phoenix Pharmaceuticals, Inc.). The membrane was then washed three times
and the peroxidase reaction was revealed using the ECL detection kit (GE Healthcare, Orsay, France).
Protein bands were compared to a molecular weight standard (Precision Plus, Biorad, Ca, USA) and

films were scanned using ImageScanner Il (GE Healthcare, Orsay, France).
ClpB Fragment (25 kDa) Production

The 25 kDa fragment was produced by Delphi Genetics according to the previously published sequence

(22) at a final concentration of 0.28 mg/ml.

Rat intestinal cells primary culture

Animal experimentation procedures were approved by the Local Ethical Committee of Normandy
(approval n°6701-2016083016464059 v5). 7 week male Sprague-Dawley rats were purchased from
Janvier Labs (Genest-Saint-Isle, France) and were kept for 1 week in standard rat holding cages (two
rats per cage) in a specialized animal facility to acclimate them to the environmental conditions: 22 °C
+ 3 °C, relative humidity 40 + 20% and 12 h of the dark/light cycle. All rats were given ad libitum access

to drinking water and food (Kliba Nafag, Germany).

The protocol of intestinal cells primary culture was adapted from Psichas and al. (23). Rats were killed
by decapitation, and the colon and ileum were taken and washed firstly with an ice-cold PBS and
secondly with ice-cold Leibowitz L-15 medium (Sigma-Aldrich, Mo, US). The intestinal tissues were then
scraped and the scraping digested with 0.4 mg/ml collagenase XI (Sigma) in high-glucose DMEM (1%
L-Glutamine, 1% Penicillin,1% Streptomycin, 1% and non-essential amino acids) during 10 min at 37 °C.
Cells suspensions were centrifuged (10min, 400 g) and the pellets were resuspended in High-Glucose
DMEM (the same as previously but with 10% fetal bovine serum (FBS). Cell suspensions were finally
filtered through a nylon mesh (pore size 100 um, Merck Millipore, Ms, USA) and put onto 24-well, 1%
Matrigel-coated plates (Corning, NY, US). The plates were incubated overnight at 37 °C in an
atmosphere of 95% O, and 5% CO,.



Gut hormone secretion experiments

After 24 hours of culture, intestinal cells were placed in a water bath. The culture medium was gently
aspirated and secretion buffer to the plates (4 mM KCIl, 138 mM NaCl, 1.2 mM NaHCOs, 1.2 mM
NaH,P04, 2.6 mM CaCl;, 1.2 mM MgCl, and 10 mM HEPES adjusted to pH 7.4 with NaOH) further
incubated for 20 min. Total protein extracted from E. coli K12 wild type (WT) or ClpB mutant (ACIpB)
E. coli strains, previously generated in the Bernd Bukau’s laboratory (Center for Molecular Biology,
Heidelberg University, Germany) at 15 ng/uL and fragmented by trypsin (20 min, 37 °C) were included
in the secretion buffer of respective groups. Additionally, recombinant 96 kDa ClpB protein (Delphi
Genetics, BxI, BEL) at two concentrations: (13 nM and 130 nM) and fragmented by thermal shock (30
min at 45 °C) were added to the secretion buffer. Cells incubated with PBS were used for controls.
After 20 min of incubation, the buffer was aspirated and cells were treated with a lysis buffer (50
mmol/L Tris-HCI, 150 mmol/L NaCl, 1% IGEPAL CA-630, 0.5% deoxycholic acid + protease inhibitor
cocktail (Sigma). Cells were then collected with a cell scraper and the lysates were centrifuged (12 000
g, 20 min) and stored at -80 °C until the PYY assay using a Fluorescent Immunoassay Kit® (Phoenix

Pharmaceuticals, Inc, Phoenix, USA) according to the manufacturer’s instructions.

In vivo single and repeated administration of ClpB in mice

Animal experimentation procedures were approved by the Local Ethical Committee of Normandy
(approval n°6701-2016083016464059 v5 ). 7 week male C57BI/6 and ob/ob mice rats were purchased
from Janvier Labs (Genest-Saint-Isle, France) and were kept for 1 week in standard mice holding cages
(three mice per cage) in a specialized animal facility to acclimate them to the environmental conditions:
22 °C £ 3 °C, relative humidity 40 + 20% and 12 h of the dark/light cycle. All mice were given ad libitum

access to drinking water and food (Kliba Nafag, Germany).

On the first day of experiment, male C57BI/6 mice were placed in the individual BioDAQ mouse cages
(Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ) to measure individual food intake (n=5 for controls, n=10 for
ClpB groups). Each mouse received daily over 10 days intraperitoneal injections at 9:00 (single
injection) and 9:00 and 16:00 (repeated injections) of either (1) physiological serum, (2) total ClpB
(ClpB96) at 0.95 pg/ml. (3) ClpB fragment of 25 kDa (ClpB25) at 0.50 pg/ml. Mice were kept on free
water access. Body weight, water and food intake were measured at 9:00 am each day before injection.
At the end of the experiment, mice were anaesthetized by ketamine/xylazine intraperitoneally and
were euthanized by decapitation. All data were analyzed using BioDAQ data viewer 2.3.07 (Research

Diets, Inc., New Brunswick, NJ).



