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AVANT-PROPOS
En 2008, Jane Goodall publiait un livre intitulé, en frangais, Nous sommes ce que nous

mangeons. En effet, I’organisme humain, comme tous les autres organismes vivants, a besoin
d’apports réguliers en différents nutriments pour assurer le renouvellement des cellules qui le
composent. Les aliments ingérés sont progressivement réduits en éléments plus simples et
facilement assimilables par 1’organisme au cours du processus complexe qu’est la digestion. En
conséquence, la qualité de notre alimentation influe sur notre santé, un précepte déja compris
durant I’ Antiquité avec la citation d’Hippocrate « Que ton aliment soit ta seule médecine ».
Notre alimentation est également le reflet du contexte socio-économique, et scientifique, dans
lequel nous vivons. En France, au sortir de la seconde Guerre Mondiale, les privations ont placé
I’alimentation comme une préoccupation plus importante qu’auparavant et ont favorisé

I’utilisation la plus compléte des matieres premicres culinaires.

Au cours des années 1970 et 1980, 1’alimentation a pris un tournant plus technologique avec la
démocratisation du congélateur, du four micro-ondes et des plats préparées industriels, dont
I’essor fut appuyé par le développement des droits des femmes a cette période. Au milieu des
années 1990, la crise dite « de la vache folle », amorca une nouvelle réflexion sur la qualité de
notre alimentation avec de plus grandes considérations sur le lien entre alimentation et santé.
L’agriculture biologique devint de plus en plus plébiscitée méme avec un prix plus élevé, la
population préférant consommer moins mais mieux. D’autres scandales sanitaires vinrent
s’ajouter a la liste et favorisérent le développement de certains troubles alimentaires comme
I’orthorexie, c’est-a-dire I’obsession de manger sainement. Ce faisant, il est donc possible de
considérer la phrase « Nous sommes ce que nous mangeons » sous un nouvel angle, signifiant
que notre facon de nous alimenter pourrait traduire notre état de santé, mental en particulier. Le
début du vingt-et-unieme siécle vit I’émergence de I’importance de la flore intestinale, qui fut
renommée « microbiote », dans nombre de pathologies telles que 1’obésité et le diabéte. Parmi
les études sur ce sujet, certaines ont démontré qu’il existait un lien entre altérations de I’humeur

et dysbiose intestinale.

Ces observations ont donc apporté un éclairage nouveau sur 1’effet de 1’alimentation sur
I’organisme et ont donc participé a reconsidérer les troubles du comportement difficiles a traiter

efficacement comme 1’obésité, et bien sir, I’anorexie mentale.






INTRODUCTION
A) Criteres diagnostiques et épidémiologie de I’anorexie mentale

1) Le Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux

En 1980, les troubles du comportement alimentaire (TCA) apparaissent pour la premiere fois
dans la troisieme édition du Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux ou, en
anglais, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) (Galmiche et al. 2019),
publié par I’ Association Américaine de Psychiatrie (American Psychiatric Association). Depuis
lors, les données apportées par les nombreuses études sur les TCA ont conduit a réviser et
rééditer le DSM pour aboutir a sa cinquieme édition parue en 2013, le DSM-V (American
Psychiatric Association (APA) 2013). L’ anorexie mentale, la boulimie et ’hyperphagie y sont
décrites comme les trois principaux troubles du comportement alimentaire (formes typiques).
Le DSM-V fait état d’autres troubles de 1’alimentation dont les caractéristiques ne
correspondent pas aux criteres des TCA mais qui conduisent toutefois a des effets cliniques et
psychosociaux visibles et sont regroupés sous 1’appellation « autres troubles du comportement
alimentaire spécifiés » ou OSFED (Others Specified Feeding or Eating Disorders). Il faut
également ajouter la catégorie des TCA non spécifiés ou UFED (Unspecified Feeding or Eating
disorders), la plupart du temps utilisée par le personnel médical lorsqu’un TCA potentiel est
suspecté mais sans que les informations communiquées soient suffisantes pour fournir un
diagnostic complet. Enfin, il existe deux autres formes de TCA : le trouble d’alimentation
sélective et/ou d’évitement ou ARFID (Avoidant/Restrictive Food Intake Disorder) et le

mérycisme appelé également rumination.

En ce qui concerne I’anorexie mentale, son étiologie est profondément complexe et fait
intervenir des facteurs génétiques, environnementaux, culturels et familiaux, ce qui rend la prise
en charge des personnes anorexiques particulierement compliquée, nécessitant un suivi
personnalisé a la fois médical et psychiatrique. Afin d’améliorer les probabilités de réussite de
la prise en charge, le dépistage doit étre le plus précoce possible, ce qui nécessite donc des
criteres diagnostiques suffisamment efficaces. Pour déterminer si une personne souffre

d’anorexie mentale, le DSM-V donne trois criteres diagnostiques listés ci-dessous :

- Une restriction des apports énergétiques par rapport aux besoins normaux d’apres I’age,
le sexe, la courbe de croissance et I’état de santé de la personne menant a une diminution

significative du poids corporel.



- Une peur intense de prendre du poids, en dépit d’une faible masse pondérale, ou un

comportement récurrent interférant avec la reprise de poids.

- Une altération de la perception du corps, appelée dysmorphophobie, une faible estime

de soi ou un manque de prise de conscience de la gravité de la perte de poids.

En plus de ces ¢léments diagnostiques, 1’anorexie mentale est divisée en deux sous-types :
restrictif et purgatif. La distinction entre ces deux formes se fait aprés une enquéte
comportementale sur la période des trois mois précédant le diagnostic. Si la perte de poids est
induite uniquement par une restriction récurrente de 1’alimentation, alors il s’agit de la forme
restrictive. Au contraire, s’il y a présence d’épisodes réguliers d’hyperphagie associée a la mise
en place de stratégies purgatives avec, par exemple, des vomissements volontaires ou la prise
de laxatifs, la forme sera dite de type purgatif. Bien qu’ils soient proches de ceux du DSM-1V,
ces criteres sont toutefois assez différents pour entrainer des changements dans le diagnostic et

ainsi modifier les données épidémiologiques sur I’anorexie mentale.

Lorsque I’on compare les critéres diagnostiques du DSM-V par rapport a ceux du DSM-1V,
nous pouvons remarquer que plusieurs aspects ont été modifiés. Tout d’abord, la notion de
« refus de maintenir le poids » a disparu. C’est en effet un point important dans la considération
de cette pathologie car il n’y a pas de refus réel de s’alimenter mais plutdt une incapacité a se

nourrir, voire une peur (Castro, Cole, et Berridge 2015).

Dans leur revue, Moskowitz et al. ont résumé d’autres changements majeurs entre le DSM-IV
et le DSM-V permettant d’affiner sensiblement 1’établissement d’un diagnostic pour I’anorexie
mentale (Moskowitz et Weiselberg 2017). Dans cette étude, ils nous indiquent que,
contrairement au DSM-IV, le DSM-V ne prend plus en compte un poids corporel en dessous
d’une valeur de 85% du poids idéal car la méthode de calcul de ce poids idéal n’est pas
correctement définie et ne permet pas d’inclure les patients souffrant d’anorexie mentale
atypique. Cette derniére définit les personnes ayant toutes les manifestations de 1’anorexie
mentale, telles que la peur de prendre du poids ou I’hyperactivité physique, mais sans que la
perte de poids, bien qu’importante, ne soit suffisante pour les inclure dans la forme typique de
la maladie. Les auteurs mentionnent également le fait que la présence d’'une aménorrhée a été
retirée de la liste des criteres diagnostiques dans le DSM-V, et ce pour plusieurs raisons.
L’utilisation de ce parametre exclut d’office non seulement les femmes prépuberes,
ménopausées ou sous certains traitements contraceptifs mais également les hommes, ce qui

pose un probléme majeur dans le diagnostic de la maladie. Par ailleurs, toutes les femmes en



age de procréer et souffrant d’anorexie mentale n’ont pas un arrét de leurs menstruations. Il est
¢galement fait mention d’une étude ayant démontré qu’il n’y a aucune différence dans les
symptomes de I’anorexie mentale entre des femmes anorexiques avec ou sans aménorrhée ce

qui renforce le caractere tres facultatif de ce parametre.

2) Epidémiologie

Bien que les TCA semblent, d’aprés les études, affecter davantage les femmes que les hommes
de facon générale, I’anorexie mentale se distingue par un ratio femmes / hommes de 8 : 1. En
effet, la prévalence sur la vie entiere est de 1,4% chez les femmes alors qu’elle n’est que de
0,2% chez les hommes (Galmiche et al. 2019). Les adolescentes et les jeunes adultes sont les
plus touchées avec plus de 75% des cas d’anorexie mentale diagnostiqués avant 22 ans (Volpe
et al. 2016), et un pic qui survient entre 13 et 18 ans (Weaver et Liebman 2011). Les données
sur la prévalence de 1’anorexie mentale dans les pays avec un mode de vie peu occidentalisé
restent rares. Néanmoins, il semblerait que cette prévalence soit plus faible dans ces pays. Une
étude américaine récente chez 1177 femmes atteintes de TCA et ayant des origines différentes
(caucasiennes, hispaniques, afro-américaines et asiatiques) a montré que les origines ethniques
n’avaient aucune influence sur la prévalence des TCA et, par conséquent, de 1’anorexie mentale
(Z. H. Cheng et al. 2019). Cependant, les auteurs soulignent le fait que la population étudiée
des femmes caucasiennes (N=841) était nettement supérieure aux autres populations et que leur
étude nécessitait donc une confirmation. Une autre étude faite par Makino et al., a montré que
la prévalence des TCA de fagon globale était plus importante dans les pays occidentaux que
dans les pays non-occidentaux avec le méme déséquilibre entre femmes et hommes (Makino,
Tsuboi, et Dennerstein 2004). En ce qui concerne 1’anorexie mentale, cette étude donne une
prévalence chez les femmes allant de 0,002% a 0,9% dans les pays non-occidentalisés contre
0,1% a 5,7% pour les pays occidentalisés. Les auteurs pointent également le fait que la
prévalence des TCA augmentent dans les pays non-occidentalisés, ce qui laisse a penser que le

mode de vie possede une influence non négligeable sur ces troubles.

3) Etiologie

Bien que de nombreuses études se soient intéressées a I’anorexie mentale, la compréhension de

son étiologie reste toutefois assez limitée. Cependant, il est communément admis que la



pathologie est multifactorielle avec une combinaison de facteurs biologiques et
psychologiques ; la principale difficulté étant de distinguer avec certitude ce qui est une cause
et ce qui est une conséquence de la maladie. En effet, I’anorexie mentale se caractérise par de
nombreuses comorbidités telles que I’anxiété ou la dépression qui favorisent notamment les
comportements suicidaires et augmentent sensiblement la mortalité. Si ’on considere les
troubles anxieux, il faut noter que dans 75% des cas, ceux-ci précedent 1’apparition de
I’anorexie mentale (Godart et al. 2000). Mais ces troubles sont-ils induits par un environnement
particulierement anxiogeéne ou bien ces personnes ont-elles une prédisposition a ressentir plus
fortement I’anxiété ? Il semble donc nécessaire d’étudier le caractére génétique de cette

pathologie pour en améliorer la compréhension.

Les ¢études les plus anciennes sur 1’anorexie mentale ont mis en avant trés rapidement son
caractere héréditaire. Ainsi, en 1939, le Professeur John A. Ryle recommandait de s’intéresser
aux antécédents familiaux lorsqu’un cas d’anorexie mentale était diagnostiqué (Ryle 1939).
Afin de déterminer I'influence de 1’hérédité sur 1’apparition de 1’anorexie mentale, de
nombreuses études ont été menées chez des jumelles. En se basant sur ces études, Yilmaz et al.
dans leur revue font état d’une héritabilité comprise entre 48% et 74%, (Yilmaz, Hardaway, et
Bulik 2015). Grice et al. ont étudié 192 familles dans lesquelles au moins un parent avait
développé une anorexie mentale ou un autre TCA associé et ont observé une implication du
chromosome 4 (Grice et al. 2002). En restreignant les criteres retenus a au moins deux parents
atteints d’anorexie mentale de type restrictive, les auteurs ont créé un sous-groupe de 37
familles parmi les 192 initiales. Cela leur a permis de mettre en évidence un lien entre anorexie
mentale restrictive et le chromosome 1. Par ailleurs, une autre étude a également montré une
implication des chromosomes 12 et 13, en plus du chromosome 1, chez des personnes
anorexiques ayant en commun un comportement obsessionnel avec une recherche de la

maigreur (B. Devlin 2002).

Biological Psychological Social
Susceptibility loci (i.e., chromosomes 1, 2, and 13) Traits (i.e., perfectionism, ohsessionality, Cultural influences
inflexibility, neuroticism, and harm avoidance)
Neurotransmitter abnormalities (i.e., OPRD1 and HTR1D) Low self-esteem Family influences
Hormone abnormalities (i.e., cortisol and leptin) Autonomy issues Peer influences
Family studies (i.e., higher rates in offspring) Maturity fears Dieting
Twin studies (i.e., higher rates in mono vs. dizygotic twins) Comorbid psychiatric disorders Stressors (i.e., college,
(i.e., depression, anxiety, and personality moving bullied, abuse, and death)

disorders
Figure 1 : Influence des facteurs biologiques, psychologiques et sociaux sur la prévalence de 1’anorexie mentale.

D’aprés Moskowitz et Weiselberg 2017 : Anorexia Nervosa/Atypical Anorexia Nervosa.



La méthode d’étude d’association pangénomique (GWAS : Genome-Wide Association Study)
a grandement facilit¢ la recherche en génétique. Cette méthode consiste a étudier les
polymorphismes nucléotidiques (SNP : Single Nucleotidic Polymorphism) et a les associer a
des traits phénotypiques. Une étude comparant 3 495 personnes anorexiques a 10 982 personnes
saines a démontré de nouveau I’implication du chromosome 12 (Duncan et al. 2016). Les
auteurs y mettent également en avant des corrélations positives entre anorexie mentale et
schizophrénie, neuroticisme et un haut niveau académique. Ces anomalies des circuits
neuronaux expliqueraient les comorbidités présentes chez les patients anorexiques comme les
comportements suicidaires (Sansone et Levitt 2002) ou 1’alexithymie (Schmelkin et al. 2017).
Il semblerait également que les sous-types restrictifs et purgatifs aient des associations plus
fréquentes avec certains troubles plutdt que d’autres. Ainsi le sous-type restrictif apparait 1ié
aux troubles de la personnalité obsessionnelle-compulsive (TPOC) alors que le sous-type
purgatif semble 1ié en particulier avec le trouble de la personnalité limite (Sansone et Sansone
2011). En parallele de ces découvertes, il est a noter que des anomalies dans les voies
sérotoninergiques et dopaminergiques ont également été montrées chez les personnes
anorexiques (Sodersten et al. 2016; D. J. Haleem 2012). En plus des altérations du systeme
nerveux central utilisant ces voies, des altérations de 1’hypothalamus, dont ’'un des roles

majeurs est la régulation de ’appétit, sont également observées chez les patients anorexiques.

B) Neurobiologie de I’anorexie mentale
1) Régulation de I’appétit

L’hypothalamus est une zone cérébrale impliquée dans le contrdle de différentes fonctions
comme le rythme circadien, le stress ou la prise alimentaire. Afin de fournir une réponse adaptée
lors de variations de ces parametres, I’hypothalamus intégre les différents signaux en
provenance de I’ensemble de I’organisme, tels que des hormones endocrines acheminées via la
voie sanguine, comme dans le cas du contrdle de la prise alimentaire. Celle-ci est régulée dans
I’hypothalamus en fonction de la balance entre signaux orexigénes et anorexigenes (Abdalla
2017). Le tractus intestinal et les organes ou tissus associés, tels que le pancréas et le tissu
adipeux, sécretent différents peptides et hormones qui agissent sur 1’hypothalamus et dont les

taux varient entre les phases a jeun, la prise d’un repas et la période post-prandiale.

La ghréline est une hormone orexigene produite par les cellules du fundus de I’estomac a partir

de la proghréline activée par acylation via la ghrelin-O-acyl transferase (GOAT). Apres
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libération dans le sang, la ghréline passe la BHE et va se fixer sur le récepteur GHSR-1a
(Growth Hormone Secretagogues Receptor-1a) entrainant la libération de GH. La GH favorise
la sécrétion de I’IGF-1 (Insulin Growth Factor-1) dont ’une des actions est la croissance et la
minéralisation des os longs. Le tissu osseux €tant affecté par I’anorexie mentale, la ghréline est
un objet d’étude particuliérement important. Elle se fixe également sur ce récepteur présent a
la surface des neurones a NPY (Neuropeptide Y) et AgRP (Agouti Related Protein) du noyau
arqué de I’hypothalamus. Cette fixation active la voie CaM/AMPK dans ces neurones
entrainant la libération de NPY et de GABA (Gamma Amino Butyric Acid). Le NPY a pour
effet d’activer des neurones responsables de la sensation de faim dans le noyau
paraventriculaire (PVN). En parallele, les neurones a NPY/AgRP liberent du GABA pour
inhiber les neurones a POMC (Pro-opiomélanocortine) responsables de la sensation de satiété.
Il existe un précurseur de la proghréline appelé préproghréline. Ce peptide est clivé en deux
pour donner la proghréline d’un c6té et I’obestatine de I’autre. Contrairement a la ghréline,
I’obestatine aurait une action anorexigene et se fixerait sur le récepteur Grp39 (Gourcerol, St-
Pierre, et Taché 2007) mais ces données sont controversées. La désacyl-ghréline, une autre
forme de la ghréline, est considérée actuellement comme une forme inactive de la ghréline mais
de nouvelles études laissent entendre qu’il pourrait s’agir d’une forme anorexigénique de la
ghréline bien qu’elle ne se fixe pas sur le récepteur GHSR-1a (Schalla et Stengel 2019).
D’autres études sont toutefois nécessaires afin de confirmer ou d’infirmer ces nouvelles

observations.

Contrairement a la ghréline, la leptine est une hormone satiétogene synthétisée principalement
par les adipocytes du tissu adipeux blanc. Elle possede des récepteurs a la surface des neurones
a POMC situés dans le noyau arqué de I’hypothalamus. Sa fixation sur ces récepteurs entraine
une libération de POMC qui est clivée en différents peptides tels que I’a-MSH (a-Melanocyte
Stimulating Hormone). L’a-MSH se fixe ensuite sur les récepteurs MC4R (Melanocortin 4
Receptor) dans le PVN, induisant la sensation de satiété. Au-dela de son role sur la prise
alimentaire, la POMC serait impliquée dans les troubles anxieux via la voie dopaminergique.
Des souris soumises a un stress chronique ont une hyperactivité des neurones a POMC du noyau
arqué dont les projections dans 1’aire tegmentaire ventrale inhibent les voies dopaminergiques.
La suppression de I’activité des neurones a POMC chez ces souris stressées conduit a une

amélioration des troubles anxieux et de 1’activité hédonique (Qu et al. 2019).

A Dinstar de la leptine, la cholécystokinine (CCK) est un peptide anorexigéne. Sa synthese est

assurée par les entérocytes du duodénum et du jéjunum. En plus de diminuer I’appétit, la CCK
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favorise la libération des sécrétions pancréatiques dans le duodénum lors de la prise d’un repas.
Comme nous 1’avons précisé¢ antérieurement, 1’hypothalamus régule la prise alimentaire en
intégrant les signaux orexigenes et anorexigenes, ce qui sous-entend qu’il existe des seuils de
concentrations plasmatiques a franchir pour que les différentes hormones aient un effet.
Cependant, il est intéressant de noter que la co-injection de leptine et de CCK, chez des rats, a
des taux inférieurs a leurs seuils d’efficacité respectifs, conduit a une forte diminution de la
prise alimentaire via une baisse de la phosphorylation de ’AMPK et une augmentation de la
synthése de CART et de TRH dans I’hypothalamus. Or, cet effet synergique est aboli par la
section du tronc cérébral ce qui implique que la médiation se fait par des voies neurologiques
spécifiques entre le tronc cérébral et I’hypothalamus mais pas par voie sanguine (Akieda-Asai,

Poleni, et Date 2014).

Central control of appetite

A
Reward
centers o
Brain stem
-NTS o
Dvc
v P
IR ) i
parphera , - Ghrelin, PYY, PP
e o ( ; insulin,,GLP-1,
appetite LS

CCK, OXM

Figure 2 : Régulation hypothalamique de la prise alimentaire.
D’aprés Abdalla 2017 : Central and peripheral control of food intake.

Il existe un groupe d’hormones intestinales appelées incrétines et qui comprend le glucagon-
like peptide-1 (GLP-1) et le peptide insulinotrope dépendant du glucose ou gastric inhibitory
peptide (GIP). Le GLP-1 est une entérohormone anorexigene dont la sécrétion par les cellules
L de I’iléon et du colon est activée apres le passage du chyle. Cette hormone est issue du clivage
du proglucagon par la prohormone convertase 1/3 (PC1/3). Le GLP-1 a pour role principal de
stimuler la sécrétion d’insuline par le pancréas mais il possede d’autres effets tels que

I’augmentation de la dépense énergétique et de la lipolyse ainsi que la diminution de la sécrétion
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acide de I’estomac et de la motilité intestinale (Sekar et al. 2016). Le résultat de ses différentes
actions favorisant la sensation de satiété, il s’agit donc d’une hormone anorexigene.

Le GIP est, quant a lui, sécrété par les cellules K du duodénum et a lui aussi un role satiétogene.
Les récepteurs au GIP (GIPR) sont localisés dans différents organes et tissus, comme les
cellules a et B des ilots de Langerhans, les adipocytes du tissu adipeux brun interscapulaire et
du tissu adipeux blanc inguinal, mais également dans les noyaux hypothalamiques impliqués
dans le contrdle de la prise alimentaire (noyau arqué, noyau paraventriculaire et noyau
hypothalamique dorsomédian). Il a récemment été montré que, chez la souris, 1’activation des
cellules GIPR positives entraine une diminution drastique de la prise alimentaire similaire a
I’anorexie (Adriaenssens et al. 2019). Il est a noter également que 1’action principale du GIP
est de favoriser la sécrétion d’insuline. Les neurones a NPY situés dans le noyau arqué de
I’hypothalamus posseédent des récepteurs a 1’insuline (IR) qui agissent sur la régulation de la
prise alimentaire. La suppression de ces récepteurs chez la souris conduit a une augmentation
du poids corporel en faveur de la masse grasse en raison d’une baisse de la dépense énergétique
et d’une prise alimentaire plus €élevée consécutive a une synthése d’ARNm codant pour NPY

plus importante (Loh et al. 2017).

Le NPY possede divers récepteurs qui vont permettre la transmission de son signal orexigene.
Cependant, d’autres peptides sont également capables de se fixer sur certains récepteurs au
NPY. C’est notamment le cas du peptide YY (PYY), une hormone anorexigéne composée de
36 acides aminés et sécrétée par les cellules L situées dans 1’iléon et le colon. De fagon plus
précise, le terme PY'Y désigne en réalité les différentes formes de cette hormone, dont les plus
courantes sont le PYY .36 et PYY3.36. La forme circulante PY Y3.36 est la plus abondante et peut
se fixer sur le récepteur Y2 du NPY. Il s’agit d’un récepteur pré-synaptique tres présent dans le
noyau arqué et dont le role est d’inhiber 1’effet du NPY en diminuant la synthese d’ARNm
codant pour ce dernier. De plus, la fixation de PYY3.36 sur le récepteur Y2 entraline une

activation des neurones a POMC (Batterham et al. 2002).

Le NPY est également impliqué dans la conduction du signal d’une autre hormone, la
somatostatine. Celle-ci est sécrétée par I’hypothalamus et certaines cellules stomacales,
intestinales et pancréatiques (cellules D). La somatostatine inhibe la sécrétion d’hormones
gastro-intestinales (VIP, GIP, gastrine, entéroglucagon, CCK), pancréatiques (insuline et
glucagon), la sécrétion acide de 1’estomac (voie paracrine) et diminue la vitesse de vidange
gastrique. Il existe différents récepteurs a la somatostatine dans le cerveau dont certains sont

situés dans différentes zones de 1’hypothalamus. La fixation de la somatostatine sur ses
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récepteurs cérébraux est a 1’origine d’un signal orexigene. L’ODT8-STT est un agoniste des
récepteurs a la somatostatine et son injection intra-cérébro-ventriculaire entraine une
augmentation de la prise alimentaire chez la souris et le rat. En revanche, I'utilisation d’un
antagoniste du récepteur au NPY Y1 ou du récepteur a I’orexine OX-1 inhibe I’effet orexigene
de I’ODT8-SST ce qui démontre que la somatostatine agit en amont des neurones a NPY

(Stengel et Taché 2019).