Statistical analysis

Normality was evaluated by the Kolmogorov—Smirnov test. Statistical significance was calculated by
unpaired t-test, one-way ANOVA or two-way ANOVA, as appropriate. Data are shown as means
standard error of means (SEM). All statistical calculations were performed using Prism 6.0 software

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) and *p<0.05 was considered statistically significant.
RESULTS

Effects of bacterial proteins and ClpB protein on PYY secretion by cultured rat intestinal cells.

At the dose of 15 ng/ul E. coli WT proteins fragmented with trypsin stimulated significantly PYY

secretion compared to control (*p<0.05) and E. coliAClpB groups (*p<0.10) ( ).

Heat-fragmented (45 °C during 30 min) 12.5 nM and 125 nM ClpB protein increased (both p<0.05) PYY

secretion ( ).
ClpB fragment (25kDa) identification
A first Western Blot of ClpB protein after enzymatic fragmentation with trypsin highlighted a ClpB

fragment at molecular weight of 25 kDa revealed with polyclonal anti-a-MSH ( ) or anti-ClpB
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Effects of fragmentation on bacterial proteins and ClpB protein on PYY secretion.

PYY relative secretion (ng/ul) (A) after incubation of total proteins of E. coli K12 WT or E. coliAClpB at 15ng/ml,
after enzymatic fragmentation by trypsin (37°C, 20min) or (B) after incubation of ClpB protein at two
concentrations: 13nM and 130nM, after thermal fragmentation (45°C, 30min). Data are means + SEM. Unpaired
t-test (A, B); *p<0.05, $p<0.10.

( ) antibodies. A second Western Blot, after heat fragmentation (45°C during 30 min) of ClpB



protein, revealed a fragment of the same size with polyclonal anti-a-MSH ( ) or anti-ClpB

( ) antibodies.
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ClpB fragment (25kDa) identification by Western-Blot and localization on the sequence of ClpB
protein.

Identification by Western Blot of a ClpB fragment (~25kDa) after enzymatic or thermal fragmentation
revealed with (A, B) polyclonal anti-a-MSH and (C, D) polyclonal anti-ClpB. Localization of (A) the fragment
(25kDa) on sequence of total ClpB protein according to the previously published by Axel Mogk et al. 2003. (B)
ClpB25 position on ClpB protein three-dimensional structure realized by PyMOL software®.

Localization of the ClpB fragment (ClpB25) in ClpB protein sequence

The localization of the 25 kDa fragment ClpB was determined according to the previously published
sequence(22). The sequence alignment between the Mogk fragment and the recombinant protein
showed that this fragment was at the center of the ClpB protein and that it contained the molecular
mimicry of a-MSH in its N-terminal part ( ). The 3D visualization performed on PyMOL

software confirms these results ( ).



In vivo effects of ClpB in C57Bl/6 mice

Single injection of ClpB96 or ClpB25 tended to decrease food intake, with a significant difference at
135 min after injection (*p<0.05) ( ). Compared to basal period, food intake decreased after
injection of ClpB96 (**p<0.01) and ClpB25 (*p<0.10) vs controls ( ). This decrease was more
pronounced after ClpB96 than ClpB25 (**p<0.01) ( ). No difference in body weight was noted

at the end of experiment ( ).
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(A) Cumulative food intake (g) measured 2h after one injection and (B) compared to basal period. (C) Body weight

measured at the end of the experiment. Data are means + SEM. Two-way ANOVA test with Tukey’s post-test (A),
Unpaired t-test (B); **p<0.01, *p<0.05, $p<0.10.

Repeated injections of ClpB96 at 0.95 pg/ml in C57Bl/6 mice and ob/ob mice ( ) significantly
decreased food intake ( ). On average, food intake 2h after injection of ClpB96 over 11 days
was reduced by 25% in C57BI/6 ( )and 22% in ob/ob mice ( ); the effect of each ClpB96

injection lasted approximately over 4 hours, and was followed by a rebound compensatory effect until
the start of the day phase ( ). No difference on body weight was noted at the end of

experiment ( ).
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Effects of repeated injections of ClpB96 on food intake in C57BI/6 and ob/ob mice.

Cumulative food intake (g) measured 2h after daily injection ClpB96 in (A, B, C) C57BI/6 or (E, F, G) ob/ob mice
for 11 days, (B and E) at the end of experiment, at 120min and (C, D) A cumulative food intake during 12h. Body
weight gain (g) last day in (D) C57BI/6 or (H) ob/ob mice. Data are means + SEM. Two-way ANOVA test with
Sidak’s post-test (A, E), Unpaired t-test (B, F); ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05, $Sp<0.10.

Repeated injections of ClpB25 at 0.50 pug/ml on C57BI/6 or ob/ob mice ( ) weren’’t decreased
of food intake ( ). So, no difference on body weight was noted at the end of experiment
( ).
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Effects of repeated injections of ClpB25 on food intake in C57BI/6 and ob/ob mice.