Les études sur la régulation de 1’appétit chez les personnes anorexiques ont montré qu’il existe
de nombreuses altérations pour la sécrétion et la régulation des différentes hormones citées
précédemment. Afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans la régulation de

I’appétit dans le cadre de 1’anorexie mentale, nous allons expliciter ces modifications.

2) Role des hormones gastrointestinales et pancréatiques

En raison de son effet orexigene, la ghréline a naturellement été au centre de nombreuses études.
Afin de bien comprendre le réle de la ghréline dans 1’anorexie mentale, il est important de
préciser que son taux varie entre les deux sous-types de la pathologie. Tanaka et al. ont observé
que plus ’'IMC est faible, plus le taux plasmatique de ghréline est élevé mais que cette élévation
est plus importante chez les patients avec la forme purgative que chez ceux avec la forme
restrictive (Tanaka et al. 2003). Les personne atteintes d’une cachexie secondaire a un cancer
ont un taux plus élevé de ghréline dans le plasma que des personnes saines mais moins que des
patients anorexiques (Blauwhoff-Buskermolen et al. 2017). La prise orale de 100 grammes de
glucose n’entraine pas de baisse significative de la ghréline chez les patients ni de la GH (Misra
et al. 2004) ce qui pourrait s’expliquer par un phénomene de résistance a la ghréline des
récepteurs GHSR-1a dans la zone hypothalamique en raison d’une hyperghrélinémie prolongée.
La voie de la ghréline semble donc €tre une piste intéressante pour le traitement de I’anorexie

mentale.
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Figure 3 : Implications de la ghréline dans 1’anorexie mentale.

D’apres Gorwood et al 2016 : New Insights in Anorexia Nervosa.

Le pancréas assure un rdle dans le contrdle de la glycémie en sécrétant une hormone
hypoglycémiante, I’insuline, et une hormone hyperglycémiante, le glucagon. L’ insulinémie est
diminuée chez les personnes anorexiques méme apres ingestion de glucose mais les tests de
résistance a I’insuline montrent que la sensibilité a I’insuline est augmentée chez ces mémes
patients (Dostédlova et al. 2007; Takeno et al. 1990). La sécrétion d’insuline est également
favorisée par le GLP-1. Il est intéressant de noter que le taux de GLP-1 est plus élevé chez les
patients anorexiques que chez les personnes avec une maigreur constitutionnelle, ce qui
indiquerait une modification spécifique du GLP-1 dans I’anorexie mentale indépendamment de
I’IMC (Germain et al. 2007). Cependant, a ’instar des personnes obeses, le taux post-prandial
de GLP-1 des patients anorexiques est diminu¢ en comparaison d’individus sains (Tomasik,

Sztetko, et Starzyk 2004).

En ce qui concerne le PYY, les observations cliniques sont parfois contradictoires. Singhal et
al. ont rapporté que le taux de PYY était augmenté dans le cadre de 1’anorexie mentale et ne
serait pas un effet adaptatif comme pour les autres peptides gastrointestinaux. Ce taux élevé a
également pour effet de favoriser la diminution de la densité minéralo-osseuse via I’inhibition
de la synthése de I’hormone de croissance dans 1’hypothalamus (Singhal, Misra, et Klibanski
2014; Misra et al. 2006). D’autres travaux font état de taux en PY'Y équivalents entre personnes
saines et patients anorexiques, alors que ce taux est plus élevé chez des personnes avec une
maigreur constitutionnelle (Germain et al. 2007). Toutefois, dans ce dernier cas, aucune
précision n’est apportée quant au type d’anorexie des patientes observées. Il s’avere qu’il existe
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des différences de taux en PYY entre la forme restrictive et la forme purgative. Comparé a
I’anorexie purgative, les taux en PYY3.36 sont plus élevés chez les personnes atteintes
d’anorexie restrictive (Eddy et al. 2015). Dans le cas de 1’anorexie restrictive, I’élévation de
PYY est associée a une augmentation des taux en ghréline, de la sensation de ballonnement et
de I’anxiété, surtout apres la prise d’un repas (Heruc et al. 2018). La somatostatine est une
hormone dont 1’action est inhibitrice pour la sécrétion des peptides intestinaux, comme PYY.
Son taux est diminué chez les personnes anorexiques ce qui entraine une hausse de la sécrétion
du VIP (Baranowska et al. 2000). Cependant, I’administration de somatostatine a des personnes
anorexiques ne diminue pas les taux de PYY ce qui sous-entendrait une hyposensibilité a la

somatostatine des cellules L (Rigamonti et al. 2011).

Avec les études de plus en plus poussées sur les altérations des voies impliquées dans la
régulation de 1’appétit chez les personnes anorexiques, notre compréhension de cet aspect de la
pathologie se développe mais reste relativement incomplet en raison de la complexité de ces
voies neuronales, intriquées avec les voies impliquées dans les troubles anxiodépressifs. C’est
pourquoi les voies sérotoninergiques et dopaminergiques, impliquées dans la régulation de

I’humeur et de la récompense, sont fortement étudiées dans le cadre de I’anorexie mentale.

3) Implication de la sérotonine

Comme décrit précédemment, les troubles anxieux sont particulierement répandus chez les
personnes anorexiques. La sérotonine, ou 5-hydroxytriptamine (5-HT), est un neuropeptide
dont les roles sont multiples et variés mais elle est particulierement connue pour son implication
non seulement dans la régulation de ’humeur mais également de 1’appétit et de 1’activité
physique (D. J. Haleem 2012) ce qui en fait un objet d’étude particuliérement intéressant dans

le cadre de I’anorexie mentale.

a) Synthese de la sérotonine

La synthese de la sérotonine se fait par une succession de réactions enzymatiques et dont le
précurseur est le tryptophane (Trp), un acide aminé essentiel (EAA) avec une charge neutre ce
qui le classe dans la catégorie des LNAA (Large Neutral Amino Acids) et son apport se fait
uniquement par I’alimentation. Une fois le Trp absorbé par I’organisme, il sera transporté au

travers de la barriecre hémato-encéphalique (BHE) via des transporteurs non sélectifs et
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spécifiques aux LNAA. Ce transport se fait de maniere facilitée et saturable, mais surtout ce
systeme met en compétition tous les LNAA. Ainsi, il a ét¢ démontré qu’une injection de valine
(Val), un autre LNAA, induit une diminution de la disponibilité en Trp dans le cerveau (Kennett
et Joseph 1981). Une fois la BHE franchie, le Trp est hydroxylé en 5-hydroxytryptophane (5-
HTP) par I’enzyme tryptophane hydroxylase, uniquement présente dans les neurones des voies
sérotoninergiques (D. J. Haleem 2017). Le 5-HTP est ensuite décarboxylé en 5-HT par
I’enzyme L-aromatic amino acid decarboxylase. La sérotonine est ensuite stockée dans des
vésicules spécifiques localisées dans la région pré-synaptique du neurone pres de la membrane
cellulaire afin de pouvoir étre relarguées rapidement. La dégradation de la sérotonine s’effectue
par la monoamine oxydase (MAQ) qui la transforme en acide acétique 5-hydroxyindole (5-
HIAA). L’injection de tryptophane exogeéne est suivie d’une augmentation du taux de
sérotonine mais également de 5-HIAA (J. Haleem, Jabeen, et Parveen 1998), ce qui implique
un role de régulation de la MAO sur les taux cérébraux de sérotonine. Ce mécanisme, en plus
du fait que 90% du Trp est métabolisé en kynurénine (Moroni 1999), expliquerait pourquoi une
augmentation du taux de sérotonine dans le cerveau, apres une injection de Trp, n’est pas
obligatoirement suivie par une augmentation des fonctions de la sérotonine (Kulikov et Popova

2015).

b) Récepteurs et transporteurs de la sérotonine

Une fois relarguée dans la fente synaptique, la sérotonine va pouvoir se fixer sur plusieurs types
de récepteurs notés de 5-HT-1 a 5-HT-6. Les récepteurs de type 5-HT-3 sont des récepteurs
ionotropes permettant la dépolarisation de la membrane post-synaptique par influx calcique
avec la création d’un potentiel d’action post-synaptique excitateur (PPSE). Tous les autres
récepteurs a la sérotonine sont des récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G. Les
récepteurs a la sérotonine sont retrouvés dans une grande partie du cerveau, ce qui explique son

implication dans de nombreuses fonctions cérébrales.

En plus des récepteurs, il existe des transporteurs de la sérotonine appelés SERT (ou 5-HTT).
Leur role est de recapturer la sérotonine présente dans la fente synaptique afin de la séquestrer
de nouveau dans sa zone de stockage dans le neurone pré-synaptique (D. J. Haleem 2012). Ce
mécanisme a pour but d’éviter une action trop prolongée de la sérotonine ainsi que de
I’économiser pour limiter les besoins d’une trop grande synthése de novo en raison du caractere

essentiel du Trp. En raison de la grande diversité des récepteurs a la sérotonine et de leur
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présence dans la plupart des régions cérébrales, une régulation fine de son action est nécessaire

afin d’éviter les altérations des fonctions dans lesquelles elle est impliquée.

¢) Dysfonctions des voies sérotoninergiques

Chez des patientes anorexiques, une association entre la pathologie et des variations
polymorphiques du géne codant pour le récepteur 5-HT-2A a été observée (Kiezebrink et al.
2010). Par ailleurs, il a ¢galement été montré chez des adolescentes qu’il existe une association
entre le polymorphisme du gene codant le récepteur 5-HT-2C et la perte de poids (Westberg
2002). La fenfluramine est un agoniste des récepteurs 5-HT-2B et 5-HT-2C qui, lorsqu’elle est
injectée a des souris, induit une hypophagie. Cet effet est nettement réduit chez des souris dont
les génes codant pour les récepteurs 5-HT-2B et 5-HT-2C ont été délétés (Lee et al. 2004; Lucas
et al. 1998).
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Figure 4 : Altérations des voies sérotoninergiques dans 1’anorexie mentale.

D’apres Haleem 2012 : Serotonin neurotransmission in anorexia nervosa.

La sérotonine semble donc avoir un effet anorexigene. Le récepteur 5-HT-1A est également
particulierement étudié car cette variante est tres présente dans les régions cérébrales ou se
terminent les neurones sérotoninergiques, régions qui controlent notamment 1’anxiété (File,
Kenny, et Cheeta 2000) et I’hyperactivité¢ (Shireen et al. 2002). En effet, les agonistes du
récepteur 5-HT-1A sont capables d’annuler 1’action d’antagonistes des récepteurs a la
dopamine ainsi que d’induire une libération de dopamine (D. J. Haleem 2012). L’effet de la

sérotonine sur I’activité physique implique donc les voies dopaminergiques.

17



4) Le systeme dopaminergique

A P’instar de la sérotonine, la dopamine a été largement étudiée dans le cadre de ’anorexie
mentale en raison de son lien avec la prise alimentaire, le contréle de 1’activité physique ou
encore la perception du corps. Il est également intéressant de noter que, contrairement a la
sérotonine, les connaissances sur le fonctionnement de la dopamine sont bien maitrisées et ses

modeles expérimentaux sont tres fiables, ce qui facilite grandement son étude (Frank 2014).

a) Synthese de la dopamine

La tyrosine circulante est captée par les neurones dopaminergiques afin de la transformer en L-
DOPA grace a I’action de la tyrosine hydroxylase (TH). La L-DOPA est ensuite convertie en
dopamine par ’enzyme DOPA décarboxylase. Une fois produite, la dopamine, comme la
sérotonine, est transportée dans des vésicules via les transporteurs VMAT-2 (Vesicle
Monoamine Transporter-2) qui sont situés a proximité de la membrane cellulaire de la
terminaison axonale du neurone pré-synaptique (Bjorklund et Dunnett 2007). Une fois
relarguée dans la fente synaptique, la dopamine est dégradée soit dans 1’espace extracellulaire
par la catecholamine O-methyltransferase (COMT) pour donner I’acide homovanillique
(HVA), soit dans les mitochondries du neurone pré-synaptique par la MAO pour donner de
l'acide dihydroxyphénylacétique (DOPAC). Ces composés peuvent étre dosés dans le liquide

céphalo-rachidien (LCR) afin de servir de biomarqueurs de 1’activité dopaminergique (Kontis

et Theochari 2012).

b) Récepteurs de la dopamine

Il existe deux catégories de récepteurs a la dopamine : les récepteurs de type D1 (D1 et DS) et
les récepteurs de type D2 (D2, D3, D4). Il s’agit de récepteurs transmembranaires couplés a des
protéines G. Les récepteurs de type D1 sont retrouvés exclusivement sur la membrane post-
synaptique et activent ’AMPC, alors que les récepteurs de type D2 sont présents a la fois sur
la membrane pré-synaptique et post-synaptique et inhibent ’AMPC (Beaulieu et Gainetdinov
2011). Des autorécepteurs sont également présents sur la membrane des neurones

dopaminergiques afin d’exercer un rétrocontrole négatif sur leur activité¢ (Missale et al. 1998).

18



c) Intérét de 1’étude des voies dopaminergiques

Parmi ses différentes fonctions, la dopamine est impliquée dans le fonctionnement du systéme

de la récompense (Castro, Cole, et Berridge 2015) et de I’apprentissage (Lao-Kaim et al. 2015).
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Figure 5 : Implication de la dopamine dans 1’anorexie mentale.
D’apreés Castro et al. 2012 : Lateral hypothalamus, nucleus accumbens, and ventral pallidum roles in eating and

hunger: interactions between homeostatic and reward circuitry.

Les études récentes sur la neurobiologie de I’anorexie mentale font état d’une peur de prendre
du poids mais aussi d’un plaisir de perdre du poids, ce qui semblerait étre en accord avec
I’observation, chez des patientes anorexiques, d’une plus forte activation du circuit de
I’apprentissage par punition (Bernardoni et al. 2018). Dans leur revue, Sibley et al. font état du
role important du récepteur D2 dans le circuit de la récompense et dans celui de la locomotion
(Missale et al. 1998; Sibley 1999). Ces deux fonctions sont gérées par le striatum. Il existe de
nombreuses études qui se sont intéressées au role D2 dans le cadre de I’anorexie mentale. Chez
des patientes atteintes d’anorexie, l’utilisation d’un agoniste partiel du récepteur D2,
’aripiprazole, a permis d’obtenir une augmentation de 1’indice de masse corporelle (IMC)
(Frank et al. 2017). Par ailleurs, une étude chinoise a montré un lien entre anorexie mentale et
des variations génétiques des genes codant pour le récepteur D2 et ’enzyme COMT (Peng et
al. 2016). Cependant, d’autres travaux n’ont pas réussi a mettre en avant I’existence d’un lien
entre le récepteur D2 et I’anorexie mentale (Broft et al. 2015). Ces données contradictoires
démontrent que I’implication des voies dopaminergiques dans 1’anorexie mentale est
particuliérement complexe et fait intervenir d’autres acteurs en paralléle. A titre d’exemple, la

formation dans I’hypothalamus d’hétérodiméres entre le récepteur a la ghréline GHSR-1a et le
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récepteur a la dopamine D2 semble jouer un rdle majeur dans 1’effet anorexigénique du
récepteur D2 (Kern et al. 2012). Des dysfonctions des neurotransmetteurs, ou de leurs
récepteurs, impliqués dans les voies neuronales contrdlant I’appétit, 1’activité physique,
I’apprentissage ou encore I’humeur, ont donc été décrites au cours de I’anorexie mentale.
L’utilisation de la neuro-imagerie a également permis de mettre en avant |’existence

d’altérations structurelles du cerveau chez des personnes anorexiques.

5) Altérations des structures cérébrales

Evoquer les altérations des circuits neuronaux uniquement au travers du prisme des régulations
des voies sérotoninergiques et dopaminergiques chez les patients anorexiques est
particulierement réducteur. La neurobiologie de 1’anorexie mentale est bien plus complexe et
ne peut se limiter a 1’é¢tude de deux neurotransmetteurs. De plus, les altérations biochimiques
ne sont pas les seules anomalies détectées dans le cerveau des personnes atteintes d’anorexie
mentale. En effet, il existe en parallele des modifications anormales des structures cérébrales

au sens physique du terme.

L’imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle (fMRI) est une technique qui permet de
mesurer, a I’état de repos, 1’activité de neurones spécifiques en réponse a un stimulus activateur
des voies impliquant ces derniers. Cette technique a été utilisée par Geisler et al. sur des
patientes anorexiques, ce qui a permis d’observer une augmentation du temps de trajet de
I’information et une assortativité plus importante dans les réseaux fonctionnels en association
avec une diminution de la force du signal dans le cortex insulaire et le thalamus (Geisler et al.
2016). Les auteurs émettent I’hypothese que ces anomalies pourraient jouer un réle important
dans les troubles de la perception du corps et de la faim chez les personnes anorexiques. Une
autre étude utilisant la méme technique a démontré qu’il existe une diminution du volume de la
matiere grise et de 1’épaisseur cortical dans le réseau du gyrus singulaire avec une corrélation
négative entre ces modifications et la sévérité de la pathologie (Bir et al. 2015). La perte globale
de maticre grise chez les patientes anorexiques est d’environ 1% mais atteint 5% dans le cortex
singulaire et persiste sur le long terme, méme apres récupération et normalisation des autres
parametres (Miihlau et al. 2007; Martin Monzon et al. 2017). Une diminution du volume de
I’hippocampe a également été trouvée chez des femmes anorexiques en lien avec une

augmentation du stress (Burkert et al. 2015).
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Cependant, le cerveau ne fonctionne pas uniquement avec des connexions entre différentes
zones d’un méme lobe, il existe de multiples réseaux permettant la communication entre des
zones cérébrales €loignées. Ces réseaux, appelés réseaux profonds, sont également altérés par
I’anorexie mentale. Gaudio et al. ont utilisé la fMRI chez des adolescentes anorexiques et ont
démontré qu’il existait une diminution de la connectivit¢ de ces réseaux profonds entre
différents noyaux des régions occipitales, pariétales et frontales (Gaudio et al. 2018). Les
auteurs soulignent que les zones affectées sont impliquées dans la perception et I’intégration
des signaux somato-sensoriels, homéostatiques et émotionnels, qui sont connus pour étre

perturbés chez les personnes anorexiques.

Comme nous I’avons vu précédemment, 1’utilisation du GWAS a permis d’identifier différents
variants de génes potentiellement impliqués dans 1’anorexie mentale. Une étude trés récente a
utilisé ces données afin d’établir des scores de risques polygéniques (PGS) chez des femmes et
des hommes anorexiques (n=380) reflétant leur charge génétique pour la pathologie (Leehr et
al. 2019). Les auteurs ont démontré I’existence d’une corrélation négative entre IMC et PGS
chez les femmes et une interaction significative entre le sexe et le PGS et la surface de certaines
aires cérébrales du lobe frontal. Ils en ont conclu qu’il existe donc un lien entre la charge
polygénique pour I’anorexie mentale et I’'IMC de facon sexe-dépendante dans une région du
cerveau impliquée dans les troubles du comportement fréquemment retrouvés dans cette
pathologie. Cette étude permettrait également d’expliquer, en partie, la profonde différence de

prévalence entre femmes et hommes.

Loin d’étre exhaustives, les altérations biochimiques, génétiques, fonctionnelles et structurelles
du cerveau chez les personnes atteintes d’anorexie mentale décrites ci-dessus, témoignent de la
complexité de cette maladie. En effet, il est difficile de faire la part entre les influences des
différents parametres et déterminer si ceux-ci sont a l’origine de la pathologie ou une
conséquence de celle-ci. La restriction drastique de la prise alimentaire seule peut altérer la
biochimie du cerveau, par manque de substrat, ou sa structure (McCormick et al. 2008) et
entrainer ainsi la mise en place d’un cercle vicieux permettant a la pathologie de devenir
chronique. Bien que nombreuses, les études sur les perturbations neurologiques dans I’anorexie
mentale ne permettent pas, actuellement, de pouvoir traiter la pathologie de facon efficace par
une médication intervenant sur les voies abordées précédemment. La mortalité élevée retrouvée
chez les personnes anorexiques réside pour une bonne part dans les comorbidités psychiatriques

qui I’accompagnent mais il ne faut pas négliger les conséquences physiopathologiques
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importantes affectant 1’organisme dans son ensemble et qui, a terme, s’aveérent tout aussi

déléteres.

C) Complications somatiques de I’anorexie mentale
1) Modifications de la composition corporelle

La sévérité de la restriction alimentaire chez les personnes atteintes d’anorexie a pour premicre
conséquence une modification importante de la composition corporelle avec une perte de masse
grasse et de masse maigre. Toutefois, ces modifications ne sont pas uniformes entre les
différentes parties du corps et peuvent également varier en fonction de I’age de la personne. En
effet, les adolescentes perdent principalement de la masse grasse dans la région abdominale
alors que les femmes adultes ont une diminution plus marquée de la masse grasse périphérique
(Marwan El Ghoch et al. 2014). Par ailleurs, il a été¢ montré que la persistance de I’hyperactivité

physique augmente le risque de rechute (Achamrah, Coéffier, et Déchelotte 2016).

2) Métabolisme osseux

L’une des principales conséquences de 1’anorexie mentale est la perte de minéralisation
osseuse. Il s’agit d’une anomalie retrouvée chez la quasi-totalité des personnes atteintes par la
maladie. Schorr et al. ont mesuré le Z-score pour la densité minérale osseuse (DMO) de 33
femmes anorexiques selon les criteres du DSM-V et ont observé que chez 82% d’entre elles,
ce score était inférieur a -1,0, témoignant d’un lien entre diminution de la DMO et anorexie
mentale (Schorr et al. 2017). Dans la méme étude, ce taux atteint 69% pour les femmes souffrant
d’anorexie mentale atypique. Le métabolisme osseux résulte du différentiel entre la
minéralisation effectuée par I’intermédiaire des ostéoblastes et la déminéralisation opérée via
les ostéoclastes (Datta et al. 2008). Ce rapport varie naturellement au cours de la vie. En phase
de croissance, c’est-a-dire pendant ’enfance et 1’adolescence, la minéralisation est plus
importante que la déminéralisation. Ensuite, les deux processus sont a 1’équilibre pendant la
phase adulte avant que la déminéralisation ne prenne le dessus vers 50 ans. Dans des conditions
physiologiques, 95% de la masse osseuse est formée avant 19 ans (Chou et Mantzoros 2018).
Or I’anorexie mentale survient majoritairement entre 13 et 18 ans, lors de la formation
principale de la masse osseuse, entrainant un pic plus faible. Plus ce pic est faible, plus la

survenue de I’ostéoporose sera précoce et son processus rapide. Il est donc important de
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comprendre comment limiter la perte du tissu osseux pour en préserver 1’intégrité au maximum
dans le cadre de I’anorexie mentale. La déminéralisation du tissu osseux entraine 1’ostéoporose
qui tend a affecter plus fortement les femmes apres la ménopause. Ce constat indique que le

métabolisme osseux est fortement li€ a la sécrétion des hormones sexuelles féminines.
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Figure 6 : Dysfonctions du métabolisme osseux chez les patientes anorexiques.

D’aprés Chou et Mantzoros 2018 : Bone metabolism in anorexia nervosa and hypothalamic amenorrhea.

Les ostéoblastes sécretent une molécule appelée RANKL (Receptor Activator of Nuclear
Factor-kf Ligand) capable de se fixer sur son récepteur RANK, exprimé par les ostéoclastes,
ce qui a pour effet d’activer les ostéoclastes matures tout en augmentant leur survie en
diminuant leur mécanisme d’apoptose (Chou et Mantzoros 2018; Boyle, Simonet, et Lacey
2003; Nakagawa et al. 1998). A I’inverse, 1’ostéoprotégérine (OPG) inhibe I’action des
ostéoclastes en séquestrant RANKL (Simonet et al. 1997). Les ostéoblastes se différencient en
ostéocytes via I’activation de la voie Wnt/B-caténine. Les ostéocytes sont capables d’effectuer
un rétrocontrdle négatif sur la maturation des ostéoblastes en sécrétant de la sclérostine, un
inhibiteur de la voie Wnt/B-caténine. Une élévation de la concentration plasmatique en
sclérostine a été observée chez des jeunes femmes anorexiques (Maimoun et al. 2014), ce qui
contribuerait a la perte de masse osseuse. Il est intéressant de noter que la normalisation de la
DMO n’est pas liée a la restauration du poids corporel chez les patientes anorexiques malgré le
fait qu’il semble exister un lien entre la reprise de masse grasse et ’amélioration de la DMO

(Achamrah, Coéffier, et al. 2017).

23



La vitamine D est connue pour favoriser I’absorption du calcium dans I’intestin et favoriser la
minéralisation des os (Christakos et al. 2011). Le précurseur de la vitamine D est un dérivé du
cholestérol. Bien que 1’on pourrait s’attendre a un déficit de vitamine D, en raison d’une
élimination quasi-totale des graisses dans 1’alimentation chez les personnes anorexiques, il
s’avere que ce taux n’est pas différent comparé a des personnes saines et qu’il n’existe aucun
lien avec la DMO (Carlsson, Brudin, et Wanby 2018). Cependant, la supplémentation en
vitamine D a permis d’améliorer la restauration de la masse osseuse lors de la reprise de poids
des personnes anorexiques (Giollo et al. 2017), bien que ces résultats n’aient pas été retrouvés

dans les toutes les études.

Les cestrogénes ont un role important dans le maintien de la DMO. Or, chez les femmes
anorexiques, le taux plasmatique en cestrogenes est diminué (Schorr et Miller 2017) ce qui en
fait un axe d’étude intéressant pour le maintien du tissu osseux. Les cestrogénes sont sous le
controle de I’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (HPA) dont des altérations ont été

trouvées dans 1’anorexie mentale.

3) Axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (HPA)
a) Rappels sur le fonctionnement de 1’axe HPA

L’hypothalamus est une région du cerveau ou sont intégrés de nombreux signaux provenant de
I’organisme entier et ou sont synthétisées différentes hormones endocrines qui servent a la
régulation de diverses fonctions telles que la prise alimentaire, la reproduction, les fonctions
thyroidiennes, le stress ou le cycle circadien. L hypothalamus communique directement avec
I’hypophyse via des vaisseaux portes et des influx nerveux afin de générer la sécrétion d’autres
hormones. En effet, I’hypophyse est divisée en deux régions. La post-hypophyse recoit
directement des influx nerveux de I’hypothalamus puisqu’elle en est une extension des
neurones. Son role est de sécréter I’ocytocine, qui agit sur la lactation et I’accouchement entre
autres, et I’hormone antidiurétique (ADH) dont I’effet est la contraction artérielle et la
diminution de Dexcrétion d’eau par les reins. L’anté-hypophyse communique avec
I’hypothalamus via les vaisseaux portes qui acheminent les hormones sécrétées par ce dernier.
En réponse a ces stimuli hormonaux, 1’anté-hypophyse va sécréter a son tour différentes
hormones telles que 1’hormone folliculostimulante (FSH) et I’hormone lutéinisante (LH) pour
le controle des fonctions gonadiques, I’hormone de croissance (GH), ’hormone thyréotrope

(TSH), la prolactine ou encore I’hormone adrénocorticotrope (ACTH).
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b) Perturbations de 1’axe HPA dans 1’anorexie mentale

Compte tenu des fonctions régulées par 1’axe HPA, comme le stress, la reproduction, la
croissance et la prise alimentaire, il n’est pas étonnant de trouver de multiples études de celles-

ci chez les personnes anorexiques.

Un comportement anormalement anxieux précede 1’apparition de 1’anorexie mentale dans la
plupart des cas et aboutit a une augmentation de la sécrétion en cortisol. Le taux de cortisol au
réveil est plus élevé chez les personnes anorexiques mais ne semble pas étre en lien avec un
traumatisme dans I’enfance contrairement aux personnes boulimiques (A. M. Monteleone et al.
2015). Dans leur étude, Rigaud et al. ont administré, en aveugle et par voie nasogastrique, des
liquides de charges caloriques différentes (0, 300 ou 700 kcal) a des patientes anorexiques ou
en bonne santé et ont mesuré leurs taux en différentes hormones ainsi que leur ressenti sur
différents parametres (Rigaud et al. 2007). II en ressort que 1’effet thermique de la quantité de
calories absorbée dépend de la dose mais celui-ci est plus important dans le groupe anorexique.
Les auteurs ont démontré qu’il y avait une augmentation plasmatique des taux en ACTH,
cortisol, dopamine, adrénaline et noradrénaline chez les patientes anorexiques avec la dose de
700 kcal. Par ailleurs, plus la quantité de calories est élevée, plus les sensations de nausées et
de douleurs abdominales sont élevées avec également une augmentation de la peur de prendre

du poids et une accentuation de la distorsion de la perception du corps.

La profonde implication de 1’axe HPA dans des fonctions communément altérées dans
I’anorexie mentale a entrainé différentes études basées sur I'utilisation d’hormones de cet axe.
A titre d’exemple, I’ocytocine était un bon candidat pour ces tests. L’administration d”ocytocine
chez des patientes anorexiques par voie intranasale a pour effet de diminuer le taux de cortisol
présent dans la salive tout en améliorant les réactions comportementales vis-a-vis de la
nourriture mais sans diminuer I’anxiété (Leppanen et al. 2017). Cet effet permet également
d’améliorer I’efficacité des protocoles de renutrition en diminuant I’aversion pour la nourriture
(J. Russell et al. 2018). Une méta-analyse sur des études ayant pour objet ’effet de 1’ocytocine
sur I’axe HPA, montre que cette hormone possede un effet bénéfique sur la sécrétion de cortisol
et la sollicitation du circuit HPA lors de taches que ne devraient pas le requérir (Cardoso,

Kingdon, et Ellenbogen 2014).
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Figure 7 : Modifications endocrinologiques au cours de I’anorexie mentale.

D’aprés Misra et Klibanski 2014 : Endocrine Consequences of Anorexia Nervosa.

Cependant, comme le soulignent Bou Khalil ef al., il est difficile de connaitre avec précision ce
qui est une cause de ce qui est une conséquence de 1’anorexie mentale sur I’axe HPA étant
donné que certaines altérations disparaissent lors de la reprise de poids (Bou Khalil, Souaiby,
et Fares 2017). Toutefois, diminuer le taux de cortisol chez les personnes anorexiques reste un

point crucial en raison des effets déléteres qu’il peut engendrer sur le systeme immunitaire.

4) Impact de I’anorexie mentale sur le systéme immunitaire
a) Modifications des proportions des types cellulaires de I’immunité

Le systéme immunitaire repose sur la coordination des différentes cellules immunitaires et de
leurs sécrétions telles que les cytokines ou les anticorps. Ce systeme requiert suffisamment
d’énergie pour fonctionner normalement et I’on comprend aisément qu’il peut étre
profondément affecté par la restriction calorique intense chez les personnes anorexiques. Les
dysfonctions du systéme immunitaire pourraient €tre un facteur de risque pour la survenue de
I’anorexie mentale puisque la présence d’une maladie auto-immune augmenterait de 36% le

risque de développer la pathologie (Zerwas et al. 2017).
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Les Natural Killers (NK) sont des cellules immunitaires chargées de détruire les cellules
infectées par un pathogene ou les cellules cancéreuses. L’activation de ces cellules est en partie
liée au systtme HPA et il a ét¢é montré qu’une corrélation inverse existe entre 1’activation
spontanée des NK et le taux basal en cortisol chez des patientes anorexiques (Staurenghi et al.
1997). Les lymphocytes sont également affectés. Une diminution du nombre de cellules
lymphocytaires a été observée dans le cas d’anorexie mentale de type restrictive. Mustafa et al.
ont mis en avant 1’existence d’une diminution des lymphocytes T CD8+ (LTCD8+) et des
lymphocytes T CD4+ (LTCDA4+) naifs (Mustafa et al. 1997). La diminution des LTCD8+ a été
retrouvée dans une étude récente en plus d’une diminution des NK (Elegido et al. 2017). En
revanche, le nombre de LTCD4+ reste inchangé, mais une corrélation négative entre le Z-score
de I’'IMC et le nombre de lymphocytes B (LB) et de LTCD4+ naifs est rapportée ce qui, d’apres
les auteurs, serait un mécanisme d’adaptation au maintien de la fonction immunitaire. Par
ailleurs, I’interaction des neutrophiles circulants avec 1’endothélium vasculaire est modifié¢e
chez les patientes anorexiques. Victor et al. ont montré que la vitesse de progression de ces
cellules étaient diminuée avec une augmentation de la synthése de la molécule d’adhésion
cellulaire vasculaire-1 (VCAM-1) en parallele d’une augmentation de la sécrétion

d’interleukine-6 (IL6) et de tumor necrosis factor-a (TNF-a) (Victor et al. 2015).

Les cytokines pro-inflammatoires ont donc également un role dans le développement et/ou dans
le maintien de la pathologie. Le TNF-a et I’IL-6 ont été largement étudiés dans le cadre de
I’anorexie mentale puisque ces cytokines contribuent a la perte de poids, notamment dans les

cas de cachexie induite par le cancer (Patel et Patel 2017; Han et al. 2018; Dalton et al. 2019).

b) Le TNF-a

Les personnes anorexiques ont une inflammation systémique de bas grade qui se traduit par une
augmentation du TNF-a et de son récepteur ainsi qu’un stress oxydatif plus important, ce qui
permettrait un maintien de la pathologie (Agnello et al. 2012). Les auteurs de cette étude
précisent que le taux de récepteurs au TNF-a correle positivement avec la durée de la maladie,
et négativement avec I’ IMC. Cependant, cette augmentation du TNF-a et de son récepteur n’est
pas toujours retrouvée chez les personnes anorexiques (Brambilla et al. 1998) et une diminution
peut également étre observée (Nova et al. 2002). Bien que I’effet cachectique du TNF-a soit
bien établi dans des pathologies telles que le cancer, son réle est moins évident dans I’anorexie

mentale. Il se pourrait que ces données contradictoires soient imputées a un polymorphisme du
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gene codant pour le TNF-a. Kanbur et al. ont observé que des patients anorexiques, dont la
guanine était remplacée par une adénine a la position 308 de la région promotrice du gene
codant pour le TNF-a, avaient les IMC parmi les plus bas (Kanbur et al. 2008). D’autres
polymorphismes de la région promotrice du TNF-o pourraient également augmenter la
susceptibilité a I’anorexie mentale (Ando et al. 2001). Enfin, tout comme 1’IL-1, une injection

intrapéritonéale de TNF- a entraine une diminution de la prise alimentaire (McCarthy 2000).

¢) L’IL-6

La culture de cellules immunitaires circulantes obtenues apres prélevement sanguin est une
méthode qui permet de mesurer leur production de cytokines. De cette facon, il a été démontré
que la production de certaines cytokines pro-inflammatoires était augmentée. C’est le cas
notamment pour I’IL-6 et I'interféron-y (IFN-y) (Raymond et al. 1999; Pisetsky et al. 2014). 1l
en va de méme pour le taux en ARNm codant pour I’'IL-6 (Kahl et al. 2004). En revanche, le
taux de récepteurs solubles a I’IL-6 est, quant a lui, diminué (Karczewska-Kupczewska et al.
2013). D’autres études en revanche, montrent que le taux plasmatique en IL-6 n’est pas
différents entre des patientes anorexiques et des sujets sains (Dolezalova et al. 2007). Le taux

en IL-6 peut également étre diminué comme le TNF-a (Nova et al. 2002).

d) L’IL-1p

L’IL-1P est une cytokine dont I’action pro-inflammatoire est bien connue et qui a la capacité
de modifier la régulation de la température via la voie hypothalamique. Bien que la température
corporelle soit plus basse chez les personnes anorexique, celle-ci augmente plus que la normale
apres ’ingestion d’un repas (J. Russell et al. 2001). La régulation de la température et de 1’axe
HPA étant altérées chez les personnes anorexiques, de nombreuses recherches ont donc porté
sur la potentielle implication de I’IL-1B. La culture de cellules mononuclées circulantes de
patientes anorexiques a montré que, plus la concentration en cortisol est élevée, plus la sécrétion
d’IL-1B est importante (Limone et al. 2000). Le cortisol ayant un rdle anti-inflammatoire, les
auteurs en déduisent qu’il existe une altération de la régulation entre I’axe HPA et I'IL-1p.
L’¢élimination des récepteurs a I’IL-1B dans le noyau arqué hypothalamique chez le rat a pour

effet de diminuer le nombre de neurones NPY+ et de réduire 1’hypophagie induite par
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I’injection intrapéritonéale d’IL-1p. Cette cytokine a donc aussi un réle anorexigene en agissant

directement sur I’hypothalamus (Chaskiel et al. 2019).

e) Le stress oxydatif

En plus des différentes altérations des différentes populations de cellules immunitaires et de la
sécrétion de diverses cytokines pro-inflammatoires, le métabolisme oxydatif de ces mémes
cellules est modifi¢ dans 1’anorexie mentale. Victor et al. ont observé une diminution de
’activité mitochondriale dans les cellules immunitaires de patientes anorexiques (Victor et al.
2014). Les mitochondries de ces cellules immunitaires ont une diminution de la consommation
en oxygene, une augmentation du glutathion et de la production d’especes réactives de
I’oxygeéne (ROS). L’explication pourrait venir de la modification globale de 1’équilibre
d’oxydo-réduction chez les patients. Une diminution de I’enzyme superoxyde dismutase
associée a une diminution en vitamine E a été démontrée chez les personnes anorexiques
(Moyano et al., s.d.). Cependant, les auteurs n’ont pas observé de modification quant au
glutathion alors que I’activité de la catalase était augmentée. La catalase est une enzyme
métabolisant le peroxyde d’hydrogeéne (H20:2), un ROS, en dioxygene et en eau. Or, la culture
de fibroblastes avec du sérum de patients anorexiques a entrainé une hausse de 24% de la
résistance de ces cellules a la présence de H2O2 (Omodei et al. 2015), ce qui pourrait s’expliquer

par une hausse de I’activité de la catalase.

Comme pour les autres parametres, les données sur le stress oxydatif chez les personnes

souffrant d’anorexie mentale peuvent étre parfois contradictoires.

f) L’adiponectine

L’adiponectine est une adipokine, c’est-a-dire une cytokine sécrétée par les adipocytes. Bien
que la dénutrition sévere induite par I’anorexie mentale entraine une diminution de la masse
grasse, le taux plasmatique en adiponectine est plus élevé chez les personnes atteintes par la
maladie que chez les personnes saines (Iwahashi et al. 2003). Il existe différentes formes
d’adiponectine, une de poids moléculaire ¢élevé (HMW) et une autre de poids moléculaire faible
(LMW). Une étude chez 18 femmes anorexiques a montré que plus I’'IMC est bas, plus la
concentration en HMW est basse alors que celle de la LMW augmente (Amitani et al. 2013).

Ces changements sont également liés a des troubles du comportement fréquemment retrouvés

29



associés a la pathologie (Amitani et al. 2013; Tyszkiewicz-Nwafor et al. 2018). L’adiponectine
présente aussi différents polymorphismes dont certains sont plus souvent retrouvés que d’autres
chez les personnes anorexiques, ce qui démontrerait une influence de ces variations sur la

susceptibilité a développer la pathologie (Ziora-Jakutowicz et al. 2017).

Les cytokines pro-inflammatoires et 1’adiponectine sont impliquées dans de nombreux
processus qui pourraient favoriser 1’apparition de 1’anorexie mentale ou en permettre le
maintien. Cependant, les études restent assez contradictoires méme si certains profils semblent
se dégager. L’explication de ces résultats divergents pourrait venir du fait que les deux sous-
types d’anorexie mentale, restrictive et purgative, présentent des profils différents pour certains
polymorphismes de genes codant pour les cytokines décrites précédemment. Il faut ajouter a
cela des troubles comportementaux spécifiques a chaque sous-type et I’existence d’isoformes
pour certaines molécules telles que I’adiponectine. La distinction entre les sous-types
d’anorexie mentale, les isoformes des composés étudiés et la présence de polymorphismes des
genes les codant ne sont que tres rarement établis dans une méme étude. Ce manque
d’informations ne permettrait donc pas d’avoir des profils de patients suffisamment précis pour
les parametres étudiés, d’ou les données parfois contradictoires, tout en faisant ressortir des

fonctionnements globaux récurrents.

5) Altérations hépatiques

Le foie est un organe vital dont le nombre de fonctions est particulierement élevé. Parmi ses
roles, on retrouve la détoxification du sang, la synthese et le stockage de glucose, la synthese
de cholestérol pour la production de différentes hormones et de la vitamine D, la production
d’albumine pour maintenir la pression oncotique du sang et le transport de différentes molécules
comme les hormones ou encore la production de triglycérides. Le bon fonctionnement
hépatique est vérifié par le dosage plasmatique de 1’aspartate aminotransférase (ASAT) et de
I’alanine aminotransférase (ALAT). En cas de dommages hépatiques, le taux plasmatique de

ces enzymes augmente.

Dans une étude clinique faite sur 181 patients anorexiques, Rosen et al. ont observé que le taux
des ALAT et ASAT était moyennement élevé pour 27,6% des patients et tres élevé pour 35,4%
d’entre eux. Les auteurs pointent le fait que plus le taux plasmatique en enzymes hépatiques est
¢leve, plus I'IMC est faible avec une diminution des taux de transthyrétine (Rosen et al. 2016).

Ce lien entre IMC et taux plasmatique des enzymes hépatiques est également retrouvé par
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Nagata et al. sur 356 patients, dont 89% de femmes (Nagata et al. 2015). Leur étude montre
aussi que les hommes anorexiques sont plus gravement affectés par 1’élévation des taux
plasmatiques en ASAT et ALAT en association avec un IMC plus faible. Ces résultats sont
confortés par Hanachi et al. avec une hypertransaminasémie, ¢’est-a-dire un taux en ASAT et
ALAT deux fois supérieur a la normale chez 43% des 126 patients de leur étude clinique dont
les observations ont conduit a définir quatre facteurs de risque : un jeune age, un IMC faible, le
sous-type restrictif et le sexe masculin (Hanachi, Melchior, et Crenn 2013). Un cas clinique
d’une femme de 35 ans avec des antécédents d’anorexie mentale a ét€ rapporté en raison d’une
insuffisance hépatique aigiie (Bridet, Martin, et Nuno 2014). Le taux plasmatique en ASAT
était de 3758U/L (40U/L< normalement) et le taux plasmatique en ALAT de 1955U/L (37U/L<

normalement).
Serum bilirubin Previous episodes
Serum AST Serum ALT (wmol/L) of increase in
level level Prothrombin Coagulation (normal <17 aminotransferase Hepatic imaging
Patient (=< ULN) (% ULN) index (%) factor V (%) pmol/L) level data
1 32 24 50 52 25 No Moderate ascites
2 84 48 30 50 11 Yes Moderate ascites
3 101 181 29 33 46 Yes Normal
4 106 73 44 55 35 Yes Normal
5 71 83 39 28 59 Yes Normal
6 62 41 31 30 22 No Normal
7 46 21 30 69 18 Yes Normal
8 18 10 19 10 4 No Moderate ascites
9 95 80 a7 72 14 Yes Moderate ascites
10 31 63 40 63 22 No Normal
11 87 70 30 63 12 Yes Normal
12 55 20 29 38 38 Yes Normal

Figure 8 : Modifications des sécrétions enzymatiques hépatiques lors de 1’anorexie mentale.
D’aprés Rautou et al. 2008 : Acute Liver Cell Damage in Patients With Anorexia Nervosa: A Possible Role of
Starvation-Induced Hepatocyte Autophagy.

ALT : alanine aminotransferase ; AST : aspartate aminotransferase ; ULN : upper limit of normal.

Les auteurs évoquent, comme causes hypothétiques, une hypoperfusion aigiie du foie et une
autophagie hépatique. L’autophagie est un mécanisme qui se met en place dans les cas
d’infections intracellulaires (virus, bactéries intracellulaires) ou de restriction calorique sévere.
Elle permet de recycler différents constituants cellulaires (lipides, protéines, organelles) afin
d’en retirer de I’énergie ou des composants afin de synthétiser de nouvelles protéines. Il existe
quinze types d’autophagie différents. Celle-ci peut étre mesurée par la conversion de la protéine
LC3I en LC3II (microtubule-associated light chain protein 3). La cellule produit donc un
autophagosome autour de la cible qui fusionnera ensuite avec un lysosome pour former un
autophagolysosome afin de dégrader son contenu. L’autophagie hépatique est parfois décrite

comme protectrice pour le foie (Kheloufi et al. 2014) étant donné qu’elle permet la survie des
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cellules hépatiques en leur évitant de s’engager sur la voie de 1’apoptose ou de la nécrose.
Cependant, d’apreés d’autres observations, 1’apparition de 1’autophagie hépatique serait un
phénomene aigu témoignant d’une aggravation de 1’état de santé des patients, et devrait étre
considérée comme un facteur de gravité (Rautou et al. 2008). La mesure des taux plasmatiques
en vitamine B12 pourrait également €tre un indicateur intéressant pour la fonction hépatique
des patients anorexiques puisque ce taux augmente en cas de dysfonction hépatique (Corbetta

et al. 2015).

6) Risques cardiovasculaires et rénaux

Le systeme cardiovasculaire et les reins sont tres fortement liés par différents mécanismes qui
font que si I’'un des deux systémes est dysfonctionnel, I’autre sera affecté. Une insuffisance
rénale peut ainsi induire des pathologies cardiaques en raison de modifications anormales de la
pression artérielle. Avec une restriction calorique sévere, des altérations électrolytiques et
hormonales, 1’anorexie mentale entraine de graves perturbations cardiaques, vasculaires et

rénales (Sachs et al. 2016).

Bien que ’anorexie mentale soit principalement caractérisée par une réduction drastique de la
prise alimentaire, la prise hydrique est également fortement diminuée dans le but de perdre plus
de poids, entrainant ainsi une déshydratation chronique chez les patients (Lowinger et al., s. d.).
I1 peut toutefois étre observé une prise hydrique particulierement élevée (Bahia, Chu, et Mehler
2011) mais elle survient, le plus souvent, pour simuler une prise de poids en vue d’un examen
médical (Krogulska et al. 2019). Dans leur observation de ce cas clinique, les auteurs font
mention d’une hyponatrémie et de vomissements récurrents. L’hyponatrémie est
communément retrouvée chez les patientes anorexiques, méme déshydratées, en association
avec des taux en ADH particulierement élevés (Evrard et al. 2004). L’ ADH est produite par la
post-hypophyse, en réponse a une baisse de la volémie et/ou de la pression artérielle, et possede
trois types de récepteurs. Les récepteurs V1a sont retrouvés sur les cellules musculaires lisses
des vaisseaux sanguins. C’est par le biais de ces récepteurs que I’ ADH induit la vasoconstriction
de ces vaisseaux afin de rétablir la pression artérielle en cas d’hypovolémie. Les récepteurs V1b
sont exprimés dans 1’anté-hypophyse ot ils servent a la régulation de la sécrétion d’ADH. Le
troisieéme type de récepteur, V2, est exprimé dans les reins ou il favorise la réabsorption de I’eau
de I’urine primitive dans le tubule contourné distal par I’incorporation d’aquaporines produites

par les cellules des canaux collecteurs. Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA)
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participe également au maintien de la pression artérielle. La rénine est une enzyme sécrétée par
les cellules musculaires lisses de 1’appareil juxtaglomérulaire en cas de diminution de la
pression artérielle. Elle a pour cible I’angiotensinogéne, sécrété par le foie, qu’elle va cliver en
angiotensine-1 (AGT1). Ensuite, ’AGT-1 est clivée en angiotensine-2 (AGT-2) par I’enzyme
de conversion. L’AGT-2 possede deux récepteurs : AT-1 et AT-2. Le récepteur AT-1 induit la
vasoconstriction, la sécrétion d’ADH et d’aldostérone, alors que le récepteur AT-2 entraine la
vasodilatation. L’aldostérone, quant a elle, favorise la réabsorption du sodium (NA™) par

transport actif a partir de 1’urine primaire dans le canal collecteur.