Cumulative food intake (g) measured 2h after daily injection of ClpB25 in (A, B, C) C57BI/6 or (E, F, G) ob/ob mice
for 11 days, (B, E) at the end of experiment, at 120min. Body weight gain (g) last day in (C) C57BI/6 or (F) ob/ob
mice. Data are means + SEM. *p<0.05, $p<0.10.



Two repeated daily injections of ClpB96 at 0.95 pg/ml on C57BI/6 mice ( ) significantly

decreased food intake after 19 days of injection (*p<0.05) ( ) unlike injections of ClpB25 at
0.50 pg/ml ( ). No difference on body weight was noted at the end of experiment (
).
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Effects of two daily repeated injections of ClpB96 and ClpB25 in C57BI/6 mice.

Cumulative food intake (g) measured each day before injection of (A) ClpB96 and (C) ClpB25 in C57BI/6 mice
for 19 days. Body weight gain (g) last day in (B) for ClpB96 and (D) for ClpB25e. Data are means + SEM. Two-
way ANOVA test with Sidak’s post-test (A) *p<0.05.

DISCUSSION

In this study, we demonstrated directly for the first time an in vivo anorexigenic effect of ClpB96
protein in mice. We also demonstrated an increase of PYY secretion in response to fragmented ClpB96
in an in vitro model of rat enteroendocrine intestinal cells; in contrast, the 25 kDa fragment of ClpB did

influence in vivo food intake.

We recently reported that recombinant ClpB dose-dependently stimulated PYY secretion by rat
intestinal enteroendocrine cells and that bacterial proteins of E. coli WT, containing ClpB protein also

stimulated PYY secretion in this in vitro model while bacterial proteins of E. coli depleted of ClpB (E.



colinClpB) did not affect PYY secretion (17). This PYY increase probably contributes at least in part to

the anorexigenic effect of ClpB protein.

It is well established that enteroendocrine L-cells secrete satietogenic hormones, such as PYY or GLP-
1(24) and other studies have reported that PYY production may be elicited at least in part via activation
of melanocortin 4 receptor (MC4R). Since ClpB has a molecular mimicry with a-MSH, the effects of
ClpB on PYY secretion could be mediated by the MC4R receptor. However, this mechanism has not

been confirmed so far.

The present study extends these findings by showing the anorexigenic potential of fragmented
bacterial proteins of E. coli WT and of fragmented recombinant ClpB on PYY secretion by the rat

intestinal enteroendocrine cells.

In this study, Western blot analysis with polyclonal anti-a-MSH and anti-ClpB of enzymatically or
thermally fragmented ClpB revealed a high intensity band of 25 kDa (ClpB25). This fragment could be
the same as that detected by Mock and collaborators in 2003 after incubation of the ClpB with the
subtilisin enzyme (22). The fragment identified in this latter study held the pharmacophore’s in the N-
terminal position. By this characteristic, we can hypothesize that this fragment could account for the
anorexigenic effects of ClpB protein. Due to its small size, this fragment may also pass the intestinal
barrier and act centrally (16). For this reason, we have conducted in vivo studies on the effect of
peritoneal injection of ClpB96 and ClpB25 on food intake. Single injection of ClpB96 or ClpB25 induced
a decrease of food intake compared to the control, the stronger effect being obtained with ClpB96.
Repeated injections confirmed a moderate anorexigenic effects of CIpB96 with a 20% decrease of food
intake and that this effect lasted about 4 hours after injection as well in standard C57BI/6 and in ob/ob
mice. The lesser effect ob/ob mice could be related to the natural hyperphagic behavior of this model.
Cessation of anorexigenic response to ClpB after a few hours may reflect the degradation of ClpB

and/or return to baseline of PYY secretion, as already described in the post-prandial phase (28).

The central position of the pharmacophore of ClpB96 identified by sequence analysis is likely to confer
protection against exonucleases in intestinal medium, explaining the anorexigenic effect of ClpB96. In
contrast, the pharmacophore of ClpB25 in located in the N-terminal position, which can lead to a rapid
degradation by exonucleases explaining the lack of effect of CIpB25 on food intake. Additional in vivo
experiments with a modified formulation allowing protection of ClpB96 and of ClpB25 should be
considered to determine if CIpB25 is really devoiced of any anorexigenic effect and whether the

anorexigenic effects of intact CIpB96 can be amplified.



Another issue is the limited duration of the anorexigenic effect after injection of ClpB96 in mice,
followed by a compensatory effect (29) which can explain that no difference in body weight of standard
C57BI/6 or ob/ob mice was found at the end of experiments. Adapted timing of repeated dosage (e.g.
every 4-6 hours) or development of prolonged delivery formulations may allow a sustained
anorexigenic effect. Taking this into account, the continuous provision of ClpB producing bacteria such
as H. alvei into the intestinal lumen via the oral route is already an efficient way of achieving a
significant effect on body weight (15). However, further studies are needed to decipher the specific

contribution of ClpB protein in the observed anorexigenic effect of this bacteria.

Finally, it would be interesting to evaluate the potential in vivo effects of fragments of the ClpB protein
other than the ClpB25 one. Indeed, it looks plausible that the mechanisms of action of ClpB include a

direct effect of the intact protein as well as additional effects of some of active fragments.

CONCLUSION

In conclusion, we confirmed in this study an anorexigenic effect of the recombinant ClpB protein on
food intake. This brings additional arguments supporting the role of the gut microbiota and derived
proteins and metabolites in the regulation of appetite. Our data suggest that improved formulations
of ClpB protein and/or its fragments should be further evaluated for their potential utility in the

therapeutic strategy of overweight and obesity.
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Discussion et Perspectives



L'ensemble des résultats présentés dans cette thése confirme I'implication du microbiote intestinal
dans les mécanismes de régulation de 'appétit, par la production de la protéine ClpB dont les effets

anorexigenes ouvrent des perspectives thérapeutiques prometteuses.

l.1. Impact de I'alimentation

Il apparait clairement aux vu des résultats présentés dans I’Article 1, que le type de macronutriments
a une action différentielle a court terme sur la production de la protéine ClpB, avec un effet de la BSA
qui augmente significativement sa production et son expression. Ces résultats corroborent avec la
littérature ou des études récentes montrent que les composants alimentaires tels que les protéines,
les peptides ou encore les acides aminés sont capables d’activer le systéme Hsp (Moura et al. 2017).
La glutamine, par exemple, induit une expression accrue de I’'Hsp70 (Ehrenfried et al. 1995),
(Wischmeyer 2002), (Singleton and Wischmeyer 2007) par opposition a un régime alimentaire riche en
graisses qui réduit I'expression des protéines Hsp (Chung et al. 2008), (Henstridge, Whitham, and
Febbraio 2014). Ces données suggerent la raison pour laquelle dans notre étude in vitro, I’acide oléique
n’a induit ni de production ni d’expression accrue de la protéine ClpB. D’autres études seraient
nécessaires afin de comparer les effets de différents types de lipides (saturés, insaturés etc.) sur la

production d’Hsp par les bactéries intestinales.

Au contraire, une restriction en acides aminés diminue I’activité du facteur de choc thermique HSF1,
qui joue un role important dans la synthése des protéines Hsp (Hensen et al. 2012). La protéine ClpB
appartenant a cette famille, il est possible que sa production soit également médiée par les
composants alimentaires présents tels que les protéines, les peptides ol les acides aminés. De ce fait,
la protéine ClpB pourrait contribuer a I'effet anorexigéne des régimes hyperprotidiques. Néanmoins,
la composition de chaque macronutriment a des propriétés spécifiques qui peuvent induire des
différences sur les concentrations de ClpB produites. Afin de contrecarrer ce biais, il serait intéressant
d’effectuer de nouvelles études in vivo en testant différents régimes de valeurs protéiques croissantes
et de vérifier s'il existe une corrélation entre la concentration en protéines et celle de la protéine ClpB.
De plus, aucune étude n'a spécifiquement mis en évidence l'impact des macronutriments sur la
proportion d'entérobactéries commensales au sein de l'intestin. Des analyses du microbiote par
technique MALDI-TOF ou des études de métagénomique apres un régime riche en protéines chez le
Rongeur devraient permettre de confirmer le lien entre ce type d’alimentation riche en protéines et

des proportions accrues d’Enterobacteriaceae et donc de la protéine ClpB.



Une supplémentation en glutamine de I'alimentation pourrait également étre testée pour rechercher
un effet sur la production de ClpB et sur la prise alimentaire et la sensibilité a I'insuline. Certaines
études récentes indiquent en effet que la glutamine a des effets favorables sur I'insulino-résistance et
gu’elle influence la composition du microbiote chez des patients obéses (Perna et al. 2019), (Prada et
al. 2007). Cependant, ces études n’ont pas évalué la concentration de ClpB ni la proportion

d’entérobactéries commensales.

L'intégrité de la barriere intestinale est maintenue par des jonctions intercellulaires qui relient les
entérocytes adjacents. Dans des conditions pathologiques tels que les troubles gastrointestinaux
fonctionnels, la perméabilité intestinale est augmentée impliquant le passage accru de métabolites
bactériens dans la circulation sanguine (Fukui 2016), (Shin et al. 2019). Concernant les troubles liés a
I'alimentation, les études restent assez controversées particulierement en ce qui concerne I’AN. En
effet, une étude a montré une augmentation de la perméabilité colique dans le modéle ABA murin
(Jésus et al. 2014) tandis qu’une autre étude a montré une diminution de la perméabilité de I'intestin
gréle chez les patients atteints d’AN (Monteleone et al. 2004). Par ce manque d’informations, un des
objectifs du laboratoire Inserm U 1073 est d'étudier de nombreux parameétres physiologiques
caractéristiques de I’AN, dont la perméabilité intestinale chez une cohorte composée de 17 patientes

atteintes d’AN et de 34 volontaires sains (cohorte PIANO). L’étude est actuellement en cours d’analyse.