L’utilisation combinée de diurétiques et de laxatifs en association avec une activité physique
intense contribue a I’hyponatrémie et entraine une forte augmentation de la sécrétion
d’aldostérone dans le plasma lors d’injections d’AGT-2 a des patients anorexiques (Mizuno et
al. 1992; Lai, Jiang, et Hsiao 2017). L’hyponatrémie serait également en lien avec un IMC
faible et la diminution de la DMO (Lawson et al. 2012). En plus de I’hyponatrémie, les patients
anorexiques souffrent également d’hypokaliémie, responsable du syndrome du QT long.
L’intervalle QT d’un électrocardiogramme (ECG) correspond au temps qui s’écoule entre le
début de la dépolarisation ventriculaire (onde QRS) et la fin de la repolarisation ventriculaire
(onde T). La contraction ventriculaire est provoquée par la dépolarisation membranaire avec
sortie de potassium (K¥) et entrée de sodium (Na®) et de calcium (Ca**). La repolarisation
compléte nécessite des pompes a K* ATP-dépendantes pour séquestrer le potassium dans
I’espace intracellulaire. Une hypokaliémie entraine un retard de la repolarisation, c’est-a-dire
un allongement du temps entre les ondes QRS et T, qui peut provoquer une arythmie voire un
arrét cardiaque. Le syndrome du QT long est fréquemment observé chez les personnes
anorexiques et peut étre traité par une supplémentation en potassium (Sachs et al. 2016; Krantz
et al. 2012; Facchini et al. 2006; Franzoni et al. 2007). La présence d’une bradycardie a

également été rapportée chez les patients anorexiques (Yahalom et al. 2013).

En plus des anomalies du rythme cardiaque, la structure du cceur est largement affectée par la
pathologie. Les patients anorexiques présentent une diminution de I’activité de I’apex alors que
les personnes atteintes de la forme purgative de la maladie ont également une diminution de la
masse et de la fonction ventriculaire gauche en raison d’une fibrose (Morris et al. 2017). Par
ailleurs, les hommes anorexiques sont plus fréquemment affectés par des pathologies
cardiaques que les femmes (Kalla et al. 2017), ce qui renforce le caractere délétere de la maladie
en fonction du sexe. Chez les femmes adolescentes, un IMC faible est un facteur de risque pour

le développement de dysfonctions systoliques et diastoliques (Escudero et al. 2016). Dans la
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majorité des cas, la fibrose du ventricule gauche est consécutive a une augmentation de la
rigidité artérielle. En effet, es mesures en échographie Doppler utilisant la vitesse d’onde de
pouls ont montré qu’il existait une augmentation de la rigidité de 1’aorte chez les patientes

anorexiques (Escudero et al. 2018).

Comme nous I’avons décrit précédemment, le rein et le cceur sont en relation tres étroite. Les
affections cardiaques des personnes anorexiques ont des répercussions sur la fonction rénale.
Stheneur et al. ont observé que I’'IMC et le taux de filtration glomérulaire (TFG) étaient liés et
que la diminution du rythme cardiaque résultait en une baisse du TFG, menant a une
dysfonction rénale (Stheneur et al. 2017). L hypokaliémie joue également un role dans les
anomalies de la fonction rénale en provoquant une vacuolation des tubules (Wigley 1960) ainsi
qu’une acidose des tubules distaux, notamment en raison de 1’utilisation abusive de laxatifs

(Pines et al. 1985).

7) Atteintes de la cavité buccale et de I’cesophage

L’anorexie mentale affecte le tractus digestif dans son ensemble a commencer par la bouche.
Bien que les deux sous-types d’anorexie soient responsables de [’apparition de troubles
buccaux, le sous-type purgatif avec vomissements a naturellement un impact plus important.
L’utilisation d’émétiques ou de substances laxatives sont des facteurs aggravants en raison de

la déshydratation qu’ils provoquent (Panico et al. 2018).
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Organ systems ororgan

Pathological findings

Leading systems

CNS

Morphological and functional

cerebral changes; volume
reduction in cerebral grey
and white matter

Cognitive deficits

Dental system and
parotis glands

Impaired dental status,
dental caries, increased
serum amylase

Dental caries,
enlargement of the
parotid glands

Endocrine system and
reproductive function

Hypothalamus-pituritary-
gonadal-axis, low T,
syndrome, hypercortisol

Amenorrhoea in women,
symptoms of
hypothyroidism , depression,
elevated stress levels

Cardiovascular system

Hypotension, bradycardia,
arrhythmia

Syncope

Gastrointestinal tract

Impaired gastric emptying,
gastric dilation, gastro-
duodenal ulcers

Constipation, ileus, upper
gastrointestinal bleeding

Haematological and
immune system

Bone marrow hypoplasia,
anaemia with reduced
leucocytes and
immunoglobulin

Anaemia, (bacterial)
infections, compromised
immune competence

Renal tract Hypokalaemia, Nephrolithiasis, oedema,
hypophosphataemia, syncope
hypernatraemia

Bone Reduced bone density Bone fractures and

(osteopenia)
or osteoporosis

concomitant pain,
spinal compression

Figure 9 : Atteintes physiologiques générales retrouvées chez les personnes anorexiques.

D’aprées Zipfel et al. 2015 : Anorexia nervosa: aetiology, assessment, and treatment.

Les vomissements récurrents dans I’anorexie mentale purgative sont a I’origine d’une érosion
des dents en raison de 1’acide présent dans le contenu stomacal. Une mylolyse, c’est-a-dire une
déminéralisation des dents, apparait fréquemment a cause de cet acidité chronique (Hasler
1982). Le gonflement de la glande salivaire parotidienne est souvent rapporté (Hasler 1982).
La production de salive est diminuée (Elzbieta Paszynska et al. 2015; Elzbieta Paszynska et al.
2017) et sa composition modifiée avec des sécrétions de cortisol et d’immunoglobulines A
sécrétoires (sIgA) plus importantes alors qu’il n’y a qu’une tendance a 1’augmentation pour
’alpha-amylase salivaire (AAS) (E. Paszynska et al. 2016). Il faut noter que I’augmentation de
la sécrétion de I’ AAS semble étre spécifique de I’anorexie mentale de type purgative (Scheutzel
et Gerlach 1991). L’augmentation de la sécrétion de cortisol et de sIgA est fréquemment
retrouvée lors d’un comportement anxieux avec une hyper activation de 1’axe HPA.
Globalement, 1’activité des enzymes de la salive ne semble pas altérée (Elzbieta Paszynska et
al. 2015). Bien que le pH de la salive soit plus acide chez les personnes anorexiques, une étude
ancienne suggere que la maladie n’a pas d’effet sur les bactéries buccales (Liew et al. 1991).
En revanche, les atteintes de la muqueuse sont nombreuses avec des érythemes labiaux, des
saignements gingivaux, des gercures sur les levres et une chéilite exfoliatrice (Panico et al.

2018; Liew et al. 1991).
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Concernant I’cesophage, peu de complications sont a noter. Benini et al. ont mesuré les
contractions de I’cesophage chez des patients anorexiques restrictifs et d’autres purgatifs
(Benini et al. 2010). Les auteurs ont observé une augmentation de la pression dans la partie
inférieure de 1’cesophage chez les restrictifs par rapport aux purgatifs mais ces valeurs sont
toujours situées dans un intervalle normal. L amplitude des ondes apres déglutition est, quant a
elle, plus importante chez les patients anorexiques que chez les personnes saines. Par ailleurs,
en raison de la persistance et de la fréquence des vomissements, le risque de cancer de
I’cesophage est plus élevé chez les anorexiques de type purgatif (Brewster, Nowell, et Clark

2015).

Bien qu’il existe des atteintes de la cavité buccale et de 1’cesophage chez les personnes
anorexiques, elles ne sont pas spécifiques de la maladie et ne permettent pas d’identifier cette
derniere de facon certaine (G. Stacher et al. 1986). Cependant, les dysfonctions gastriques sont
spécifiques de la pathologie et peuvent étre utilisées comme marqueurs (G. Stacher et al. 1986;

Schalla et Stengel 2019).

8) Troubles fonctionnels gastro-intestinaux

L’estomac subit d’importantes altérations chez les anorexiques. La diminution de la vitesse de
vidange gastrique est particulierement bien documentée. Les personnes anorexiques se
plaignent quasiment systématiquement de douleurs abdominales mais Domstad et al. ont
observé que, parmi les patients de leur étude, seuls 50% d’entre eux avaient une diminution du
temps de vidange gastrique (TVG) expliquant ces douleurs alors que le TVG était normal voire
accéléré chez d’autres (Domstad et al. 1987). Le TVG a été mesuré pour des repas solides et
liquides chez des personnes anorexiques (Hutson et Wald 1990; Holt et al. 1981). 1l ressort de
I’étude de Hutson et Wald que le TVG est de 182 minutes chez les anorexiques contre 119 min
chez les contrdles pour les repas solides, et de 65 minutes chez les anorexiques contre 49
minutes pour les contrdles avec les liquides (Hutson et Wald 1990). Les auteurs notent
cependant une absence de lien entre I'IMC et le TVG alors qu’une étude plus récente a montré
qu’il existait bien une corrélation négative entre le temps de demi vidange gastrique (TVGso)
et I’IMC chez les patients anorexiques (Bluemel et al. 2017). Robinson et al. notent cependant
que I’augmentation du TVG apres ingestion de liquide n’est valable que pour des liquides
contenant du glucose mais pas pour des solutés salins (Robinson, Clarke, et Barrett 1988). Ils

observent également que 1’allongement du TVG est provoqué par une quantité insuffisante de
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nourriture arrivant dans le duodénum et entrainant une perte de poids sévere. Cette
augmentation du TVG est retrouvée chez les anorexiques restrictifs et purgatifs avec 357
minutes et 360 minutes respectivement, contre 207 minutes chez des personnes saines (Benini

et al. 2004).

Ce retard de vidange gastrique est la conséquence de I’augmentation de la prévalence
d’épisodes de dysrythmie de I’estomac chez les personnes anorexiques par rapport a des
personnes saines (9,75% contre 0,48% respectivement) (Abell et al. 1987). Plus précisément, il
s’agit d’'une diminution de la fréquence et de I’amplitude des contractions de I’antre gastrique
(Georg Stacher et al. 1992). Un TVG plus long entraine une dilatation de la paroi stomacale
avec de graves conséquences cliniques. Lo et al. ont rapporté un cas clinique de dilatation
gastrique ayant provoqué une nécrose de 1’estomac en raison d’une occlusion de 1’artére

mésentérique supérieure (Lo, Yen, et Jones 2004).

Pour essayer d’améliorer les problémes d’allongement du TVG et ses conséquences, des
traitements médicamenteux ont été testés. Statcher et al. (G. Stacher et al. 1987) ont donné a
des patients anorexiques des repas semi-solides et ont mesuré le TVGso dont la médiane était a
121 minutes chez les patients et 47 minutes chez les contrdles. Les auteurs ont ensuite donné
8mg de cisapride a certains patients par voie intraveineuse. Le cisapride favorise la libération
d’acétylcholine et augmente 1’amplitude des contractions de I’antre stomacale. Le TVGso des
patients ayant recu le médicament est tombé a une valeur médiane de 42 minutes. Dans une
autre ¢étude, de la dompéridone, un composé augmentant les contractions de 1’antre, a été
administré a des personnes anorexiques avec des ballonnements séveres (D. M. Russell et al.
1983). La dompéridone a eu pour effet d’améliorer nettement le sentiment de satiété ainsi que

le TVG.

L’utilisation de telles substances pourrait étre intéressante mais leurs autres effets risqueraient
d’étre préjudiciables aux patients. La dompéridone est un antagoniste des récepteurs a la
dopamine tandis que le cisapride est un agoniste des récepteurs a la sérotonine. Nous avons
préalablement explicité les atteintes des systemes sérotoninergiques et dopaminergiques chez
les personnes anorexiques. L’utilisation de médicaments agissant sur ces voies pourrait avoir
des effets inconnus sur d’autres parametres notamment le contrdle de ’humeur et de la prise
alimentaire. Par ailleurs, le cisapride peut provoquer un syndrome de QT long auquel sont déja

sujets les patients anorexiques avec purge.
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La diminution de la motilité ne se limite pas a I’estomac chez les personnes anorexiques et
affecte également le reste de 1’intestin avec des constipations ou des ballonnements (Buchman
et al. 1994). Ce ralentissement de la motilité intestinale n’entraine d’ailleurs pas de troubles de
I’absorption des nutriments (Martinez-Olmos et al. 2013) ce qui indique que les altérations des
parametres plasmatiques comme I’hypercholestérolémie, qui est retrouvée chez la plupart des
patients, sont secondaires a d’autres perturbations. Le temps de transit complet (bouche-colon)
est augmenté chez les patients anorexiques mais sans étre significativement différent des
personnes saines (Kamal et al. 1991). Les observations cliniques mettent en avant une
prévalence ¢levée de la constipation chez les personnes anorexiques. La diminution de I'IMC
et une phase anorexique longue sont deux parametres qui semblent augmenter la prévalence de
la constipation (Sileri et al. 2014). Au-dela des troubles de la motilité intestinale, il existe

également une dysfonction de la contraction du plancher pelvien (Chiarioni et al. 2000).

Pour mieux comprendre ces mécanismes, il faut s’intéresser a la fonction sécrétoire de
I’estomac et de I’intestin car, si I’absorption intestinale des nutriments n’est pas altérée, il n’en
est pas de méme pour les sécrétions. L estomac, I’intestin et les organes associés a la digestion
tels que le pancréas, le foie et la vésicule biliaire, produisent non seulement des enzymes
facilitant la digestion, mais aussi différents peptides agissant sur les fonctions des uns et des

autres ainsi que sur la régulation centrale de 1’appétit.

D) Place de I’axe intestin cerveau
1) Rappels sur la structure et la fonction intestinale

L’intestin débute apres I’estomac et peut €tre divisé en deux grandes parties : I’intestin gréle,
formé par le duodénum, le jéjunum et I’iléon, et ensuite le colon. La fonction premiere de
I’intestin gréle est 1’absorption des nutriments suite a leur digestion par les enzymes
pancréatiques et biliaires ainsi que les enzymes présentes a la surface des entérocytes, alors que
le role du colon se focalise principalement sur la réabsorption de I’eau. Bien que ces fonctions
soient différentes, les structures de I’intestin gréle et du colon sont trés proches, et différent
principalement par la proportion des différents types cellulaires qui les composent (Salvo
Romero et al. 2015). L’intestin dans son ensemble est constitué de cellules souches,
d’entérocytes, de cellules entéroendocrines pour la synthése et la libération des peptides

intestinaux tels que la CCK et le GIP, de cellules de Paneth localisées dans les cryptes, et de
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cellules caliciformes dont la fonction est de sécréter les protéines nécessaires au maintien de la

couche de mucus.
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Figure 10 : Structure générale de la barri¢re intestinale.

D’aprés Salvo Romero et al. 2015 : The intestinal barrier function and its involvement in digestive disease.

Les cellules souches sont localisées dans les cryptes qui séparent chaque villosité. Les cellules
nouvellement formées, entérocytaires, entéroendocrines ou caliciformes, sont progressivement
déplacées du fond des cryptes vers le sommet des villosités. Ces cellules sont renouvelées en 3
a 5 jours, ce qui implique une activité apoptotique élevée au sommet des villosités afin de libérer
I’acces aux cellules nouvellement formées. Les cellules caliciformes, quant a elles, sécrétent
des mucines qui composent principalement la couche de mucus intestinal et protege les cellules
des contacts directs avec les bactéries du microbiote intestinal, les enzymes digestives et des
variations de pH. Dans le colon, il y a une augmentation de la proportion des cellules
caliciformes induisant une couche de mucus plus importante notamment en raison de la plus
grande population bactérienne en comparaison de celle de I’intestin gréle.

Les cellules épithéliales intestinales forment une monocouche cellulaire composée
principalement d’entérocytes, ou de colonocytes pour le colon. Ces cellules ont pour fonction
I’absorption des nutriments issus de la dégradation enzymatique qui forment le chyle. Les
entérocytes sont pourvus de microvillosités de 1 a 2 um de haut qui servent a augmenter la

surface d’absorption. Une fois internalisés, les différents nutriments sont transportés du pole
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apical de la cellule vers le pole basal pour rejoindre la circulation lymphatique ou sanguine. Les
cellules de la muqueuse intestinale constituent également la premiere ligne de défense contre
les agressions extérieures, comme les bactéries, virus et champignons présents dans le tractus

intestinal et posseédent des immunoglobulines A (IgA) a leur surface.

L’intégrité et 1’étanchéité de cette barri¢re est assurée par la présence de différentes protéines
qui forment les jonctions serrées. Les claudines (CLDN), notamment CLDN-1, sont les
protéines situées le plus en surface, puis vient I’occludine (OCDN), ensuite les protéines des
jonctions adhérentes JAM (Junctional Adhesion Molecules) et enfin les protéines des jonctions
communicantes comme les connexines qui forment des hexameres appelés connexons pour
permettre le passage de différents composés d’une cellule a 1’autre. Les CLDN sont des
protéines transmembranaires dont la partie intracellulaire comporte un domaine PDZ capable
de se lier avec le domaine PDZ de la protéine Zonula Occludens-1 (ZO-1). Les protéines ZO-
1, ZO-2 et ZO-3 servent d’adaptateurs entre les CLDN et le cytosquelette d’actine des cellules
épithéliales. Bien que la majorité des CLDN favorise la formation des jonctions serrées, la
CLDN-2 est, quant a elle, associée a une augmentation de la perméabilité intestinale.
L’adhésion des cellules épithéliales entre elles via les CLDN peut étre modulée en fonction des
besoins via des réactions de phosphorylation ou d’ubiquitinylation qui sont assurées par
différentes enzymes telles que I’AMPK ou les phosphokinases. L’OCDN transmembranaire
peut également étre phosphorylée afin d’étre acheminée vers les jonctions serrées et augmenter
la fonction de barriere. Toutefois, la phosphorylation de ’OCDN par la casein kinase 2 (CK2)
entraine une diminution de 1’intégrité des jonctions serrées. Il est donc admis que la modulation
de la perméabilité de la barriere intestinale résulte d’une dynamique qui repose sur des
modifications post-traductionnelles des protéines de jonction serrées impliquant différentes
enzymes (Shigetomi et Ikenouchi 2018). Cette modulation passe également par la régulation du
niveau de phosphorylation de la protéine myosin light chain (MLC). Lorsque celle-ci est
phosphorylée par la MLC kinase (MLCK), il en résulte un relachement de la barriere et une
augmentation de la perméabilité paracellulaire. A I’inverse, la déphosphorylation de la MLC
par la MLC phosphatase (MLCP) provoque une contraction des jonctions serrées, ce qui réduit
la perméabilité paracellulaire. Ces modifications font intervenir les ions calcium Ca®".
L’activation de la phospholipase C B (PLCP) active la phosphokinase C (PKC) qui induit une
sensibilisation au calcium de la cellule avec, pour résultat, une inhibition de la MLCP. Les ions
Ca’* vont se fixer sur la calmoduline (CaM) et ce complexe Ca’**-CaM va activer la MLCK.

Les voies PKC et CaM sont donc a I’origine de I’augmentation de la perméabilité intestinale.
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L’activation de la voie PI3K/Akt (phosphatidylinositol 3-kinase) est responsable de 1’inhibition
de la synthese de la CLDN et participe également au relachement de la barriere intestinale (Kim

et Kim 2017).
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Figure 11 : Structure des jonctions serrées intestinales.

D’aprés Salvo Romero et al. 2015 : The intestinal barrier function and its involvement in digestive disease.

La perméabilité intestinale des patients anorexiques peut étre évaluée par ingestion d’un
mélange de lactulose et de mannitol. Une excrétion urinaire élevée de lactulose témoigne d’un
passage important de ce composé dans le sang et, indirectement, d’une perméabilité
paracellulaire intestinale élevée. Contrairement a ce qui pourrait &tre attendu, le test
lactulose/mannitol a montré que 1’excrétion du lactulose était moins importante chez les
patientes anorexiques que chez des personnes saines (P. Monteleone et al. 2004). A I’inverse,
une étude récente a mis en évidence une augmentation de la zonuline plasmatique chez 35,29%
des patientes anorexiques, ce qui témoigne d’une augmentation de la perméabilité intestinale
(S. Morkl et al. 2018).

Un nouvel acteur est de plus en plus étudié ces dernieres années et apporte un éclairage nouveau
sur la pathologie : le microbiote intestinal. Il apparait de plus en plus impliqué dans nombre de

fonctions digestives et cognitives en conditions physiologiques ou lors de pathologies mentales
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(Dinan et Cryan 2017a; 2017b; H.-X. Wang et Wang 2016), ce qui en fait une piste d’étude

prometteuse pour la compréhension de 1’anorexie mentale.

2) Implication du microbiote et de ses métabolites

L’intégration du microbiote intestinal dans le développement et le maintien des TCA en
particulier, et des pathologies mentales en général, est encore trés récent. Mais il s’avére que
cette piste est prometteuse pour améliorer les thérapies pour I’anorexie mentale ou le taux de
rechute reste important sans que les causes ne soient encore bien comprises. Depuis plusieurs
années, 1’étude des populations d’entérobactéries et de leurs métabolites chez des patients

anorexiques a permis d’affiner notre compréhension de la maladie.

Les bactéries Gram négatives produisent des peptides appelés lipopolysaccharides (LPS) dont
la présence dans la circulation sanguine entraine une réaction inflammatoire. Cet effet passe par
les récepteurs Toll-Like (TLR), notamment le TLR-4, que ce soit dans I’intestin ou dans
I’hypothalamus. Le LPS se fixe sur les récepteurs TLR- 4 dans I’intestin et I’hypothalamus dont
I’action inflammatoire est médiée par MyD88 et STAT-3 comme le montre une étude faite sur
un modele de souris (Yamawaki et al. 2009). En plus de son rdle pro-inflammatoire, le LPS est
capable d’induire un état anorexique dans un modéle murin en agissant sur I’hypothalamus et
notamment le NPY (Ilyin et al. 1998). Une diminution de 1’intégrité de la barriére intestinale

pourrait donc avoir un effet sur le maintien de I’anorexie via le LPS.

Morkl et al. ont analysé et comparé le microbiote de personnes anorexiques, obeses et
athlétiques a partir d’échantillons fécaux par I’analyse de 1’abondance de la sous-unité
ribosomique 16S caractéristiques des bactéries (ARN 16S) avec la base de données QIIME
(Sabrina Morkl et al. 2017). Il en ressort que chez les anorexiques, la diversité alpha, c’est-a-
dire le nombre d’especes différentes, est globalement diminuée. En paralléle, la population
bactérienne de la famille des Coriobacteriaceae est augmentée. Or, il a été montré chez la souris
qu’il y a une augmentation anormale de la prolifération de ces bactéries en réponse au stress. Il
s’agit 1a d’une piste intéressante compte tenu de la forte prévalence des troubles anxio-
dépressifs chez ces patients. Des analyses en RT-PCR ont montré que 1’abondance des bactéries
de la famille Lactobacillus est augmentée chez les patients anorexiques, de méme que les
bactéries du genre Methanobrevibacter smithii (Armougom et al. 2009). Les auteurs de ces
travaux émettent I’hypotheése qu’il pourrait s’agir d’un mécanisme adaptatif a une restriction

calorique sévere.
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Les entérobactéries dégradent les fibres alimentaires que nous sommes incapables de digérer
pour en tirer les substrats énergétiques nécessaires a leur métabolisme. Les composés
synthétisé€s a partir de ces fibres sont appelés acides gras a chaine courte (AGCC). La mesure
de la dépense énergétique au repos (DER) ainsi que la prise de carbohydrates sont diminuées
chez les personnes anorexiques comme 1’ont montré Speranza et al. alors que la quantité de
fibres est la méme que chez le groupe contrdle de leur étude (Speranza et al. 2018). Les auteurs
ont observé que les quantités de butyrate et de propionate, des AGCC, étaient plus faibles dans
les échantillons fécaux du groupe anorexique. La encore, il s’agirait, d’apres les auteurs, d’un
mécanisme d’adaptation a la faible prise de carbohydrates, notamment d’amidon dont

I’ingestion aboutit a une augmentation de la production d’AGCC.