Concernant I'obésité, les études sont plus en accord: les personnes touchées présentent une

augmentation de la perméabilité intestinale (Teixeira et al. 2012).

Ces informations peuvent expliquer les concentrations plasmatiques élevées de ClpB retrouvées chez
les patients atteints de TCA (Breton, Legrand, et al. 2016). Cependant a I'heure actuelle, le passage de
la protéine ClpB a travers la muqueuse intestinale reste encore a étre élucidé et plusieurs hypotheses

peuvent étre proposées :
[I.1. Dans les cas pathologiques

Conformément aux données élaborées ultérieurement par le laboratoire (Breton, Legrand, et al. 2016),

les données du Manuscrit 1 indiquent qu’une augmentation de la protéine ClpB plasmatique apres



une restriction alimentaire est corrélée a une augmentation de ’ADN des Enterobacteriaceae présent

au niveau fécal.

En effet, plusieurs chercheurs ont rapporté qu’une restriction alimentaire stimulait la production et la
réponse aux protéines de choc thermique (Moore et al. 1998), (Raynes et al. 2012). La restriction en
nutriment peut donc étre considérée comme un stress alimentaire qui peut induire une augmentation

de I'expression des protéines Hsp ; et donc par analogie de la protéine ClpB.

Un déficit en ClpB peut avoir de graves conséquences sur les fonctions vitales de I'organisme. En effet,
ce dernier peut entrainer une neutropénie ou encore des probléemes neurologiques (Wortmann,
Wevers, and de Brouwer 1993) et peut méme étre a I'origine de maladie tels que Parkinson ou encore
Azheimer (Ross and Poirier 2004). Mais son augmentation peut aussi entretenir 'anorexie. Comme
précisé précédemment, les pathologies intestinales sont associées a une augmentation de la
perméabilité intestinale (Fukui 2016), ce qui implique un passage accru de molécules produites par le
microbiote, de pathogénes ou de nutriments qui se retrouvent dans la circulation sanguine. Mais la
structure et la perméabilité de la barriéere intestinale tiennent surtout de la présence des espéces
bactériennes qui la compose (Hayes et al. 2018), (Natividad and Verdu 2013). Des expériences de
colonisation de microbiotes chez des souris axéniques ont montré que ce microbiote était responsable
de la formation de la couche de mucus entre les bactéries et les cellules épithéliales (Hayes et al. 2018).
Par conséquent, la perte d’efficacité de la barriére intestinale requiere souvent d’'une dysbiose

intestinale.

Ces dysbioses sont spécifiques de la pathologie. En effet, les patients atteints de TCA, comme I’AN
présentent des taux de Firmicutes plus faibles (Breton, Déchelotte, and Ribet 2019) que ceux atteints
d’obésité (Castaner et al. 2018). De plus, les études des espéces microbiennes présentes dans
I’'anorexie mentale (AN) (E. coli) corroborent avec I'augmentation des bactéries de la famille des

Enterobacteriaceae retrouvées dans le contenu colique des souris ABA.
I1.2. Via des mécanismes de passages transcellulaires

Dans le cas d’une restriction alimentaire comme c’est le cas dans I’AN, 'augmentation des bactéries
de la famille des Enterobacteriaceae engendrent nécessairement une hausse importante des
concentrations de ClpB et de ses fragments naturels au niveau de la lumiére intestinale. De ce fait, en
fonction de leurs tailles, ces molécules pourraient traverser librement en fonction d’un gradient de

concentration la membrane de facon dites « passive ».

Néanmoins, comme il I'a été suggéré plusieurs fois au sein de ce manuscrit, le passage de la protéine

ClpB et/ou de ses fragments a travers la muqueuse pourrait nécessiter I’action d’un transporteur



spécifique. C’'est le cas, des protéines issues de I'alimentation par exemple. Leurs transporteurs sont

spécifiques a chaque acide aminé et sont pour la plupart ions dépendants (cf Chapitre 2, Partie A, 5).

Par ailleurs, en raison de la structure physique de la membrane plasmique de I'entérocyte, il est peu
probable que les macromolécules puissent traverser la bicouche lipidique. Contrairement aux petites
molécules, les macromolécules péneéetrent majoritairement par un mécanisme d’endocytose
spécifique : la pinocytose (Conner and Schmid 2003) ; qui permet la capture de macromolécules et de

fluides dans de petites vésicules.

Le transport de peptides et de protéines intactes et biologiquement actives a travers la lumiére
intestinale est un phénomeéne qui existe et qui est déja connu avec I'insuline (Gardner 1988), (Ziv and
Bendayan 2000). Le passage de la protéine ClpB selon ce mécanisme permettrait d’expliquer qu’elle
puisse conservée ses effets. Néanmoins, les mécanismes par lesquels ces molécules sont transférées
de la lumiére intestinale a la circulation sanguine font encore I'objet de nombreux débats et restent a
étre confirmés. Par son haut poids moléculaire (96kDa), la protéine ClpB pourrait étre transportée par
des mécanismes de transcytose/endocytose a travers la muqueuse colique. En effet, des protéines du
lait telles que la B-lactoglobuline (18,36 kDa) et I'a-lactalbumine (14,2 kDa) peuvent traverser les
entérocytes via un mécanisme d'endocytose et atteindre le coté basolatéral par un mécanisme de
transcytose (Caillard et Tomé 1995). Une protéine, d’un poids moléculaire supérieur, telle que la
peroxydase de raifort (HRP), une glycoprotéine de 44 kDa, peut pénétrer dans les cellules absorbantes

intestinales par un mécanisme d’endocytose apicale (Blok et al., 1981).
I1.3. Via des mécanismes de passages paracellulaires

Dans certaines situations pathologiques, I'espace intercellulaire entre les entérocytes est augmenté
(Buckley and Turner, 2018). De ce fait, les petits fragments issus de la fragmentation de la protéine
ClpB pourraient traverser la barriére intestinale par des voies paracellulaires. Pour cela, le TEER (Trans
Epithelial Electrical Resistance) est une technique utilisée afin de caractériser les voies d’entrées des
molécules a travers la muqueuse colique et de différencier leurs passages par la voie intracellulaire de
la voie paracellulaire. Cette technique aurait pu permettre de confirmer le potentiel passage des

fragments de la protéine ClpB a travers la muqueuse colique.

I1l.1. Via la sécrétion de peptides satiétogenes

Les résultats de I'Article 1 mettent en évidence la premiéere preuve selon laquelle la protéine ClpB

stimule la sécrétion de PYY par les cellules entéro-endocrines de l'intestin. Une étude de 'UMR 1073,


https://fr.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9sicules_(biologie)

avait montré en 2016 qu’une injection aigué de protéines totales extraites d’E. coli WT chez le Rat
augmentait la concentration de PYY dans les conditions ol les concentrations de la protéine ClpB
étaient les plus élevées (phase stationnaire de croissance d’E. coli) (Breton, 2016). Cependant aucune

étude n’avait encore montré réellement I'effet direct de cette protéine sur la libération de PYY.

Méme si le mécanisme utilisé pour cette libération reste encore a étre éclairci, une des hypothéses
proposées actuellement serait que la protéine ClpB puisse libérer les peptides satiétogenes via
I'activation du récepteur MC4-R. En effet, ce récepteur localisé sur la face basale des cellules entéro-
endocrines de l'intestin est en contact direct avec les métabolites de la circulation sanguine. La
protéine ClpB circulante pourrait par son mimétisme avec I’a-MSH, étre capable d’activer le récepteur
MC4-R et stimuler la libération de PYY et le GLP-1. Des expérimentations sont actuellement en cours
afin de confirmer cette hypothese. En effet, la séquence minimale requise pour I'activation de ce
récepteur est His-Phe-Arg-Trp (Chapman et al. 2010), cependant, la protéine ClpB ne contient pas les
résidus His et Phe. Par ailleurs, une étude de I'équipe d’Ericson ayant synthétisé un fragment de la
protéine ClpB (535-548aa) contenant le mimétisme moléculaire de la ClpB avec I'a-MSH n’a montré
aucune activation du récepteur MC4-R in vitro (Ericson et al. 2015). L’activation de ce récepteur
requiert des conditions conformationnelles trés spécifiques comme : une conformation B-turn de type
comprenant des résidus Asp-His- (DPhe) -Arg qui est nécessaire pour la sélectivité avec I'a-MSH (Li et
al. 1999) ; ou la présence d’une poche hydrophobe et aliphatique formée avec les résidus 125, 129 et
291, qui joue un réle crucial dans le mécanisme d'activation du MC4R (Hogan et al. 2006). L'ensemble
de ces études révele la faible probabilité de I'activation directe de la protéine ClpB sur le MC4-R.
Néanmoins, des études sont actuellement en cours afin de le confirmer. Méme si le mécanisme
d’action de la protéine ClpB sur la libération des peptides satiétogénes reste encore inconnu, les
travaux de I'Article 1 apportent une réelle preuve de son implication sur leurs sécrétions et

particulierement celle de PYY.

[11.2. Via la sécrétion d’auto-Ac

Les résultats du Manuscrit 1 suggérent un réle de la protéine ClpB sur la production des auto-Ac anti-
ClpB et anti-a-MSH. La restriction alimentaire peut a elle seule induire une augmentation de la
sécrétion d’auto-Ac anti-a-MSH (Sinno et al. 2009) et la sécrétion accrue de la protéine ClpB chez les
personnes présentant un TCA (Breton, Legrand, et al. 2016) en est sGirement aussi la cause principale.
De plus, les personnes atteintes d’AN et de BN présentent également de fortes concentrations
plasmatiques d’anticorps anti-a-MSH (Lucas et al. 2019) qui sont capables de former un complexe avec

I’a-MSH et d’activer le MC4-R (Lucas et al. 2019).



Bien que d’autres études soient nécessaires, la protéine ClpB pourrait déréguler les mécanismes de

I"appétit en modifiant I'action des auto-Ac anti-a-MSH via la production d’auto-Ac anti-ClpB.