Morita et al. ont comparé, via 1’analyse des ARN 16S et 23S, les microbiotes fécaux de
personnes saines avec ceux de patients anorexiques, en faisant la distinction entre les patients
de type purgatif et ceux de type restrictif afin de vérifier si un profil de dysbiose particulier les
caractérisait (Morita et al. 2015). Comparés a leur groupe contrdle, les patients du groupe
anorexique montrent une diminution des bactéries anaérobies strictes Clostridium coccoides,
Clostridium leptum et Bacteroides fragilis ainsi que des bactéries anaérobies facultatives du
genre Lactobacillus plantarum. La présence des bactéries de la famille des Streptococcus est
également plus faible. La diminution de Clostridium coccoides est plutot spécifique des
anorexiques restrictifs. Les auteurs ont observé que, globalement, les quantités fécales d’acétate
et de propionate sont plus faibles dans le groupe anorexique que dans le groupe contrdle, mais
que la diminution de I’acétate se retrouve particulierement chez les patients de type restrictif. Il

y aurait donc un profil particulier de dysbiose en fonction du sous-type d’anorexie.

Si I’on reprend I’étude de Morkl ef al. sur I’étude de la zonuline, les auteurs ont remarqué qu’il
y a une diminution des bactéries de la famille Fecalibacterium lorsque la zonuline plasmatique
augmente (S. Morkl et al. 2018). Or, ces bactéries sont de type Gram négatives produisant des

AGCC dont I’effet est anti-inflammatoire.

Borgo et al. se sont intéressés au lien potentiel entre anorexie mentale, dysbiose et score
psychopathologique (Borgo et al. 2017). Leurs résultats montrent chez leurs patients
anorexiques, une augmentation des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae et du genre
Methanobrevibacter smithii. En parallele, les populations des familles bactériennes Roseburia,
Ruminococcus et Clostridium sont diminuées comme nous 1’avons expliqué précédemment.
Plus intéressant encore, ces bactéries sont des productrices d’AGCC et les auteurs observent
une corrélation négative entre la quantité de butyrate et ’anxiété, ainsi qu’une corrélation
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positive entre la quantité de propionate, témoin de 1’abondance des bactéries de la famille
Roseburia qui le produisent, et le taux d’insuline plasmatique. Ces résultats pourraient donc
expliquer la persistance des profils anxio-dépressifs et de I’hypo-insulinémie chez les patients
anorexiques. L’étude montre également que I’IMC correle négativement avec les bactéries du
genre Bacteroides uniformis, le taux plasmatique en ALAT et les scores psychopathologiques
(anxiété, dépression). L’ IMC est aussi positivement corrélé au nombre de cellules immunitaires
sanguines. Les auteurs proposent I’hypothése que ces parametres sont a prendre en compte pour

les rechutes méme apres récupération complete.

Les bactéries potentiellement pathogenes semblent étre présentes en plus grande quantité chez
les patients anorexiques (Hanachi et al. 2018). Parmi ces bactéries pathogenes, les auteurs ont
observé une augmentation des populations de Klebsiella et Salmonella. Comme évoqué
précédemment, 1’abondance des bactéries de la famille Roseburia est diminuée, de méme que
celle des Eubacterium. Ces deux dernieres familles sont impliquées dans la balance
immunitaire, ce qui montre le lien tres étroit entre le microbiote et le systéme immunitaire. Les
résultats mettent au jour I’existence d’une association entre la dysbiose et la sévérité des TFI

chez les personnes anorexiques.
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D’apres Breton et al. 2019 : Intestinal microbiota and Anorexia Nervosa.
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En analysant les différentes études sur le microbiote intestinal et I’anorexie mentale, il apparait
que bon nombre d’altérations physiologiques sont reliées a la dysbiose présente chez les
patients anorexiques. D’autres études se sont intéressées a des bactéries en particulier comme
cibles de potentiels traitements. C’est le cas d’Akkermansia muciniphila, une entrérobactérie
dont I’un des roles est de dégrader le mucus intestinal. Ce mucus a pour fonction de limiter le
contact direct entre les bactéries commensales et les entérocytes ou les colonocytes afin d’éviter
une réponse immunitaire trop importante. Cependant, il est nécessaire qu’un contact direct tres
léger soit maintenu pour établir une communication entre I’organisme et le microbiote intestinal
et entretenir ainsi la prolifération des cellules épithéliales.

Au-dela de la simple compréhension des mécanismes cérébraux, intestinaux et hormonaux
impliqués dans 1’apparition et/ou le maintien de I’anorexie mentale, les résultats obtenus dans
les études cliniques et fondamentales ont aussi pour but d’optimiser les protocoles de prise en
charge. L’acceptation d’une prise en charge médicale par les personnes anorexiques, et en
particulier d’une renutrition, peut s’avérer difficile en raison d’un déni de la maladie, d’une
peur de la reprise de poids ou de troubles digestifs associés. C’est pourquoi les recherches
doivent se concentrer sur des pistes favorisant une reprise de poids efficace en évitant les

complications et en limitant les risques de rechute.

E) La prise en charge nutritionnelle
1) La renutrition

La renutrition est une étape importante dans la prise en charge des personnes anorexiques et le
protocole a mettre en place dépend fortement des antécédents du patient afin d’apporter une
réponse adaptée. Il est donc nécessaire de connaitre les mécanismes qui entrent en jeu lors de
cette phase. Le but premier de la renutrition est la reprise de poids et I’amélioration de la
composition corporelle pour limiter les complications associées a cette dénutrition. Apres un
laps de temps relativement court, une augmentation sensible du poids est généralement
observée chez les patients avec une hausse de la masse maigre et de la masse grasse. Cependant,
ces deux parametres ne sont pas affectés de la méme maniere en fonction de la partie du corps
considérée. Apres une restauration complete du poids, la région abdominale est la plus impactée
par la reprise de masse grasse, alors que les extrémités, comme les bras et les jambes, sont

nettement moins touchées par cette augmentation de masse grasse (M. El Ghoch et al. 2014).
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Ce constat est observé a la fois pour une restauration complete du poids a court terme et a long
terme. La masse grasse totale reste toutefois dans des valeurs normales selon la tranche d’age
considérée et cette adiposité abdominale tend a s’atténuer avec le temps pour aboutir a une
répartition plus homogene sur I’ensemble du corps (Marwan El Ghoch et al. 2014). Il s’agit
donc d’un phénomene transitoire. La valeur de I’IMC pourrait également étre un marqueur
important. En effet, les personnes anorexiques avec un IMC inférieur 2 16,5 kg/m? ont une
masse maigre plus faible dans les extrémités que les patients avec un IMC supérieur a 16,5
kg/m?. Une renutrition de court terme est également suffisante pour normaliser la masse maigre.
Ces observations démontrent aussi que, malgré un épisode de dénutrition extréme, les
mécanismes permettant la régulation de la composition corporelle et du poids sont toujours
fonctionnels (Marwan El Ghoch et al. 2014). Toutefois, bien que le poids, la masse grasse et la
masse maigre puissent €tre normalisés rapidement, la quantité de protéines, apres 7 mois de
renutrition, semble ne pas étre entierement restaurée et sous-entend que certains mécanismes
restent défaillants (Haas et al. 2018). Concernant la densité minérale osseuse, apres trois ans de
suivi et une reprise de poids significative, la DMO n’est toujours pas restaurée (Achamrah,
Coéffier, et al. 2017) et la masse grasse semble avoir un lien avec I’amélioration de celle-ci.
Ces différentes observations montrent donc que, malgré une restauration du poids, partielle ou
totale, certains troubles de la composition corporelle persistent. Qu’en est-il des troubles gastro-

intestinaux ?

Comme nous 1’avons explicité précédemment, 1’anorexie mentale se caractérise par de
nombreuses atteintes du tractus gastro-intestinal, que ce soient des troubles fonctionnels, des
altérations des fonctions endocrines intestinales ou des organes qui y sont associés comme le
foie et le pancréas. Les taux de PYY et de ghréline sont particulierement élevés chez les
personnes anorexiques. Une renutrition sur une période d’une semaine améliore les taux
plasmatiques de PYY3.36 et de la ghréline mais sans que ceux-ci ne soient normalisés. En
revanche, I’insulinémie et la glycémie retrouvent des valeurs normales (Nakahara et al. 2007).
Toutefois, dans une autre étude, apres deux semaines de renutrition, bien que le taux de PYY
diminue, sans €tre normalisé, celui de la ghréline ne change pas (Heruc et al. 2018). La
diminution du taux de ghréline ne surviendrait pas avant une restauration complete du poids
(A. M. Monteleone et al. 2016). Contrairement au PYY, le taux plasmatique de la CCK n’est
pas modifié chez les patients anorexiques. Cependant, lors de la phase de renutrition, ce taux
augmente mais uniquement de fagon transitoire avant de revenir a des valeurs normales (Cuntz

et al. 2013). Il faut noter également que 1’hyposensibilité des cellules L a une injection de
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somatostatine chez les personnes anorexiques disparait apres renutrition. En effet, une injection
de somatostatine chez des patients ayant une récupération complete entraine a nouveau une
inhibition de la sécrétion de PY'Y. Enfin, I’autophagie hépatique, considérée comme un facteur
de gravité, est rapidement diminuée apres le début du protocole de renutrition (Rautou et al.

2008).

En plus de favoriser la normalisation de la sécrétion des entéro-hormones, la renutrition a aussi
des effets bénéfiques sur les TFI. Lorsque I'IMC devient supérieur a 17,5 kg/m?, le temps de
vidange gastrique des patients anorexiques commence a diminuer et cette observation
s’accompagne d’une diminution de la sensation de ballonnement et une augmentation de la
sensation de faim (Bluemel et al. 2017). Ces observations semblent contradictoires avec celles
de Heruc et al. mais il n’est question que d’une diminution des sensations de ballonnement, pas
d’une disparition compléte. Enfin, les troubles des glandes salivaires disparaissent également
apres la normalisation du poids (Schalla et Stengel 2019). L’anorexie mentale affectant le

systeme nerveux central, les effets de la renutrition sur ces parametres ont aussi été étudiés.

Nous avons évoqué précédemment qu’il existait une diminution de 1’épaisseur du cortex chez
les patients anorexiques. Mais celle-ci est rapidement restaurée (environ 3 mois) apres un regain
de poids (Bernardoni et al. 2016). Cette augmentation de 1’épaisseur du cortex est tres
probablement induite par la réhydratation et/ou un retour de la prolifération des cellules
cérébrales. Toutefois, les anomalies structurelles observées chez les patients anorexiques ne
dépendent pas du niveau d’hydratation. Apres renutrition avec un poids normalisé, des troubles
de I’apprentissage persistent chez les personnes anorexiques. Néanmoins, la conduction du
signal lors d’un stimulus provoqué par un élément de nouveauté est identique entre personnes
saines et anciens patients anorexiques, ce qui démontre que la persistance de ce trouble n’est
pas induite par une altération structurelle. Il faut ajouter a ce constat que plus la phase
anorexique est longue, plus le défaut d’apprentissage persistant est important (Foerde et
Steinglass 2017). D’autres études tendent a démontrer que la persistance des différents troubles
pourrait trouver son origine dans des altérations persistantes de 1’hypothalamus. Bien que
I’aménorrhée ne soit plus un critére diagnostique de 1’anorexie mentale, elle reste un parametre
étudié et pris en compte au titre de facteur de gravité. La survenue de 1’aménorrhée est un
mécanisme de préservation majoritairement provoqué par un poids trop faible. Malgré une
reprise de poids stable, la persistance de I’aménorrhée serait donc le signe d’une perturbation
hypothalamique en dépit de sécrétions en LH et FSH normales. Les mécanismes sous-jacents

ne sont pas connus mais il semble que I’IMC ne puisse pas étre corrélé avec le rétablissement
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des menstruations qui nécessiterait un maintien du poids sur une longue durée. En parallele, un
léger trouble de la régulation de la sécrétion en cortisol apres renutrition est également présent
(Andrisani et al. 2017). La persistance des troubles anxieux apres la prise en charge et le
rétablissement d’un poids normal est aussi un facteur de gravité. Un déficit en ocytocine
pourrait étre la cause de ces perturbations. L’ocytocine est une hormone sécrétée par
I’hypothalamus et qui est connue pour réduire 1’anxiété. Un taux plus faible que la normale est
parfois observé chez des patients apres renutrition. Cette faible sécrétion en ocytocine est
corrélée avec la présence de troubles anxieux persistants chez des personnes anorexiques avec
une récupération partielle (Afinogenova et al. 2016). Ces différentes données semblent indiquer
que I’hypothalamus serait impliqué dans la présence résiduelle de troubles anxieux aprés la
phase de renutrition. En paralléle, le recours a I’imagerie médicale a permis de mettre en
évidence, lors de la phase de renutrition, une altération persistante du récepteur
sérotoninergique 5-HT-1A qui n’affecte que les patientes anorexiques restrictives mais pas les
purgatives. La aussi, ces observations, en plus de confirmer I’influence importante du sous-type
d’anorexie, pourraient indiquer que les voies sérotoninergiques sont impliquées dans I’étiologie
précoce de la maladie (Bailer et al. 2005). La voie dopaminergique est aussi pressentie pour
avoir un role dans la persistance des troubles anxieux en dépit de données contradictoires.
L’utilisation d’un agoniste du récepteur D2 de la dopamine, I’aripiprazole, entraine une
augmentation de I'IMC (Frank et al. 2017). A Tinverse, la stimulation de la voie
dopaminergique via les récepteurs D2 et D3 de la dopamine dans le noyau caudé et le striatum
antéroventral, serait responsable de la persistance de troubles anxieux importants apres
renutrition (Bailer et al. 2017). Il est possible que ces effets contradictoires soient en réalité
dépendants des zones cérébrales qu’ils activent. Un méme neurotransmetteur peut en effet avoir
une action activatrice ou inhibitrice en fonction du récepteur sur lequel il se fixe et de la zone

cérébrale impliquée.

La piste du microbiote intestinal est aussi évoquée. Comme nous I’avons décrit, il existe une
perte de diversité alpha dans le microbiote des patients anorexiques, qui est corrélée a la
présence et a la gravité des troubles anxieux. Or, cette altération de la diversité est encore
présente apres renutrition ce qui pourrait expliquer la persistance d’un caractére anxieux ou
dépressif chez les anciens patients anorexiques (Kleiman et al. 2015). Une augmentation de la
richesse du microbiote peut aussi &étre observée apres la renutrition. L’un des rdles du
microbiote est de dégrader des carbohydrates insolubles ou des fibres afin de produire différents

métabolites dont les acides gras a chaine courte. L’altération du microbiote intestinal chez les
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patients anorexiques conduit a une baisse de la production des AGCC et plus particulierement
du butyrate qui sert de substrat énergétique pour les colonocytes. Cette faible production en
AGCC n’est pas restaurée apres renutrition et un basculement vers une fermentation protéique
produisant des acides gras a chaine ramifiée (BCFA). Il faut également prendre en compte que
le sous-type d’anorexie est important dans ces observations puisque les altérations du
microbiote ne sont pas les mémes entre anorexie mentale restrictive et purgative (Mack et al.

2016).

A la lumiere de ces observations, il est évident que, méme si de grandes lignes se dessinent, une

renutrition optimale ne peut se faire que via une bonne connaissance du profil du patient avec

la mise en place d’un protocole personnalisé.

Hypophosphatemia Hypokalemia Hypomagnesemia Vitamin/Thiamine Sodium Refention
Deficiency
Impaired oxygen transport  Nausea Weakness Encephalopathy (eg, Fluid overload
and delivery, hypoxia Vomiting Muscle twitching Wzrnicke-KorsokoFF Pulmonary edema
Impaired cardiac function  Constipation Tremor encephalopathy) Cardiac decompensation
Impaired diaphragm Weakness Altered mental status Lactic acidosis
contractility Paralysis Anorexia Death
Respiratory failure Respiratory compromise Nausea
Paresthesias Rhabdomyolysis Vomiting
Weakness Muscle necrosis Diarrnea
Lethargy Alterations in myocardial Refractory hypokalemia and
Somnolence contraction Hypocaﬁ:emia
Confusion Elecirocardiograph changes

Disorientation
Restlessness
Encephalopathy
Areflexic paralysis
Seizures

Coma

Death

ST-segment depression
T-wave flattening
T-wave inversion
Presence of U-waves
Cardiac arrhythmias
Atrial tachycardia
Braaycardia
Atrioventricular block
Premature ventricular
confractions
Ventricular tachycardia
Veniricular ﬁbriﬁloﬁon
Sudden death

Electrocardiograph changes
Prolonged %R
Widened QRS
Prolonged QT
ST depression
Peaked T-wave
T-wave flattening

Cardiac Grrhrdhm\'os
Atrial fibrillati
Torsade de pointes
Ventricular arrhythmias
Ventricular tachycardia

Tetany

Convulsions

Seizures

Coma

Death

Figure 13 : Conséquences du syndrome de renutrition inappropriée.

D’apres Kraft et al. 2005 : Review of the Refeeding Syndrome

La renutrition chez les personnes anorexiques est une étape cruciale. La persistance des troubles
anxieux et des TFI, en plus d’une restauration incomplete de la masse protéique et de la
composition corporelle, bien que transitoire et en dépit du maintien a long terme d’un poids
normal, incite & concevoir 1’optimisation des produits de renutrition via 1’ajout de nutriments
spécifiques qui pourraient améliorer ces troubles persistants. Ces optimisations pourraient étre
mises en place apres 1’élimination du risque du syndrome de renutrition inappropriée (SRI)
(Boateng et al. 2010; Kraft, Btaiche, et Sacks 2005), Afin d’éviter le SRI, une renutrition

progressive avec une sonde nasogastrique (SNG) est la méthode préconisée (Rizzo, Douglas,
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et Lawrence 2019; Gentile et al. 2010). Dans ce travail de theése, les pistes d’optimisation

concernent les apports azotés et en particulier certains acides aminés spécifiques.

La glutamine (GIn) est connue pour avoir des effets bénéfiques dans différentes pathologies
intestinales, ou non, et les acides aminés branchés (BCAA) sont souvent utilisés par certains
sportifs en raison de leurs effets anabolisants sur les muscles squelettiques. Ces acides aminés
sont donc de bons candidats pour tenter d’améliorer les produits utilisés en renutrition clinique
chez les personnes anorexiques afin de restaurer plus efficacement la composition corporelle et

les fonctions intestinales.

2) Place des acides aminés : la glutamine

En raison de leur renouvellement rapide et de leur fonction, les entérocytes ont des besoins
énergétiques tres importants. Le principal substrat énergétique des entérocytes est la Gln, et il
en va de méme pour les autres cellules a division rapide comme les cellules immunitaires. Les
atteintes intestinales et immunitaires induites par I’anorexie mentale laissent donc supposer que

la Gln pourrait étre efficace pour rétablir ces différentes fonctions.

a) Role de la glutamine dans la prolifération des cellules intestinales

Le métabolisme de la Gln permet de fournir en azote et en carboneles cellules qui I’utilisent.
Elle est a la base de la formation, dans les cellules intestinales, des bases puriques et
pyrimidiques utilisées pour la syntheése de I’ADN lors de la division cellulaire (G. Wu 1998).
Chez des souris agées de trois semaines, la supplémentation en Gln par I’eau de boisson a la
dose de 10mg/mL (1%) pendant deux semaines induit une augmentation de la prolifération des
cellules souches des cryptes dans 1’iléon (S. Chen et al. 2018). Les auteurs ont observé que chez
les souris supplémentées en Gln, I’expression de Lgr5 (Leucine-rich repeat-containing g-
protein coupled Receptor 5), un marqueur des cellules souches chez 1’adulte, et celle de Ki67,
un marqueur de la prolifération cellulaire, étaient augmentées. Les cellules pluripotentes
humaines ne peuvent pas survivre en 1’absence de Gln. En effet, en ’absence de glucose,
I’oxydation de la Gln augmente dans les cellules pluripotentes afin de fournir suffisamment
d’ATP. Dans les mitochondries, la Gln est désaminée par la glutaminase (GLS) pour donner du

glutamate (Glu). Cette transformation est réversible grace a la glutamine synthétase (GS) qui
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permet de produire de la Gln a partir de Glu. Un fois le Glu produit, il est transformé par la
glutamate déshydrogénase (GDH) et donne de 1’a-céto-glutarate (a-KG) qui entrera dans le
cycle de Krebs (ou cycle de 1’acide citrique) pour réagir avec le pyruvate afin de produire de
I’énergie (Xiao et al. 2016). Cependant, en absence de glucose, 1’a-KG issu de la transformation
successive de la Gln est capable de fournir a la cellule 1’énergie nécessaire a la synthése d’ATP
alors que le pyruvate seul n’y parvient pas (Tohyama et al. 2016) ce qui montre bien le caractere
indispensable de la Gln en cas de restriction calorique pour le maintien de la prolifération
cellulaire. En plus de favoriser la prolifération cellulaire, la Gln améliore la survie des cellules
en étant I’un des substrats nécessaires a la synthése de glutathione (GSH). Le Glu, obtenu par
I’action de la GLS sur la Gln, est couplé a de la cystéine par la Glutamate-Cysteine Ligase
(GCL) pour donner du y-glutamyl-cystéine. Ce dernier est ensuite combiné avec de la glycine
par la glutathione synthétase pour produire du GSH. La quantité de GSH est plus importante
dans les cryptes par rapport aux autres zones des villosités intestinales. Chez des rats Wistar
supplémentés avec 4% de Gln dans I’alimentation, le taux de GSH augmente dans les cryptes,
la zone intermédiaire et 1’apex des villosités par rapport a des animaux contrdles. Cette
augmentation est accompagnée par celle de la GCLM (Glutamate-Cysteine Ligase regulatory
Modifier subunit), responsable de la synthese de GSH, et du facteur de transcription Nrf-2
(Venoji et al. 2015).

La prolifération des cellules épithéliales intestinales est nécessaire pour le maintien de la
fonction de barriere intestinale mais celle-ci repose €galement sur la synthese des protéines des

jonctions serrées.

b) Glutamine et barriére intestinale

Sur des cultures de cellules intestinales humaines issues de biopsies, la présence d’acétaldéhyde
a pour effet de détruire les jonctions serrées. Cependant, lorsque 1’on ajoute de la Gln a ces
cultures, la synthese d’OCDN, de ZO-1, des E-cadhérines et de la B-cathénine sont restaurées
(Basuroy et al. 2005). L absence de Gln dans des cultures de cellules intestinales Caco-2 a pour
effet d’activer la voie PI3K/Akt ce qui entraine une diminution de 1’expression de la CLDN-1
et de la résistance électrique transépithéliale (TER), signe d’une augmentation de la
perméabilité paracellulaire. Cependant, 1’ajout d’un inhibiteur de PI3K permet de restaurer la

TER.
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Figure 14 : Roéle de la glutamine dans le métabolisme des cellules épithéliales intestinales.

D’aprés Wang et al. 2015 : Glutamine and intestinal barrier function.

La GlIn favorise donc la synthese des protéines de jonctions serrées en inhibant la voie PI3K/Akt
(Kim et Kim 2017). La transplantation de cellules souches hématopoiétiques a pour effet
d’induire une inflammation qui affecte I’intégrité de la barriere intestinale. Chez la souris, apres
transplantation, la supplémentation en Gln améliore nettement la fonction de barriere de
I’intestin en augmentant la syntheése de I’OCDN et en diminuant 1’apoptose des cellules souches
des cryptes (Noth et al. 2013). Mais les auteurs notent également que le taux de TNF-a est

diminué, ce qui sous-entend que la Gln a un effet anti-inflammatoire.