[1l.3. Action directe de la protéine ClpB recombinante

Appuyé par les effets de la protéine CIpB sur le PYY, la suite des travaux présentée dans le Manuscrit
2 a pu confirmer I'action anorexigene modérée de la protéine ClpB recombinante (ClpB96) jamais
démontré auparavant. Ces résultats sont en adéquation avec les études précédentes effectuées au
laboratoire UMR 1073 montrant que I'injection de protéines bactériennes d’E. coli (productrice de la
protéine ClpB) induit une diminution de la prise alimentaire et une augmentation du PYY plasmatique
chez le Rat (Breton, Tennoune, et al. 2016b). Les résultats du Manuscrit 2 décrivent néanmoins que la
protéine ClpB induit une diminution modérée de la prise alimentaire mais sans effet sur le poids
corporel des animaux a la fin de I'expérience. Ce résultat peut étre expliqué par un effet compensatoire
des souris qui recommencent a manger afin de revenir a un état d’équilibre énergétique normal
(Hambly and Speakman 2005). Par ailleurs, I'hyperphagie des souris ob/ob peut expliquer pourquoi
I'injection de la ClpB a induit une diminution de la prise alimentaire plus faible que pour les souris

controles.

La protéine ClpB a induit une diminution de la prise alimentaire de 25 et 22%, chez la souris C57BI/6 et
la souris ob/ob respectivement, 120min aprés l'injection. Dans des conditions physiologiques, la
protéine ClpB peut étre dégradée par des exonucléases qui peuvent impacter ses fonctions. En effet,
la protéine ClpB est composée de deux domaines de liaison a I’ATP : NBD-1 et NBD-2 (Axel Mogk et al.
2003) qui sont essentiels dans son role de désagrégation des protéines et qui par conséquent peuvent
également I'étre dans son réle modulateur de I'appétit. La conformation de cette protéine n’étant plus

assurée, elle ne peut pas induire la sécrétion de PYY.

Afin de vérifier I’hypothése selon laquelle I'action des exonucléases peut réprimée |'action de la
protéine ClpB, il serait nécessaire de réitérer ces expérimentations en protégeant la protéine en

modifiant sa forme galénique par exemple.

[Il.4. Action anorexigene des fragments de la protéine ClpB

Les travaux du Manuscrit 2 ont également permis de mettre en lumiere, le phénoméne de
fragmentation naturelle de la protéine ClpB (A. Mogk et al. 1999) et de s’intéresser spécifiquement a
I’action anorexigene de I'un de ses fragments. Ce fragment (~25kDa) nommé ClpB25 n’a pas induit

d’effet sur la prise alimentaire des souris.



Un fragment d’'un méme poids moléculaire a été généré par une fragmentation thermique et
enzymatique (par la trypsine). La trypsine hydrolyse les liaisons peptidiques situées au niveau d’un
résidu lysine ou arginine qui ne sont pas des acides aminés présents au niveau du mimétisme
moléculaire que la ClpB a en commun avec I'a-MSH (pharmacophore). Ce fragment n’est donc pas
dégradé par I'enzyme. Cependant, I'alignement de ClpB25 avec la séquence totale de la protéine
ClpB96 montre que la séquence similaire au pharmacophore de I'a-MSH est situé au niveau de la
séquence N-terminale de la protéine ClpB. En présence d’exonucléases, il serait en premier dégradé
ce qui entrainerait une perte d’effets de ce fragment, si I’effet anorexigéene est réellement médié par
la présence du pharmacophore. Comme pour la protéine ClpB, des études de galénique seraient aussi

nécessaires afin d’assurer la protection du fragment et d’étudier sa réelle efficacité.

Des études de protéomiques sont actuellement en cours afin de confirmer que le fragment généré par
les trois types de fragmentations envisagées (naturelle, thermique et enzymatique) présenterait une
séquence identique a celle testée in vivo (ClpB25). Ceci a été un des objectifs de cette thése durant les
deux dernieres années. Pour cela plusieurs techniques ont été utilisées telles que des analyses 2D et
des immunoprécipitations par billes d’agaroses ou magnétiques etc. Cependant face a des difficultés
de mise au point des techniques nécessaires a |’élaboration de ce projet, aucun résultat interprétable

n’a pu étre généré pour le moment.

[11.5. Action centrale de la protéine ClpB

La question sur I'action centrale de la ClpB est également une question a laquelle il serait intéressant
de répondre. En effet, une étude d’électrophysiologie avait montré que la protéine ClpB était capable
de stimuler des neurones POMC isolés (Breton, Tennoune, et al. 2016), confirmant ainsi sa possible
activité au niveau central. Cependant, des expériences d’'immunomarquages apres injections IP de
ClpB (1nM) chez la souris C57BI/6 n’ont pas permis de mettre en évidence la présence de la protéine
ClpB au niveau de I’ARC ou de I'’éminence médiane (Données non présentées ou publiées, Master 2 -
Pauline Tirelle). Méme si ces résultats concluent sur la faible probabilité de retrouver la protéine ClpB
au niveau central, ces expériences devront étre réitérées et confirmées en utilisant une dose
anorexigene similaire a celle utilisée dans le Manuscrit 2 et en utilisant un systeme de marquage de la

protéine.