¢) Inflammation

Tout comme les entérocytes, la Gln constitue le principal substrat énergétique des cellules
immunitaires. La mise en place d’une nutrition parentérale induit une diminution de la sécrétion
de la mucine-2 (MUC-2), le composant principal de la couche de mucus intestinal, ainsi que du
lysozyme, une enzyme spécialisée dans la dégradation des bactéries Gram positives. La
supplémentation en Gln a pour effet d’augmenter la synthése de MUC-2 et du lysozyme tout
en augmentant la sécrétion des IL-4, IL-10 et IL-13 (X. Wang et al. 2015). L’IL-4 et I’'IL-13
sont des interleukines favorisant la réponse humorale Th2, c’est-a-dire une augmentation de

I’activité immunitaire innée. De plus, I’IL-10 est connue pour son action anti-inflammatoire.
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La supplémentation en GIn augmente 1’expression de la GCLM. Or, une étude a montré que la
perte de syntheése de novo de la GCLM était associée a une diminution des LTh17 et des
lymphocytes T régulateurs (LTreg). Cependant, le glutamate (Glu) issu du catabolisme de la
Gln restaure en partie la différentiation LTh17 et LTreg (Lian et al. 2018) ainsi que la synthese
de GSH via la GCLM. Ces résultats confortent le fait que la Gln posséde un effet anti-
inflammatoire et anti-oxydant. Comme nous 1’avons indiqué précédemment, la barriére
intestinale comporte des IgA qui servent a la neutralisation des pathogenes. Une étude chez des
souris a montré qu’une supplémentation en Gln via la nourriture induisait une augmentation de
la forme sécrétoire de ces IgA (sIgA) dans I’intestin (M. Wu et al. 2016). Les auteurs observent
¢galement une augmentation de I’IL-5, IL-6 et IL-13 ainsi que du taux en ARNm codant pour
les protéines de la famille du TGF-B, un facteur de croissance. L’injection d’anticorps anti-IL-
13 ou I’utilisation d’antibiotiques annulent ces résultats. Ces observations font échos aux
résultats trouvés au sein du laboratoire qui mettent en avant I’importance du signal TLR-4,
notamment dans le cadre du syndrome de I’intestin irritable (SII). Les patients atteints de cette
pathologie ont une augmentation de 1’expression des TLR-2 et TLR-4 dans les colonocytes
provoquant une augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1f et IL-8
(Belmonte et al. 2012). Le complexe protéique NF-kB (nuclear factor-kappa B) est connu pour
son rdle pro-inflammatoire. Son inhibiteur, IkB (Inhibitor of kB), est stabilisé par la Gln ce qui
favorise la diminution de I’action de NF-xB qui se traduit par une baisse de I’inflammation
(Kim et Kim 2017). Cet effet de la GIn confirme donc son réle anti-inflammatoire. Chez des
porcs sevrés, la supplémentation en Gln montre aussi une amélioration de la réponse
immunitaire avec une augmentation de la sécrétion d’IgG et d’IgM. De plus, chez ces animaux
supplémentés 1’activité de la superoxyde dismutase (SOD) est diminuée, témoignant d’un stress

oxydant plus faible (Lv et al. 2018).

Il est intéressant de noter que I’effet anti-inflammatoire et anti-oxydant de la Gln semble

s’effectuer, en partie, par le biais de voies impliquant le microbiote intestinal.

d) Influence de la glutamine sur le microbiote intestinal

Bien que les cellules intestinales et immunitaires soient capables de métaboliser la Gln, cette
derniere semble également avoir un effet sur le métabolisme du microbiote. Dai et al. ont cultivé
des bactéries issues de I’intestin de porcs, Streptococcus, Escherichia coli et Klebsiella. L’ajout

de GIn dans le milieu de culture a diminué nettement le métabolisme de ’asparagine, de la
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lysine, de la valine, de la leucine, de I’ornithine et de la sérine des bactéries issues du jéjunum
et de I’iléon (Dai et al. 2013). Cette modulation du catabolisme des bactéries du microbiote
intestinal par la Gln pourrait expliquer 1’inhibition de la translocation bactérienne observée par
Wang et al. (X. Wang et al. 2015). L’inhibition de la translocation bactérienne dans un modele
de pancréatite associée a I’augmentation de la TER avec réduction du passage du mannitol lors
d’une supplémentation en Gln dans un modeéle murin a aussi été observée (Foitzik et al. 1999).
En revanche, une autre étude a montré que la supplémentation en Gln, dans un modele
d’obstruction intestinale, diminuait le développement des bactéries Escherichia coli mais

qu’elle n’avait pas d’effet sur leur translocation (Salvalaggio et al. 2002).

Les derniéres années ont vu I’émergence de la communication de I’axe intestin-cerveau dans
différentes pathologies, notamment les TCA. Si ’on considére les effets bénéfiques de la
supplémentation en Gln sur I'intestin, il pourrait en étre de méme pour le systéme nerveux

central.

e) Implication dans le systeme nerveux central

La GIn est le précurseur de I’acide gamma-aminobutyrique (GABA). Le GABA est un
neurotransmetteur particulierement important. Une fois excrété dans la fente synaptique, le
GABA est recapturé par les astrocytes, transformé en succinyl-CoA avant d’étre intégré dans
le cycle de Krebs pour resynthétiser de la GIn. Cette dernicre sera excrétée par 1’astrocyte et
recapturée par le neurone pré-synaptique avant d’étre convertie en Glu qui donnera ensuite du
GABA a nouveau. Ce recyclage peut également faire intervenir ’enzyme ALAT (Bak,
Schousboe, et Waagepetersen 2006). La perte de 1’activité de la glutamine synthétase a été
observée dans le cadre de maladies neurodégénératives. La perte neuronale dans ces maladies
semble étre liée proportionnellement a I’intensité de la baisse de 1’activité de la GS dans les
astrocytes (Papageorgiou et al. 2018). De plus, dans la maladie d’ Alzheimer, les taux de Gln
et Glu sont diminués simultanément, ce qui se traduit par une diminution de la syntheése de
GABA perturbant ainsi les signaux inhibiteurs et excitateurs (Huang et al. 2017). Le GABA est
un inhibiteur des émotions négatives et la diminution de ’activité des neurones GABAérgiques
favorise l’apparition de troubles anxio-dépressifs (Kalueff et Nutt 2007), ce qui est

particuliérement intéressant pour I’étude de 1’anorexie mentale.
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Figure 15 : Métabolisme de la Gln, du Glu et du GABA dans le systéme nerveux central.
D’aprés Bak et al. 2006 : The glutamate/GABA-glutamine cycle: aspects of transport, neurotransmitter

homeostasis and ammonia transfer.

Un autre point d’intérét est la BHE. En effet, cette barriére posséde les mémes protéines de
jonctions serrées que 1’intestin. Il a été montré que I’augmentation de la perméabilité de la BHE
favorise 1’apparition de dysfonctions dans la prise de décision concernant la prise alimentaire
(Matsumoto et al. 2017). La encore, ce dernier point est particulierement intéressant pour la
compréhension de la pathologie. Une supplémentation en Gln pourrait donc tout a fait améliorer
la fonction de barriere de la BHE, si cette derniere est dysfonctionnelle, au méme titre que celle
de I’intestin.

Dans la plupart des études, la supplémentation en Gln d’un groupe n’étant pas atteint d’une
pathologie particuliere, en clinique comme en recherche fondamentale, ne semble pas
bénéficier des effets observés dans les groupes malades. Cet état de fait tend a faire penser que
la Gln n’est bénéfique que lors de la survenue de pathologies, ce qui en ferait un acide aminé

conditionnellement essentiel.
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f) La glutamine : un acide aminé conditionnellement essentiel

La GIn est I’acide aminé le plus présent dans le plasma comme dans les tissus et plus
particulicrement les muscles squelettiques. Van Zanten et al. ont fourni une revue compilant
les résultats d’études cliniques ayant utilisé la supplémentation en Gln chez des patients atteints
de pathologies séveres comme des grands briilés, des infections ou les séjours en soins intensifs.
Apres analyses des différents résultats, les auteurs concluent que la Gln n’a pas d’effet sur la
mortalité, sauf une légere amélioration chez les grands brulés, mais tend a réduire la durée des
séjours & I’hdpital (van Zanten et al. 2015). A I’inverse, la Gln pourrait avoir des effets déléteres
sur le taux de mortalité dans les cas de défaillances multiples d’organes (Heyland et al. 2013).
L’effet bénéfique de la Gln sur la durée des séjours hospitaliers a été retrouvé dans une autre
méta-analyse. Les auteurs constatent que dans la majorité des études cliniques, I’impact réel de
la supplémentation en Gln reste assez flou, ce qui les poussent a émettre I’hypothése que des
biais méthodologiques sont a 1’origine de ces résultats mitigés. La mortalité lors de pathologies
séveres pourrait cependant €tre prédite en analysant les taux plasmatiques en Gln. En effet, un
taux en dessous de 400nmol/mL ou au-dessus de 700nmol/mL semble li¢ a I’augmentation de

la mortalité d’apres une étude récente (Tsujimoto et al. 2017).

Si la Gln a été considérée comme conditionnellement essentielle, ¢’est en partie en raison de la
non couverture des besoins de I’organisme malgré 1’augmentation de sa synthése par les
muscles dans les cas de pathologies séveres. Malheureusement, les données concernant les
concentrations plasmatiques en Gln dans le cadre de 1’anorexie mentale restent contradictoires.
Une augmentation significative de 20% de la Gln circulante a été observée chez des patientes
anorexiques (1310,2uM) par rapport a des personnes saines (1102,9uM) (Nakazato et al. 2010).
Or, d’autres travaux n’ont mis en évidence aucune différence des taux plasmatiques en Gln
entre patients anorexiques (287,27uM) et patients contrdles (263,17uM) (Palova et al. 2007).
Les concentrations plasmatiques en Gln observées entre les deux études sont d’ailleurs tres
différentes. Il existe des mécanismes de conversion réciproque entre les BCAA et la Gln afin
de subvenir a des besoins en Gln exceptionnellement élevés. Le lien entre la Gln et les BCAA
pourrait faire de ces derniers des candidats intéressants pour une supplémentation dans le cadre

de I’anorexie mentale.
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g) Effets de la glutamine dans les autres pathologies intestinales

Si Peffet d’une supplémentation en Gln chez les personnes anorexiques reste peu étudié, cette
supplémentation est bien documentée dans d’autres pathologies. Chez les rats Wistar,
I’induction d’une colite par des instillations rectales de TNBS entraine une inflammation avec
une augmentation de I’expression d’ATF-4 et ATF-6 et des marqueurs apoptotiques comme la
caspase 12. Ces effets sont diminués avec une administration intra-rectale d’une solution de
Gln a la dose de 25mg/dL. Ces résultats ont aussi été observés avec 1’ajout de Gln dans une
culture de cellules Caco-2 (Crespo et al. 2012). Les traitements anti-cancéreux ont souvent des
effets secondaires qui peuvent induire des réponses inflammatoires de I’intestin en raison de la
vitesse de division élevée des cellules épithéliales intestinales. C’est le cas du méthotrexate
(MTX) qui est utilisé pour induire une inflammation de la muqueuse intestinale dans les
modeles cellulaires. L’ajout de MTX dans le milieu de culture de cellules Caco-2 entraine une
diminution de la TER qui est restaurée par une supplémentation en Gln ou en arginine (Arg)
ainsi qu’avec une combinaison des deux, ce qui a pour effet de limiter la diminution de
I’expression de ZO-1 et de ’OCDN (Beutheu et al. 2013). Cependant, dans beaucoup d’études
sur des modeles cellulaires, les doses de Gln sont souvent tres supérieures a ce qui est retrouvé
en conditions physiologiques. Il est donc intéressant d’avoir une confirmation des résultats avec

des modeles animaux.

Le MTX est aussi utilis¢ dans des modéles murins d’inflammation intestinale. L augmentation
de perméabilité paracellulaire jéjunale induite par le MTX chez le rat est améliorée par une
supplémentation en Gln avec pour effet une restauration de I’expression de la CLDN-1 et de
I’OCDN (Beutheu et al. 2014). Des rats males Sprague-Dawley ont recu de la 5-fluorouracile
(5-FU), un autre agent anti-cancéreux, avec ou sans Gln (1000mg/kg/jour). La supplémentation
en Gln améliore la perte de poids, la prise alimentaire, la taille des villosités du jéjunum et
favorise la production de sIgA (Takechi et al. 2014). Dans un modele de colite chez des souris
C57B1/6, 1a Gln, administrée par gavage (0,75g/kg/jour) inhibe les effets inflammatoires induits
par I’ajout de DSS dans 1’eau de boisson a la dose de 3%. Cet effet est médié par I’inhibition
de la phospholipase A2 (PLA2) par I’'induction de la MAPK phosphatase-1 (MKP-1) (Jeong et
al. 2018). Chez des rats avec une colite induite par du TNBS, I’instillation intra-rectale de Gln
diminue 1’'ubiquitinylation de protéines mitochondriales, ce qui favorise leur survie et semble
promouvoir globalement le métabolisme des cellules épithéliales (Bertrand et al. 2015). Chez
la souris, 'utilisation de TNBS ou d’un protocole de stress par évitement de 1’eau (water

avoidance stress ou WAS) provoque une diminution de la fonction de barriere intestinale. Dans
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ces deux modeles, la supplémentation en Gln permet de diminuer la perméabilité intestinale

(Ghouzali et al. 2017).

La supplémentation en Gln a également été testée en clinique. Une étude américaine en double
aveugle chez des personnes atteintes du syndrome de I’intestin irritable (SII) a évalué 1’effet
d’une supplémentation en Gln par voie orale a raison de 15g/jour en trois prises de 5¢g a la fois
sur une durée d’une semaine. Les auteurs ont mesuré la perméabilité intestinale via le test au
lactulose/mannitol. Il en résulte que le groupe ayant recu la supplémentation en Gln a une
perméabilité intestinale restaurée. De plus, les douleurs abdominales sont aussi diminuées
(Zhou et al. 2018). Des biopsies coliques de patients souffrant du SII avec diarrhée ont été
cultivées avec différentes doses de GIn. Il apparait que, non seulement la Gln augmente
I’expression de la CLDN-1, mais cet effet est d’autant plus important que 1’expression basale
de la CLDN-1 est faible (Bertrand et al. 2016). La GIn semble donc avoir un role bénéfique
dans diverses pathologies intestinales mais aussi chez des personnes saines avec parfois des
actions contraires en fonction des voies impliquées, notamment sur les protéines de la famille
heat shock protein (hsp) dont le rdle est, entre autres, d’assurer la bonne conformation des
protéines nouvellement synthétisées lors d’un stress cellulaire. En effet, chez des volontaires
sains, I’instillation entérale d’une solution de Gln aboutit a la diminution de 1’'ubiquitinylation

de Grp75 alors qu’elle I’augmente pour Agp-2 (Bertrand et al. 2013).

3) Place des acides aminés : les acides aminés branchés
a) Implication des acides aminés branchés dans la synthese protéique

Les BCAA sont des acides aminés essentiels et sont au nombre de trois : leucine (Leu),
Isoleucine (Ile) et valine (Val). Contrairement aux autres acides aminés, les BCAA ne sont pas
métabolisés dans le foie mais dans les muscles squelettiques pour la syntheése protéique. Les
BCAA sont transformés en céto-acides (BCKA) par I’enzyme BCAA aminotransférase
(BCAT) et peuvent ensuite étre convertis, de fagon irréversible, en branched-chain acyl-CoA
par décarboxylation via I’action de la branched-chain a-ketoacid dehydrogenase complex
(BCKD) afin de produire des substrats utilisés dans le cycle de Krebs au méme titre que la Gln
(Holecek 2018). Une grande partie des études qui portent sur la supplémentation en BCAA
n’utilise que la Leu. Mais cela peut introduire un biais puisque la supplémentation en Leu seule
tend a faire chuter les concentrations plasmatiques en Val et Ile en raison du fonctionnement

des transporteurs de ces acides aminés (Shimomura et al. 2004).
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Figure 16 : Métabolisme des acides aminés branchés.
D’apres Holecek et al. 2018 : Branched-chain amino acids in health and disease: metabolism, alterations in blood
plasma, and as supplements.

1:BCAT ;2 :BCKD ;3 : KIC dioxygénase.

La supplémentation en Leu d’une alimentation pauvre en protéines chez des rats Spargue-
Dawley induit une augmentation de la Leu dans le plasma mais diminue la concentration
plasmatique en Ile. Chez ces animaux, la supplémentation en Leu seule augmente le poids du
muscle gastronecmicus et de son taux de synthese protéique, ce qui peut €tre expliqué par
I’activation par phosphorylation de p70S6K (p70S6kinase) et 4EBP-1 (eukaryotic translation
initiation factor 4E-binding protein-1), deux marqueurs de la synthese protéique (Zhang et al.
2017). Ces résultats sont intéressants puisque p70S6K et 4EBP-1 sont phosphorylés par mTOR.
La phosphorylation de 4EBP-1 par mTOR conduit a la libération de eiFAE dont le role est de
favoriser la traduction des ARNm et, de ce fait, la synthese protéique. Quant a p70S6K, son
activation résulte de sa phosphorylation par mTOR (mammalian Target of Rapamycine), ce qui
conduit a une augmentation de la synthese protéique. En plus de favoriser la synthese protéique,
I’activation de mTOR diminue également 1’autophagie en inhibant GCN-2 dont le rdle est
d’activer ATF-4, un facteur de transcription pour les geénes impliqués dans I’autophagie, qui est
un facteur aggravant dans 1’anorexie mentale. Perry et al. ont injecté de la bupivacaine dans le
tibialis antérieur de souris C57BI1/6 jeunes ou agées afin d’induire une 1ésion musculaire. Apres
trois jours de supplémentation en Leu dans 1’eau de boisson, les muscles tibialis antérieurs ont
été récupérés. Chez les individus jeunes, seule I’activation de p70S6K est augmentée alors que

dans le groupe des souris agées, il y a une augmentation de I’activation de p70S6K, mTOR et
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4EBP-1, ce qui traduit une augmentation globale de la synthese protéique dans les muscles
squelettiques qui semble plus efficace chez le sujet agé (Perry et al. 2016). Cette augmentation
de I’activation de la voie mTOR/p70S6K est également retrouvée dans le muscle soleus chez
des rats nourris avec une alimentation pauvre en protéines et souffrants de défaillance rénale
chronique, et qui regoivent une supplémentation en BCAA (Yoshida et al. 2017). Dans le cas
de la cirrhose, la combinaison entre la marche et la supplémentation en BCAA est suffisante
pour améliorer la force musculaire globale et plus particuliecrement dans les jambes en
seulement trois mois (Hiraoka et al. 2017). La supplémentation posseéde donc des effets
bénéfiques lorsqu’elle est administrée avant ou apres un effort afin de prévenir la fatigue
musculaire ou des lésions des muscles (Shimomura et al. 2004). L’idée d’utiliser les acides
aminés lors de maladies critiques, comme la défaillance hépatique ou rénale, provient de
I’observation d’une augmentation des BCAA plasmatiques lors de la survenue de ces maladies,
ce qui pourrait signifier que cette augmentation est un mécanisme de préservation (Gamrin et
al. 1997). L’anorexie étant par essence une maladie sévere et chronique avec une perte de masse
musculaire importante et des patients ayant fréquemment une hyperactivité physique, 1’étude
des BCAA dans le cadre de I’anorexie mentale représente un intérét certain.

Les BCAA, et particulierement la Leu, améliorent nettement la synthese protéique musculaire.
Mais pour que cette synthese se fasse, il faut un soutien de la production énergétique par les

mitochondries, ce qui peut entrainer une hausse du stress oxydant.

b) Inflammation et stress oxydant

Dans les macrophages, BCAT-1 est I’isoforme principale pour le catabolisme des BCAA.
L’utilisation d’un analogue de la leptine entraine une inhibition de BCAT-1,de la
consommation d’oxygene ainsi que de la voie IRG-1/itaconate. La diminution du stress oxydant
dans les macrophages par I’inhibition de BCAT-1 montre que les BCAA sont impliqués dans
I’inflammation (Papathanassiu et al. 2017). La supplémentation en BCAA entraine une
augmentation de la biogenese mitochondriale et une augmentation de I’expression de la
sirtuine-1 (SIRT-1) dans les cardiomyocytes et les cellules musculaires squelettiques
(D’Antona et al. 2010). Les auteurs de ces travaux ont également remarqué que la
supplémentation en BCAA augmentait I’activité des systeémes enzymatiques de lutte contre les
especes réactives de 1’oxygene (ROS) tout en diminuant la présence de ceux-ci. La culture de
cellules C2C12 en présence de leucine ou de HMB (B-hydroxy-B-methylbutyrate), un dérivé
métabolique de la Leu, provoque une augmentation de la masse, de la biogénése et de I’activité
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de la chaine respiratoire des mitochondries. L’ajout d’antagonistes de PPAR et de CDK4
entraine une disparition de ces effets, ce qui indique que 1’augmentation de D’activité
mitochondriale des cellules musculaires en présence de Leu passe par ces deux protéines

(Zhong et al. 2019).

Toutefois, I’augmentation de 1’activité mitochondriale et de la synthése protéique sous-
entendent que 1’apport en substrat énergétique, notamment le glucose, doit étre conséquent avec

une réserve suffisante dans les cellules musculaires.

c) Effet des acides aminés branchés sur les parametres intestinaux

La culture de colonocytes LS174T en présence de Leu induit une augmentation de la
phosphorylation, et donc de ’activation, de mTOR et Akt. Le complexe mTOR, lorsqu’il est
phosphorylé, permet d’activer la synthése protéique. Dans les cultures des cellules LS174T,
I’activation de mTOR est suivie par une augmentation de la synthese de MUC-2 indispensable
a la protection des cellules épithéliales intestinales (Mao et al. 2016). La supplémentation en
Leu a donc un effet bénéfique sur le maintien des fonctions métaboliques des cellules

intestinales.

Cependant, la combinaison des trois BCAA serait probablement plus efficace que la leucine
seule. Mais il faut également déterminer le ratio entre les trois BCAA pour une efficacité
maximale. Duan et al. ont test¢ deux ratio Leu: Ile: Val différents chez des porcs en
croissance : 1:0,75:0,75 et 1: 0,25 : 0,25. Le premier ratio a montré une augmentation de la
hauteur des villosités dans le jéjunum, une augmentation des marqueurs de prolifération et une
diminution de la profondeur des cryptes dans 1’iléon. Le deuxiéme ratio a, quant a lui, induit
une augmentation des ARNm des transporteurs des acides aminés, du turn-over protéique
intestinal et de la prolifération cellulaire intestinale (Duan, Tan, et al. 2018). Il serait intéressant
de tester un ratio intermédiaire, c’est pourquoi dans les travaux de cette theése sur la partie
supplémentation en BCAA dans le modele ABA nous utiliserons un ratio 1 : 0,5 : 0,5. Ce ratio
correspond a celui retrouvé dans un organisme animal et ne présente donc aucun danger de

toxicité (Shimomura et al. 2004).

Une autre étude sur des porcs en sevrage a montré des effets intéressants d’une supplémentation
en Ile seule ou en Leu seule. L’lle permet d’augmenter I’expression des transporteurs du

glucose GLUT-1 et GLUT-4 dans les muscles ainsi que de GLUT-2 dans I’intestin. De plus, la
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supplémentation de cellules musculaires C2C12 avec de 1’lle induit une absorption de glucose
plus importante que la Leu seule avec une augmentation de 1’expression de GLUT-1 et de

GLUT-4 (Zhang et al. 2016).

Ces résultats confortent 1’idée qu’une supplémentation avec un mélange des trois BCAA reste
plus efficace que chaque BCAA séparé. L’amélioration de 1’expression des transporteurs du
glucose et des acides aminés dans l’intestin et/ou dans les muscles est particulierement
intéressante pour envisager la supplémentation en BCAA dans le modele ABA puisque cette
supplémentation optimiserait théoriquement 1’absorption calorique. Bien que I’amélioration de
I’absorption du glucose soit augmentée par les BCAA, il faut que le métabolisme énergétique

de I’organisme soit opérationnel.

d) Meétabolisme lipidique et composition corporelle

De nombreuses études ont été menées sur les effets des BCAA dans le métabolisme énergétique
et il apparait qu’ils peuvent agir a la fois sur le métabolisme du glucose et celui des lipides.
Chez le rat, la supplémentation en Ile augmente ’absorption du glucose par les cellules
musculaires squelettiques. Cet effet n’est pas retrouvé avec la Leu mais celle-ci augmente
également I’incorporation du glucose dans les molécules de glycogéne des muscles
squelettiques. Ceci a pour conséquence d’augmenter la disponibilit¢ en ATP malgré une
absence d’effet sur I’AMPK (Doi et al. 2005). Les effets de la Leu et de I’Ile sont donc différents
mais leurs actions sont complémentaires et permettent de diminuer la glycémie. Par ailleurs,
I’ajout de Leu dans des cultures de cellules C2C12 entraine une augmentation de la biogénése
mitochondriale dans celles-ci aprés 24 heures. La Leu augmente également I’activit¢ de PPARY,
favorisant le stockage des lipides et la synthése protéique. Il est a noter que 1’expression de
GLUT-4 et I’absorption du glucose sont également plus élevées (Schnuck, Sunderland, et al.
2016). La supplémentation en Leu de cultures cellulaires d’adipocytes favorise le stockage des
lipides dans ces derniers mais active aussi le métabolisme oxydatif des cellules musculaires

squelettiques (Sun et Zemel 2007).

Alors que la Leu seule favorise le stockage des lipides, la supplémentation en BCAA induit une
diminution de 7% de la prise de masse grasse avec une prolifération du tissu adipeux blanc plus
faible, une baisse des triglycérides (TG) hépatiques et une augmentation de UCP-2, UCP-3 et
PPARa (Arakawa et al. 2011). Des résultats similaires ont été obtenus apres 17 semaines de

supplémentation en Leu chez des souris C57B1/6 HFD (high fat diet), avec une baisse de poids
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et de la masse grasse, une augmentation de la dépense énergétique, d’UCP-3, de la sensibilité
a I’insuline et de la néoglucogenéese dans I’intestin. Toutefois, ces effets ne sont pas retrouvés
si les souris sont déja obeses et il faut impérativement associer régime HFD et Leu (Binder et

al. 2013).

De facon surprenante, des résultats similaires sont retrouvés avec des souris males C57Bl/6
soumises a une déplétion de Leu dans 1’alimentation pendant 7 jours. Ces animaux présentent
une hausse de la dépense énergétique, de la lipolyse, de 1’expression des genes impliqués dans
la B-oxydation des lipides, de 1’expression d’UCP-1 dans le tissu adipeux blanc et de la
thermogénese. En paralléle, ’expression des génes de la lipogenese est diminuée (Y. Cheng et
al. 2010). Une diminution de la B-oxydation des lipides est aussi observée dans la muqueuse
jéjunale chez I’humain lors d’une administration entérale de Leu (Goichon et al. 2013). En plus
des effets périphériques, la Leu a également des effets sur le systeme nerveux central.
L’injection en intra-cérébroventriculaire (ICV) de Leu induit une augmentation du tissu adipeux
blanc, et contrebalance donc les résultats obtenus précédemment. Au contraire, la déplétion de
la Leu entraine une hausse de la CRH dans le SNC, ce qui provoque une perte de tissu adipeux
blanc, impliquant donc le SNC dans la régulation de I’homéostasie énergétique (Y. Cheng et

al. 2011).

A la lumiere de ces données, le role des BCAA dans le métabolisme énergétique et le
développement du tissu adipeux reste incertain. Bien que les BCAA semblent favoriser une
baisse de la glycémie et une activation du métabolisme cellulaire, notamment dans les muscles
squelettiques, d’autres travaux mettent en avant le lien entre insulino-résistance, diabete de type
2 et taux plasmatique élevé en BCAA (Yoon 2016). Toutefois, le caractere délétere de
I’¢élévation du taux de BCAA circulants parait étre une conséquence de 1’obésité et non une
cause. De plus, d’autres observations montrent que les effets des BCAA pourraient dépendre

de la présence d’une activité physique.

En effet, chez la souris, la supplémentation en BCAA seule n’a aucun effet sur la masse grasse
ou la masse maigre alors que la combinaison BCAA et activité physique permet de réduire la
masse grasse et d’augmenter la masse maigre avec une amélioration de la tolérance au glucose
(Platt et al. 2016). Par ailleurs, la supplémentation en Leu chez le rat permet de meilleures
performances physiques lors d’un exercice par rapport a la supplémentation en BCAA. Cet effet
peut s’expliquer par le fait que I’activité¢ de la BCAT est diminuée par les BCAA, ce qui réduit
leur catabolisme contrairement a la Leu (Campos-Ferraz et al. 2013). Le métabolisme des
BCAA semble pouvoir étre activé par des acides gras a chaine longue via PPARy et la

63



promotion de I’oxydation des lipides dans les cellules musculaires afin de pourvoir aux besoins
énergétiques de celles-ci durant I’effort une fois le glucose utilis¢ (Shimomura et al. 2004;

Gualano et al. 2011), ce qui serait en accord avec les observations citées précédemment.

| Proteolysis
(inhibits ubiquitin-proteasome system

1 Protein synthesis Energy substrate
(via mTOR pathway) (in stress illness)
| Appetite BCAA Modulate
| Adiposity neurotransmission
T GLN and ALA Modulate glucose
release from muscles metabolism
Other effects

Figure 17 : Schéma général des effets des BCAA sur différentes voies métaboliques.
D’apres Holecek et al. 2018 : Branched-chain amino acids in health and disease: metabolism, alterations in

blood plasma, and as supplements.

Les effets des BCAA sur la masse maigre, la masse grasse et le systeme nerveux central,
potentiellement en combinaison avec 1’activité physique, en fait un candidat intéressant pour
une supplémentation chez des patients anorexiques. Une supplémentation en BCAA pourrait
étre utile pour améliorer la reprise de poids par ’amélioration de 1’absorption du glucose tout
en évitant une augmentation trop importante de la masse grasse abdominale.

Si la recherche fondamentale est importante pour comprendre les pathologies étudiées en
clinique, I’inverse est ¢galement vrai. Les données cliniques des patients anorexiques servent
de base afin de mettre au point des modeles animaux. L.’anorexie mentale, comme nous 1’avons
vu, est une maladie tres complexe a la fois dans ses conséquences comme dans les mécanismes
qui permettent sa survenue. Il n’existe pas de modele parfait pour I’étude de cette pathologie,
mais il existe une multitude de modeles mimant un ou plusieurs aspects de la maladie. Il est
donc nécessaire de bien choisir le modele en fonction des caractéristiques que 1’on souhaite

étudier.
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F) Les modeles animaux d’anorexie
1) Les modeles génétiques
a) Modification artificielle de I’expression génétique

Dans leur revue, Méquinion et al. présentent bon nombre de modeles animaux génétiquement
modifiés pour I’étude de 1’anorexie mentale (Méquinion, Chauveau, et Viltart 2015). Comme
nous I’avons détaillé en amont, il existe un large panel d’acteurs potentiellement impliqués dans
le développement et/ou le maintien de I’anorexie mentale, qu’ils soient centraux (NPY, POMC,
AgRP, sérotonine, dopamine, MC4R) ou périphériques (ghréline, VIP, GIP, leptine,
somatostatine, CCK). Des modeles animaux, le plus souvent murins, mutés pour les genes
codant les protéines précitées, ont été créés pour comprendre le réle potentiel de chacun d’eux

dans la maladie.

Les auteurs citent tout d’abord différents modeles de délétion ou de surexpression des génes
codant pour les peptides gastro-intestinaux altérés durant 1’anorexie mentale. La surexpression
du gene de la ghréline chez les souris n’a pas d’influence hormis une légére augmentation de la
prise alimentaire mais pas de modification du poids. La surexpression de PY'Y chez la souris
ne montre pas de modification de poids, de prise alimentaire ou de métabolisme énergétique
comme ’on pourrait s’y attendre. Le constat est le méme avec la surexpression de la CCK.
Seule la surexpression du peptide pancréatique a donné un tres léger effet sur la prise
alimentaire et le poids. Finalement, aucun de ces modeles n’a pu prouver son utilité dans 1’étude
de la pathologie, ne serait-ce que sur une seule voie de signalisation. Concernant les
modifications génétiques de protéines du systeme nerveux comme NPY, AgRP ou CART, la
revue nous explique que les effets obtenus ne sont pas en accord avec ce qui est observé chez
les patients anorexiques. En revanche, il existe un modele génétique spontané intéressant : le

modele anx/anx.

b) Le modele anx/anx

Contrairement aux modeles génétiques décrits précédemment, le modele anx/anx a été engendré
par une mutation spontanée chez des souris. Les caractéristiques de ces dernieres ont été listées
par Maltais et al. (Maltais, Lane, et Beamer 1984). Il s’agit de souris qui ne se nourrissent pas
suffisamment avec un profil émacié et un retard de croissance longitudinal. Le retard de

croissance est visible a partir de 9 jours apres la naissance (P9) comparé au groupe contrdle, et
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la mort des animaux survient de maniere précoce vers P22. Les auteurs notent que les dosages
plasmatiques des souris anx/anx est normal sauf pour le HDL-cholestérol, qui est plus élevé
que la normale. Ces souris présentent également des problémes d’hyperactivité et de

coordination qui seraient provoqués par une suractivation du systeme sérotoninergique.

Une intolérance au glucose a été démontrée chez les souris anx/anx par Lindfors et al. (Lindfors
et al. 2015). Dans le groupe anx/anx, les auteurs ont remarqué que 1’insulinémie était aussi plus
faible. La culture des lots de Langerhans montre un dysfonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale avec des altérations du complexe C1, la NADH déshydrogénase. En effet, les
données obtenues par I’équipe de Lindfors montre qu’il y a une inhibition de la transcription
des genes codant pour C1 et la NADH deshydrogenase 1o assembly factor-1 (Ndufaf-1) ainsi
qu’une diminution de I’activité de C1. Les auteurs ont également observé une augmentation des
acides gras libres (AGL) plasmatiques qui semblent favoriser I’inflammation dans les 1lots par
infiltration des macrophages puisque la culture de ces ilots en absence d’AGL ne montre aucune

infiltration.

Le métabolisme glucidique des souris anx/anx est donc fortement altéré en raison d’un
dysfonctionnement pancréatique. Cette dysfonction est également présente dans
I’hypothalamus de ces animaux et a été proposée comme explication pour leur difficulté a
adapter leur prise alimentaire en fonction de leur statut métabolique. Comme nous I’avons décrit
précédemment, I’hypothalamus contrdle la prise alimentaire en intégrant différents parametres,
notamment la glycémie via les transporteurs de glucose GLUTI1, GLUT3 et GLUT4. Le
transport de glucose est diminué d’environ 50% dans 1’hypothalamus des souris anx/anx alors
que le taux de GLUT4 est plus élevé de 60% (Bergstrom et al. 2017). Les auteurs de ces travaux
supposent que GLUT4 n’est plus transloqué correctement vers la membrane des cellules
hypothalamiques concernées en raison d’un stress tel que 1’hyperactivité physique, comme cela
a déja été démontré dans les cellules des muscles squelettiques. Dans cette méme étude, il est
rapporté que le ratio p-AMPK/AMPK total est nettement diminué. La forme phosphorylée de
I’AMPK correspond a sa forme active, donc une diminution du ratio p-AMPK/AMPK total
traduit une diminution de son activité. Or, I’AMPK est activée en cas de déficit énergétique, et
sa baisse d’activation chez les souris anx/anx montre que la perception hypothalamique du

statut énergétique est perturbée en particulier pour les carbohydrates.

En parallele, les souris anx/anx ont une dysfonction du systtme POMC/NPY (Broberger et al.
1999). Dans le noyau arqué, la synthese des ARNm codant pour POMC est diminuée dans les
neurones qui le produisent avec également une diminution des récepteurs du NPY, Y1 et Y5,
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sur ces mémes neurones. Le taux des récepteurs Y2, des autorécepteurs du NPY, est aussi plus
faible. Le systeme CART est lui aussi affecté dans le modele anx/anx avec une diminution de
la synthese des ARNm le codant dans le noyau arqué (Johansen et al. 2000). En outre, le nombre
de cellules exprimant CART est aussi plus faible dans les parties dorsomédiale et latérale de
I’hypothalamus. Les auteurs constatent, comme précédemment, que la leptinémie est plus
faible, et se demandent s’il ne s’agirait pas d’un éventuel phénomene de compensation se
traduisant par la baisse de la production de leptine et de CART, ou si la diminution de CART
serait le fruit d’un déficit global de la synthése protéique. Il existe des micro-ARN (miARN)
dont le rdle est de réguler la syntheése protéique en favorisant la dégradation des ARNm de
protéines cibles via le complexe miRISC. 11 a ét¢ montré qu’il existe chez les souris anx/anx
une augmentation hypothalamique de 1’expression d’ARNm de génes codant pour des protéines
qui constituent le complexe miRISC comme Dgcr-8, Fmr-1 et Ago-2 (Mercader et al. 2012).
Cette méme étude montre que 1’expression des ARNm cibles des miARN est augmentée, ce qui

témoigne d’un probléme de régulation de la synthése protéique dans 1’hypothalamus.

De fagon générale, le modele anx/anx semble bien adapté a I’étude de I’anorexie mentale mais
la faible espérance de vie de ces animaux est un frein majeur a leur utilisation. De plus, les
problemes de coordination motrice chez ces animaux est une limite pour le développement

d’une hyperactivité physique. Mais d’autres mode¢les peuvent étre utilisés.

2) Les modeles de restriction calorique et de stress

L’anorexie mentale se caractérise principalement par une diminution drastique de I’apport
calorique. De facon logique, de nombreux modeles d’études sont basés sur ce parametre pour
en observer les effets sur différents systeémes. Chez des rats Spargue-Dawley, la diminution de
30% de I’apport calorique normal entraine une perte de poids de 18% avec également une baisse
de la leptinémie (S. Bi, Robinson, et Moran 2003). Dans I’hypothalamus de ces animaux,
I’expression de POMC est diminuée alors que celle de NPY est augmentée mais uniquement
dans le cas ou la restriction calorique est chronique. Aucune variation de NPY n’est observée
lorsque cette restriction est aigiie. La chronicité de la restriction calorique semble donc avoir un
effet sur la régulation des neurones a NPY. Chez des souris C57B1/6] agées de trois semaines,
cette méme restriction calorique de 30% entraine une baisse de la leptinémie et d’IGF-1 qui
s’amplifie avec la durée de la restriction (6 ou 12 semaines) (M. J. Devlin et al. 2010). Ces

souris ont également une baisse de la minéralisation osseuse associée a une diminution des
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marqueurs de I’ostéogenese et une augmentation des marqueurs de la résorption osseuse, ce qui
correspond bien aux observations faites en clinique sur des patients anorexiques. La sévérité de
la restriction calorique a aussi une influence. Lorsque 1’on injecte du LPS a des souris C57B1/6J
soumises a une restriction de 25% ou de 50%, les souris a 25% de restriction ont une hausse
de la température corporelle mais pas les souris a 50% (MacDonald et al. 2011). La restriction
calorique de 50% augmente également le taux hypothalamique en ARNm de NPY. Il faut
également noter que la restriction calorique chez la souris entraine des défauts de mémorisation
lors des tests de labyrinthe en Y qui semblent similaires aux troubles de 1’apprentissage
observés chez les patients (Fu et al. 2017). Bien que ces modeles de restriction caloriques
montrent des résultats similaires aux observations cliniques, ils ne prennent pas en compte

I’anxiété.

Il existe plusieurs protocoles pour induire un stress physique ou psychologique dans des
modeles murins pour observer certains mécanismes de 1’anorexie mentale. Wang et al. ont
développé un modele de stress aigu et un modele de stress chronique chez des rats Wistar pour
étudier le systeme sérotoninergique (S. W. J. Wang 2002). Les animaux ont ét€ placés en
contention durant 2 heures une seule fois (aigu) ou 2 heures par jour pendant cinq jours
(chronique). Les résultats ont montré que la prise de carbohydrates et la prise de graisses sont
supprimées a la fois dans le modele aigu et le modele chronique, ce qui correspond bien a ce
qui est observé chez les personnes anorexiques qui évitent au maximum d’ingérer des
carbohydrates et des graisses. Les auteurs ont fait la méme expérience avec, cette fois-ci, une
injection intrapéritonéale de DPAT, un agoniste des récepteurs a la sérotonine 5-HT-1A, avant
I’induction du stress. Il en résulte que celui-ci n’a pas d’effet sur le comportement alimentaire,
ce qui pointe le fait que le récepteur 5-HT-1A n’est pas impliqué. Cependant, comme nous
I’avons expliqué précédemment, ce récepteur est particulierement étudié dans 1’anorexie

mentale en raison de ses anomalies chez les personnes anorexiques (D. J. Haleem 2012).
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Figure 18 : Modéles animaux environnementaux et génétiques pour 1’étude de 1’anorexie mentale.

D’aprés Méquinion et al. 2015 : The Use of Animal Models to Decipher Physiological and Neurobiological
Alterations of Anorexia Nervosa Patients.

FR : food restriction ; IAA : indispensable amino acid deficient diet ; SBA : separation-based anorexia ; TR : time-

restricted feeding.

L’anxiété est une caractéristique majeure de I’anorexie mentale qui participe au maintien de la
pathologie et survient la plupart du temps apres des perturbations d’ordre psychosociales. Les
souris €étant des animaux sociaux qui vivent en groupe, il est reconnu que la séparation des
individus induit chez eux un stress. Zgheib et al. ont placé des souris pendant 10 semaines dans
des cages transparentes séparées ou elles pouvaient se voir et se sentir mais pas entrer en contact
physique, et ont mesuré différents parameétres impliqués dans I’anorexie mentale (Zgheib et al.
2014). 11 s’agit d’un modele de privation de contact social a long terme qui provoque une
diminution du poids, de la prise alimentaire cumulée, de la masse maigre, de la masse grasse,
de la minéralisation osseuse et de la leptinémie conformément a ce qui est observé chez des
patients anorexiques. Les expérimentateurs ont aussi noté une intolérance au glucose, ce qui
correspond a ce que nous avons décrit antérieurement dans le modele anx/anx. Toutefois,
comme pour le modele de stress par contention, le parametre de I’activité physique n’est pas

pris en compte et forme une limite sérieuse a ce modele d’étude.
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3) Le modele activity-based anorexia
a) Protocole et caractéristiques du modele

Routtenberg et Kuznesof ont développé en 1967 un modele de restriction alimentaire chez des
rats avec une heure d’acces a la nourriture par jour. Les animaux étaient placés dans des cages
individuelles avec un acces libre a une roue d’activité pour mesurer ’activité physique
volontaire (Routtenberg et Kuznesof 1967). Ce modele a été nommé par la suite activity-based
anorexia (ABA). Le protocole a été amélioré pour favoriser la survie des animaux avec une
période d’adaptation a la séparation et a la roue d’activité de quatre jours avant de diminuer
I’acces a la nourriture a deux heures par jours pendant une durée de 7 a 14 jours (Carrera et al.
2014). Dans leur revue, Ross et al. ont comparé différentes données concernant les patients
anorexiques et le modele ABA. Les auteurs ont noté de nombreux points communs. En effet,
ils notent que, en clinique comme dans le modele ABA, la ghréline, le cortisol (ou
corticostérone pour les souris ou les rats), le NPY, I’AgRP, les B-endorphines, 1’orexine sont
augmentés, alors que la leptine, POMC et CART sont diminués (Ross, Mandelblat-Cerf, et
Verstegen 2016). L augmentation de la CRH est également présente dans le modéle ABA mais
seulement lorsque les animaux atteignent 75% de leurs poids d’origine alors qu’elle est déja
présente des I’apparition de la pathologie chez les humains. Dans les deux cas, il y a présence
d’une addiction a I’activité physique en raison d’une altération du circuit de la récompense, et
un événement traumatisant dans 1’enfance favorise ’apparition de la maladie chez ’humain et

augmente la sensibilité des animaux au protocole ABA.

En clinique, I’anorexie mentale est plus fréquente chez les femmes que chez les hommes, mais
chez ces derniers, le pronostic est beaucoup plus défavorable. Il est intéressant de noter que
dans le modele ABA, les souris femelles C57B1/6 sont plus résistantes que les males. Une étude
faite au sein de notre laboratoire avait déja mis en évidence ce point. Comparés aux femelles,
les méles ont une prise alimentaire et une activité physique plus faible avec une perte de poids
plus importante (Achamrah, Nobis, et al. 2017). L’explication pourrait venir en partie du fait
que, dans le modele ABA, les femelles C57B1/6 ont une augmentation de la présence du
récepteur au GABA 04B5-GABAAR a la surface des cellules de I’hippocampe et que la
suppression de ce récepteur entraine un profil similaire a celui des méles avec une baisse de la
prise alimentaire et une augmentation de 1’activité physique (Y.-W. Chen, Actor-Engel, et Aoki
2018). Ces données montrent qu’il peut étre préférable, dans certains cas, d’utiliser des souris
males plutot que des femelles. Au sein du laboratoire, plusieurs études ont été faites sur le
modele ABA afin de le caractériser au mieux pour pouvoir juger de son adéquation avec les

70



données cliniques, et plus précisément concernant 1’hypothalamus, la prise alimentaire et

différents parametres intestinaux comme 1’inflammation et la perméabilité paracellulaire.

b) Données obtenues au sein de 1’unité

Afin d’améliorer la survie des animaux, nous avons apport¢ quelques modifications au
protocole ABA décrit dans la partie précédente. Pour chaque étude, des souris C57B1/6 males
ou femelles sont placées dans des cages individuelles avec (ABA) ou sans (CTRL) roue
d’activité. Aprés cinq jours d’acclimatation, I’accés a la nourriture pour le groupe ABA est
progressivement diminué, passant de 6 heures d’acces au jour 6, a 3 heures d’acces au jour 9

jusqu’a la fin du protocole au jour 17. L’accés a I’eau n’est jamais limité.

Le métabolisme hypothalamique est modifi€ chez les souris ABA femelles avec une
augmentation de la fission mitochondriale et de I’autophagie, mesurée par le ratio LC3II/LC31

en association avec une augmentation de la synthese protéique (Nobis, Goichon, et al. 2018).
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Figure 19 : Altération colique de la synthése protéique et de I’autophagie dans le modele ABA.
D’aprés Nobis et al. 2018 : Colonic Mucosal Proteome Signature Reveals Reduced Energy Metabolism and

Protein Synthesis but Activated Autophagy during Anorexia-Induced Malnutrition in Mice.

Nous avons précédemment évoqué le fait que les patients anorexiques souffraient d’un
ralentissement de la vidange gastrique. Cette caractéristique est retrouvée chez les souris ABA

avec une diminution de I’expression des protéines de type Heat Shock Protein (HSP) et de
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protéines impliquées dans I’organisation des fibres musculaires de 1’estomac avec en parallele
une augmentation du stress oxydant (Nobis, Morin, et al. 2018).

L’anorexie mentale affecte également I’intestin. Dans une étude récente faite au laboratoire, il
a ¢ét¢ démontré, par I’utilisation de la puromycine, que le modele ABA entraine une diminution
de la synthese protéique totale dans le colon chez les femelles. Cette diminution de la synthese
protéique est confirmée par la diminution de la phosphorylation de mTOR ainsi que de p70S6K
qui est directement placée sous son controle. De plus, ’inactivation de mTOR entraine une
augmentation de 1’activité autophagique dans le colon mesurée par I’augmentation du ratio

LC3II/LC3I (Nobis, Achamrah, et al. 2018).

Toujours chez les femelles, le protocole ABA provoque, dans le colon, une augmentation de
I’expression des récepteurs Toll Like Receptor-4 (TLR4) dont le role est d’induire une réponse
inflammatoire apres fixation de LPS. Cependant, ’expression de TLR-4 et des protéines de
signalisation intracellulaire qu’il controle, comme MyD88, ne sont pas affectées dans
I’hypothalamus. L’absence d’expression de TLR-4 entraine une vulnérabilité accrue au modele
ABA qui se traduit par une mortalité tres élevée des animaux, ce qui implique que le récepteur
TLR-4 joue un rdle dans la résistance au protocole malgré son action pro-inflammatoire
(Belmonte et al. 2016). En parall¢le, le modéle ABA induit une diminution de I’expression de
la CLDN-1 dans le colon mais pas dans le jéjunum, se traduisant par une diminution de
I’efficacité de la barriere intestinale, ce qui pourrait expliquer 1’augmentation de I’expression
de TLR-4 précédemment décrite en raison d’une exposition plus importante au LPS (Jésus et

al. 2014).

Toutes ces données sur le modele ABA montrent qu’il est parfaitement adapté a 1’étude des
atteintes gastro-intestinales et hypothalamiques qui surviennent chez les patients anorexiques.
Le lien entre I’intestin et le cerveau, notamment I’hypothalamus, est trés étroit avec des
influences réciproques. Le modele ABA mime de facon proche les complications gastro-
intestinales présentes chez les patients anorexiques, comme la diminution de la vidange

gastrique.
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Figure 20 : Augmentation du temps de vidange gastrique dans le modele ABA.

D’apres Nobis et al. 2018 : Delayed gastric emptying and altered antrum protein metabolism during activity-based

anorexia.