Par ailleurs, des études récentes ont montré que les cellules entéro-endocrines de I'intestin étaient
innervées et qu’elles présentaient un processus cytoplasmique basal, appelé « neuropode », qui

pourrait constitué une véritable liaison entre l'intestin et le cerveau (Bohdrquez et al. 2011),



(Bohdrquez et al. 2014). Par le biais de ces structures, il est possible d’imaginer que la protéine ClpB

puisse induire des effets anorexigénes sur la prise alimentaire.
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Figure 32. Modéle hypothétique des mécanismes physiologiques mis en jeu dans les troubles liés a
I'alimentation

Le manque d’apport alimentaire lors d’une restriction alimentaire va conduire a une dysbiose au niveau du microbiote qui est
caractérisée par une augmentation du nombre d'entérobactéries (ovale vert). Cette augmentation va générer une production
accrue de la protéine ClpB (rond rouge). Une alimentation riche en protéine peut également contribuer a amplifier cette
production. Par la suite, la protéine ClpB va pouvoir traverser la barriere intestinale par plusieurs mécanismes qui restent encore
a étre déterminés (transcytose, endocytose, via I'activation du MC4-R, etc (?)). Dans la lumiére intestinale, les fragments naturels
de la protéine CIpB engendrés par I'action de diverses enzymes gastro-intestinales pourraient traverser la barriére intestinale selon
les mémes mécanismes utilisés par la protéine ClpB native (pour les fragments de plus grande taille) par des mécanismes de
passage paracellulaires. Cette protéine se retrouve ensuite dans la circulation sanguine avec les peptides satiétogénes (GLP-1
(rond vert), PYY (rond bleu)) qui sont libérés via I'activation du récepteur MC4-R (rose) présent sur les cellules L ( ). Parla
présence de la protéine ClpB et par la restriction alimentaire, des auto-anticorps anti-ClpB et anti-a-MSH sont sécrétés dans la
circulation sanguine (y). Chez les patients atteints d’AN, la protéine ClpB, en raison de son action anorexigéne pourra activer les
populations neuronales anorexigénes POMC ce qui entrainera une augmentation de la sensation de satiété alors que cela ne sera
pas le cas réellement. Chez les patients obéses au contraire, les concentrations de ClpB sont plus faibles ce qui entrainent peu ou
pas de modification de la satiété. La sensation de faim revient alors trés vite ce qui explique les apports alimentaires démesurés
et inadaptés chez ces patients.



Conclusion

L'ensemble des données présentée dans ce manuscrit de thése ont permis de caractériser de nouveaux
éléments pour une meilleure compréhension du réle du microbiote et des mécanismes physiologiques
mis en jeu dans les troubles liés a I’'alimentation, par I'implication de la production de la protéine ClpB.

Un modeéle hypothétique prenant en compte I’'ensemble de ces éléments est résumé dans la

Conformément a cette hypothese, un probiotique sous le nom d’EnteroSatys® a été développé par la

société TargEDys SA, a partir de la souche bactérienne H. alvei.

Méme si les études in vivo présentées dans ce manuscrit montrent que cette protéine ne semble offrir
gu’un effet anorexigene limité et a court terme sur la prise alimentaire, elle apporte tout de méme des
explications intéressantes sur la régulation de I'appétit. De plus, sa production est dépendante de
I"alimentation et plus particulierement du type de macronutriments ingéré. Cela amene a envisager,
d’un point de vue thérapeutique, la proposition d’'une supplémentation du probiotique EnteroSatys®
avec un régime riche en protéine comme un traitement plus efficace dans le contréle et la perte du

poids chez les personnes obéses.

Dans le cas de I'AN, le modele explicatif proposé et la corrélation positive entre la protéine ClpB
plasmatique et les Enterobacteriaceae au niveau du microbiote apportent des explications sur
« I’altération de la sensation de faim », chez les patients AN mais révele également la réelle complexité
de la maladie. La restriction alimentaire étant une caractéristique importante de cette pathologie, la
prise de probiotiques et/ou prébiotiques visant a restaurer le microbiote intestinal pourrait étre une

stratégie thérapeutique intéressante a développer pour ces patients.

Par ailleurs, I'action similaire de la fragmentation de la protéine ClpB sur la sécrétion de PYY dans un
modele in vitro de culture intestinale de Rat laisse envisager une action anorexigene plus forte, des
fragments de la ClpB ou de I'un d’eux en particulier sur la prise alimentaire. La découverte des ou du

fragment responsable de I'effet anorexigéne serait un élément clé dans la thérapie de I'obésité.

Mémes si toutes ces stratégies thérapeutiques restent toute de méme trés hypothétique compte tenu
du caractére complexe de ces pathologies et du facteur psychologique important dans les TCA,
I’ensemble de ces éléments ouvrent de réelles perspectives thérapeutiques dans les troubles liés a

|’alimentation.
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