En conclusion de cette partie introductive, nous pouvons affirmer que les mécanismes
responsables de 1’apparition et du maintien de 1’anorexie mentale restent encore mal compris,
en dépit de nombreuses avancées. Il est cependant clair que des altérations du systeéme nerveux
central, du tractus gastro-intestinal ainsi que du microbiote sont impliquées. La persistance de
certains troubles intestinaux ou anxieux apres renutrition a court terme et/ou a long terme laisse
supposer qu’ils pourraient étre a 1’origine de la pathologie. L’amélioration des protocoles de
prise en charge est donc un enjeu majeur pour favoriser les chances de réussite de rémission
totale ou, du moins, pour limiter les effets de la dénutrition extréme. Etant donné leurs
mécanismes d’action et les effets démontrés en clinique, la Gln et les BCAA sont d’excellents
candidats pour I’amélioration des parameétres intestinaux et de la composition corporelle,
respectivement. Afin de fournir une base expérimentale solide, le modele ABA a été choisi pour
effectuer les différents travaux qui composent cette theése en raison des nombreux points

commun qu’il possede avec les observations cliniques.
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OBJECTIFS DU PROJET DE THESE

Pour ce travail de thése, nous avons choisi d’étudier, dans le modéle ABA, des
supplémentations en nutriments spécifiques et leurs effets sur les parameétres centraux et
intestinaux. Les nutriments testés sont la glutamine (Gln) et les acides aminés branchés
(BCAA). De plus, nous avons également testé la supplémentation en Gln ou en BCAA en
combinaison avec une renutrition progressive, ou non, dans le modele ABA afin de vérifier si
ces deux nutriments peuvent améliorer la reprise de poids ou la normalisation de différents

parametres.
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ARTICLE 1

RESUME

Le modele activity-based anorexia (ABA), chez la souris, provoque une perte sévere de masse
maigre et de masse grasse avec un ralentissement de la vidange gastrique et présente une
diminution de la fonction de barriere intestinale et de la synthese protéique colique totale ainsi
que des perturbations métaboliques hypothalamiques. Ce modele s’inscrit dans I’étude des
dysfonctions de I’axe intestin-cerveau retrouvées chez les patients anorexiques et pour
lesquelles il n’existe aucun traitement spécifique. Nous avons évalué les effets d’une
supplémentation orale en glutamine (GIln) ou en acides aminés branchés (BCAA) sur la
composition corporelle, les fonctions intestinales et le comportement alimentaire. Des souris
males C57Bl/6 agées de 8 semaines ont été randomisées en un groupe contrdle (CTRL) et un
groupe ABA. Une fois I’anorexie induite, les souris ABA ont regu, ou non, une supplémentation

de 1% en Gln ou de 2,5% en BCAA (Leu, Ile, Val) pendant une semaine via I’eau de boisson.

CTRL Acces libre
Alimentation
Adaptation S hml:(e) “:_l:s?fw"mre 3 heures / jour
ABA Log
Roue d’activité

ABA Eau
ABA-G Eau Gln 1,1% Boisson
ABA-B Eau BCAA25%

Suivi quotidien >
D6 D9 D11 D17

Figure 21 : Schéma du protocole ABA avec supplémentation en Gln ou BCAA.

Aucun effet de la Gln ou des BCAA n’a été constaté sur le poids ou la composition corporelle
mais la GIn semblait augmenter légerement la prise alimentaire. Les animaux ABA présentaient
une augmentation de la perméabilité paracellulaire et une diminution de la synthese protéique
dans la muqueuse colique. Ces parametres étaient restaurés par la supplémentation en Gln avec
également une augmentation du taux en ARNm codant pour la mucine-2 alors qu’aucune
amélioration n’a été constatée pour la supplémentation en BCAA. Nous en avons conclu que la
Gln améliorait de fagon spécifique les parametres coliques dans le modele ABA. Ceci ouvre de
nouvelles perspectives pour la prise en charge des personnes anorexiques et qui devront faire

I’objet d’études cliniques.
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Abstract: Background: During activity-based anorexia (ABA) in mice, enhanced paracellular
permeability and reduced protein synthesis have been shown in the colon while the gut-brain axis
has received increasing attention in the regulation of intestinal and mood disorders that frequently
occur during anorexia nervosa, a severe eating disorder for which there is no specific treatment.
In the present study, we assessed the effects of oral glutamine (Gln) or branched-chain amino acids
(BCAA) supplementation during ABA to target intestinal functions, body composition and feeding
behavior. Methods: C57BL/6 male mice were randomized in Control (CTRL) and ABA groups.
After ABA induction, mice received, or not, either 1% GIn or 2.5% BCAA (Leu, Ile, Val) for one
week in drinking water. Results: Neither GIn nor BCAA supplementation affected body weight
and body composition, while only Gln supplementation slightly increased food intake. ABA mice
exhibited increased paracellular permeability and reduced protein synthesis in the colonic mucosa.
Oral Gln restored colonic paracellular permeability and protein synthesis and increased the mucin-2
mRNA level, whereas BCAA did not affect colonic parameters. Conclusion: In conclusion, oral
Gln specifically improves colonic response during ABA. These data should be further confirmed in
AN patients.

Keywords: glutamine; Branched-chain amino acids; Activity-Based Anorexia; Intestinal permeability

1. Introduction

Anorexia nervosa (AN) belongs to eating disorders (ED), as described in the fifth edition of
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V) [1]. AN is a multifactorial disease in
which young women are predominantly represented, as shown in a recent study [2]. Considering
DSM-V, AN is mainly characterized by severe weight loss (BMI <18.5 kg-m~2), persistence of the
inability to change behaviors in a way that resolves the weight loss and the lack of recognition of the
seriousness of body weight. Mortality in AN is around 1-4% [3] due to its comorbidity with other

Nutrients 2019, 11, 1348; d0i:10.3390/nu11061348 www.mdpi.com/journal/nutrients

77



Nutrients 2019, 11, 1348 20f15

mental disorders such as anxiety and depression [4]. In addition, physical hyperactivity frequently
occurs in anorectic patients [5] and strongly contributes to the energy imbalance affecting all organs
such as the heart [6], kidneys [7] and/or bones [8]. Functional digestive disorders also frequently occur
in AN patients with delayed gastric emptying, altered motility and increased transit time, abdominal
pain, and modification of gut microbiota [9,10], while the role of the microbiota—gut-brain axis in the
regulation of feeding and mood disorders has been underlined. Gut microbiota dysbiosis has been
reported in AN patients [11] but intestinal permeability remains poorly documented. Monteleone et al.
showed reduced small intestinal permeability [12] and Morkl et al. recently reported that 35.29% of
AN patients had increased serum zonulin, a marker of intestinal permeability [13]. In mice, colonic
permeability was increased but not jejunal permeability [14].

Refeeding of AN patients that is usually performed through the enteral route via a nasogastric
tube [15] only partially restores those parameters. Indeed, studies evaluating body composition changes
after refeeding underlined increased truncal fat mass [16] and some studies have shown that intestinal
disorders are still present after body weight gain [17], as well as mood disorders [18]. Consequently,
innovative nutritional interventions could be of interest to improve refeeding by targeting specific
metabolic pathways [19].

In the activity-based anorexia model (ABA) in mice, we previously reported in the colon an
altered barrier function [14], a TLR-4 activation [20] and a reduced protein synthesis associated with
specific modifications of proteome [21]. Glutamine is a conditionally essential amino acid and the
main energy substrate for rapidly dividing cells [22,23]. Many studies report an improvement of
intestinal barrier function [24], a reduced intestinal inflammatory response [25,26] and a stimulation of
protein synthesis [27] after glutamine supplementation. Glutamine also improves the immune system
and prevents bacterial translocation from intestinal lumen to inner layers when administrated in
patients under parenteral nutrition [28]. Interestingly, intestinal permeability and abdominal pain were
improved by oral glutamine supplementation in a randomized double-blind clinical trial in patients
with irritable bowel syndrome (IBS) [29]. Intestinal paracellular permeability is mainly regulated by
tight junctions involving claudin proteins (CLDN), occludin (OCDN) or zonula occludens-1 (ZO-1).

Branched chain amino acids (BCAA; Leucine, Isoleucine and Valine) have been proposed to
maintain muscle mass or function in different conditions such as intensive physical activity [30,31] or
in elderly patients [32]. BCAA are preferentially metabolized in skeletal muscle rather than in liver [33]
and are involved in muscle mass development in mice [34]. As physical hyperactivity frequently
occurs in AN patients, who exhibit severe loss of both fat and lean mass, the potential of BCAA to
prevent muscle waste or to enhance muscle gain appears to have a high relevance.

Thus, we aimed to evaluate the effects of glutamine and branched chain amino acids
supplementation on food intake, body weight and composition and on intestinal functions in the
rodent ABA model.

2. Material and Methods

2.1. Experimental Procedure

Protocol was approved by the regional ethical committee named CENOXEMA (authorization
on N/05-11-12/28/11-15). To evaluate the potential benefits of GIn or BCAA in AN, we separately
performed distinct experiments following ABA protocol with Gln or BCAA supplementation. For this,
8-week-old C57BL/6 male mice (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France) were placed in individual
cages and fed with a standard diet. Mice were acclimatized during 5 days at 23 °C with a reversed 12 h
light-dark cycle (dark phase: 10:00 to 22:00) and then randomized in two groups: ad libitum (CTRL)
and activity-based anorexia (ABA). The ABA experimental procedure was the same as described in
our previous studies [14]. Briefly, ABA mice were placed in cages equipped with an activity wheel
connected to Running Wheel® software (Intellibio, Seichamps, France) while CTRL were placed in
standard cages. After the acclimatization period, food access was progressively reduced for ABA mice

78



Nutrients 2019, 11, 1348 30f15

from 6 h at day 6 to 3 h at day 9 and until the end of the experiment at day 17. Food was given when the
dark phase started at 10:00. All mice had free access to water. In accordance with the ethical procedure,
if the weight loss exceeded 20% within 3 consecutive days, animals were euthanized. Body weight,
physical activity and food intake were monitored each day before the beginning of the dark phase.

At day 11, ABA mice were randomized and divided into two sub-groups with or without
supplementation. Gln was distributed in water at the dose of 2 g/kg/day, as previously described [35].
Like GIn, BCAA were diluted in water, but consisted of a combination of three amino acids with a ratio of
2:1:1 (Leu, lle, Val) to reach 25 g/L (2.5%) [36]. At last, concentrations for each BCAA were: 1.25% (Leu),
0.625% (lle) and 0.625% (Val). Both Gln and BCAA beverages were renewed each day. Fluid intake
was monitored each day by weighting drinking bottles. At day 17, mice received an intraperitoneal
injection of 100 uL PBS containing puromycin (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) at
a dose of 0.040 pmol/g 20 min before euthanasia with a ketamine/xylazine solution, as previously
described [21]. Blood was collected and stored in heparin-coated collecting tubes. All collected samples
(jejunum, colon, hypothalamus), except blood, were immediately dropped in liquid nitrogen and the
time spent since puromycin injection was recorded for protein synthesis rate calculation. To collect
plasma, blood samples were centrifuged at 3000 g at 4 °C for 20 min. Then, plasma was removed and
stored at —80 °C.

2.2. Body Composition

Whole body composition was assessed on vigil animals at day 17 using Minispec LF110 (Brucker,
Wissembourg, France), a fast nuclear magnetic resonance method.

2.3. Evaluation of Intestinal Permeability

Colonic paracellular permeability was assessed by measuring fluxes of FITC-Dextran (4 kDa) in
Ussing chambers (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), as previously described [35]. Briefly,
a physiological solution (HBSS) was placed in mucosal and serosal sides. After equilibration,
FITC-Dextran (5 mg/mL) was added in the mucosal side. After 3 h at 37 °C, solution in the serosal side
was collected and stored at —80 °C. Then, 100 uL of each sample was dropped in a black 96-well plate
and the fluorescence level of FITC-dextran was measured with a spectrometer (excitation: 485 nm;
emission: 535 nm) Chameleon V (Hidex, Turku, Finland). Values were converted into concentration
(mg/mL) using a standard curve.

2.4. Protein Extraction and Western Blotting

Tissues were homogenized in 400 uL of ice-cold lysis buffer (200 uL A2X buffer, 2 uL dithiothreitol
100 mM, 50 uL NP40 1%, 1 puL protease inhibitors P8340, 2 uL phosphatase inhibitors 2850, for H,O
400 puL) using TissueLyser LT (Qiagen, Courtabeeuf, France). Then, samples were placed on ice for
20 min and centrifuged for 15 min at 12,000 g at 4 °C. Supernatants were collected and protein
concentrations were assessed using the Bradford method (excitation: 485 nm; emission: 595 nm) [37].
Total protein samples (25 pg) were separated by electrophoresis on 4-20 % gradient polyacrylamide
gels (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) for 30 min at 200 V and then transferred to a nitrocellulose
membrane. The membranes were blocked for 2 h at room temperature with 5% BSA in Tris-buffered
saline (10 mmol/L Tris, pH 8; 150mmol/L NaCl) plus 0.2% Tween 20 (TBST). Then, membranes
were incubated overnight at 4 °C with primary antibody and washed three times for 5 min in
TBST followed by incubation with appropriate horseradish peroxydase (HRP) conjugated secondary
antibody (1:5000 dilution, Dako, Santa Clara, CA, USA) for 1 h at room temperature. Afterwards,
blots were washed three times for 5 min in TBST and immunocomplexes were revealed by using the
enhanced chemiluminescence (ECL) detection system (GE Healthcare, Orsay, France). Protein bands
were scanned (ImageScanner III; GE Healthcare) and quantified using Image-Quant TL software (GE
Healthcare). Protein levels were normalized with -actin (1:5000 dilution, A5441, mouse monoclonal
antibody, Merck, Darmstadt, Germany).
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2.5. Protein Synthesis Analysis by the SUnSET Method

Surface sensing of translation (SUnSET) is a non-radioactive method used for invivo
assessment of total protein synthesis [38]. Puromycin was integrated in peptide chain and formed
puromycin-conjugated peptides, which were revealed by Western blotting as described above by
using a specific mouse monoclonal anti-puromycin antibody (MABE343, clone 12D10, 1:5000; Merck
Millipore, Darmstadt, Germany). To determine the total protein synthesis rate, the densitometry
of each whole lane was assessed. Results were expressed as the ratio puromycin expression/min,
as previously described.

2.6. RT-qPCR

Extraction of colonic and hypothalamic total RNAs, quantification and reverse transcription were
performed, as previously described [39]. Then, qPCR was completed by SYBR Green technology
on Bio-Rad CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad Laboratories, Marnes la Coquette, France) for the
following genes: MUC-2, CLDN-1, CLDN-2, ZO-1, OCLDN, NPY, POMC, IL-10, TNF-a, IL-18, GAPDH,
B2M, 185 (Table S1). The mean of GAPDH, B2M and 18S, used as housekeeping genes, was calculated
and used as reference. To convert cycle threshold values into concentration values, we used the mRNA
absolute quantification based on standard curves.

2.7. Adiponectin and Leptin Plasma Concentrations

Adiponectin and leptin plasma levels were assessed by using Milliplex 96-well plate multiplex
assay MADCYMAG-72K (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) following supplier instructions and
using a laser-based detection instrument, the Bioplex 2200 (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).

2.8. Colonic Intracellular Signaling Pathways

RayBio® C-series Human and Mouse MAPK Pathway Phosphorylation Array C1 kits (RayBiotech,
Tebu-bio, Le Perray en Yvelines, France) were used to measure the level of 17 proteins implicated in
intracellular signaling. Briefly, nitrocellulose membranes were incubated for 2 h at room temperature
in blocking buffer. Total colonic proteins (250 pg) were diluted in 5 mL of blocking buffer (50 pg/mL).
Membranes were incubated for 4 h in diluted samples at room temperature. After washes, membranes
were incubated overnight at 4 °C with detection antibody cocktail. After additional washes,
HRP-Anti-Rabbit IgG (1:1000) was added for 2 h at room temperature. Chemiluminescence was detected
on Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare, Orsay, France). Spots were scanned (ImageScanner IIT;
GE Healthcare) and quantified using Image-Quant TL software (GE Healthcare). Protein levels were
normalized with the mean of positive control spots.

2.9. Statistical Analysis

Data were analyzed with GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) and
expressed as mean + standard error mean (SEM). Comparisons between two groups were performed
using the unpaired two-tailed Student’s t-test or non-parametric Mann-Whitney test, as appropriate.
Concerning comparisons between three groups, differences were assessed using one-way ANOVA
followed by Dunnet’s multiple comparisons as a post hoc test; or two-way ANOVA followed by
Bonferroni as a post hoc test. A value of p < 0.05 was considered as significant.

3. Results

3.1. Body Weight and Body Composition

As observed in our previous studies [14,20], there was no significant difference between all
groups from day 1 to day 6 (Figure 1A,B). However, once the food access was reduced, body weight
significantly decreased in all ABA groups from day 8. At day 17, body weight loss was about 19-22%
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in ABA-C groups compared to day 6 (p < 0.05). Gln and BCAA supplementation did not affect body
weight. ABA groups exhibited altered body composition with a decrease of both lean and fat mass
(Figure 1C-F) without Gln and BCAA effects. ABA-C mice exhibited altered physical activity pattern.
However, neither GIn nor BCAA supplementation affected physical activity.
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Figure 1. Body weight, lean mass and fat mass. Body weight was monitored each day, expressed
in percentage compared to day 6, for both GIn (A) and BCAA (B) series with control mice (CTRL;
open circles), non-supplemented activity-based anorexia mice (ABA-C; open squares, # = 16) and
supplemented activity-based anorexia mice (ABA-G or ABA-B; closed squares). Body change at day
17 was measured, expressed in percentage compared to day 6, for both Gln and BCAA. Lean and
fat mass, expressed in grams, were measured by using Minispec for both Gln (C,D) and BCAA (E,F)
series. Column bar graphs showed control mice (CTRL; black bars), non-supplemented activity-based
anorexia mice (ABA-C; open bars) and supplemented activity-based anorexia mice (ABA-G or ABA-B;
grey bars). Values without a common letter significantly differ (p < 0.05). The number of mice was
n =16 for CTRL, n = 16 for ABA-C and n = 12 for ABA-G (A,C,D) and n = 16 for CTRL, n = 16 for
ABA-C and #n = 14 for ABA-B (B,E,F).

3.2. Food Intake and Hypothalamic Neuropeptides

Food intake was daily monitored for both Gln and BCAA series (Figure 2A,B). From day 1 to day
6, food consumption was similar in all groups. Since day 6, food intake was progressively decreased
in ABA groups until day 9 when the food intake of mice was reduced by nearly 2 times compared
to the control groups (p < 0.05). Then, neither Gln nor BCAA supplementation significantly affected
daily food intake until day 16. Cumulative food intake during food limitation until the beginning of
supplementation (from day 6 to day 11) was reduced in ABA groups (Figure 2C,E) in the same way as
described above. However, during the supplementation period (from day 12 to day 16), we observed a
trend for an increase of cumulative food intake in the ABA-G group compared with the ABA-C group
(p < 0.1) that was not observed for the ABA-B group (Figure 2D,F). We thus analyzed the hypothalamic
mRNA levels of orexigenic neuropeptide Y (NPY) and anorexigenic pro-opiomelanocortin (POMC)
neuropeptides. The NPY mRNA level, in both series, was similarly increased in supplemented and
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non-supplemented ABA groups compared with controls (p < 0.05). The mRNA level for POMC was
only significantly decreased in ABA groups in the BCAA experiment. However, neither Gin nor BCAA
affected POMC mRNA expression.
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Figure 2. Food intake and cumulative food intake. Food intake was monitored each day, expressed in
grams, for both GIn (A) and BCAA (B) series with control mice (CTRL; open circles), non-supplemented
activity-based anorexia mice (ABA-C; open squares) and supplemented activity-based anorexia mice
(ABA-G or ABA-B; closed squares). Cumulative food intake, expressed in grams, was calculated from
day 6 to day 11 and from day 12 to day 16 (supplementation period) for both GIn (C,D) and BCAA (E,F)
series. Column bar graphs showed control mice (CTRL; black bars), non-supplemented activity-based
anorexia mice (ABA-C; open bars) and supplemented activity-based anorexia mice (ABA-G or ABA-B;
grey bars). Values without a common letter significantly differ (p < 0.05). The number of mice was
n =16 for CTRL, n = 16 for ABA-C and n = 12 for ABA-G (A,C,D) and n = 16 for CTRL, n = 16 for
ABA-C and #n = 14 for ABA-B (B,E,F).

3.3. Colonic Perneability and Tight Junction mRNA

Here, we used FITC-Dextran to assess the paracellular permeability in colonic segment. In both
GIn (Figure 3A) and BCAA (Figure 3B) experiments, colonic permeability was higher in ABA-C groups
compared with control groups (p < 0.05). Interestingly, the ABA-G group exhibited a restoration of
colonic permeability to control level (Figure 3A) that was not observed in the ABA-B group (Figure 3B),
suggesting a specific beneficial effect of oral GIn supplementation on colonic permeability in the
ABA model.
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Figure 3. Colonic permeability and tight junction protein mRNA. Colonic paracellular permeability
was evaluated in Ussing chambers with FITC-Dextran (4 kDa) in both GIn (A) and BCAA (B) series.
Colonic tight junction protein mRNA levels were only assessed for GIn by using RT-gPCR: OCLN (C),
ZO-1 (D), CLDN-1 (E) and CLDN-2 (F). Column bar graphs showed control mice (CTRL; black bars),
non-supplemented activity-based anorexia mice (ABA-C; open bars) and supplemented activity-based
anorexia mice (ABA-G or ABA-B; grey bars). Values without a common letter significantly differ
(p < 0.05). The number of mice was n = 15 for CTRL, # = 15 for ABA-C and n = 12 for ABA-G (A), n =8
for CTRL, 1 = 8 for ABA-C and n = 7 for ABA-B (B) and n = 16 for CTRL, n = 16 for ABA-C and n =12
for ABA-G (C-F).

As GIn was able to limit colonic hyperpermeability in ABA mice, we assessed the level of mRNA
coding for tight junction proteins in the Gln experiment. Concerning occludin (OCLN), claudin-1
(CLDN-1) and zonula occludens-1 (ZO-1), mRNA levels were increased in the ABA groups compared
to the control group (p < 0.05) but there was no significant difference between GIn-supplemented and
non-supplemented mice (Figure 3C-E). We observed a trend for an increase in the ZO-1 mrNA level
in the ABA-G group compared with the ABA-C group, but the difference did not reach significance
(p = 0.07). No difference occurred in any groups for claudin-2 (CLDN-2) mRNA (Figure 3F).
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3.4. Mucin-2 mRNA and Colonic Protein Synthesis

The mucus layer plays a key role in the regulation of gut barrier function. We thus analyzed the
mucin-2 (MUC-2) mRNA level, a major secretory mucin released by goblet cells. Control and ABA-C
groups exhibited a similar level for MUC-2 mRNA (Figure 4A,B). Gln-supplemented mice showed a
higher mRNA level for MUC-2 than ABA-C and Control mice (p < 0.05) (Figure 4A), whereas we did
not observe any modification in BCAA-supplemented mice (Figure 4B), suggesting that only Gln was
able to increase MUC-2 release.

We previously reported that the colonic protein synthesis rate was reduced in ABA mice compared
with controls [21] by using the SUNSET method. In the present study, total colonic protein synthesis
(Figure 4C) was reduced in ABA-C mice compared to controls in GIn and BCAA experiments (p < 0.05)
but was increased in GIn-supplemented mice (p < 0.05). Total protein synthesis was restored in the
colon of ABA-G mice to control the level. BCAA did not reproduce the Gln effect. In addition, protein
synthesis remains similar between all groups in the jejunum. These results suggest that only Gln
supplementation was able to restore the protein synthesis rate in the colon of ABA mice.
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Figure 4. Colonic MUC-2 mRNA levels and total colonic protein synthesis. Colonic MUC-2 mRNA levels
were evaluated by RT-qPCR in both GIn (A) and BCAA (B) series. The total colonic protein synthesis rate
was measured with the SUnSET method in GIn (C) and BCAA (D) series with puromycin incorporation.
Column bar graphs show control mice (CTRL; black bars), non-supplemented activity-based anorexia
mice (ABA-C; open bars) and supplemented activity-based anorexia mice (ABA-G or ABA-B; grey
bars). Values without a common letter significantly differ (p < 0.05); *: p < 0.05 vs. ABA-C using /-test.
The number of mice was n = 8 for CTRL, n = 5 for ABA-C and n = 5 for ABA-G (A,C) and n = 16 for
CTRL, n = 16 for ABA-C and 1 = 14 for ABA-B (B,D).
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3.5. Colonic Inflammation and Plasmatic Adipose Tissue Markers

As GIn was able to specifically restore protein synthesis and paracellular permeability in the colon
of ABA mice and as GIn was previously reported to regulate intestinal inflammatory response [40,41],
we assessed in the GIn experiment the mRNA levels for pro- and anti-inflammatory cytokines in colonic
samples. The ABA-C group exhibited a decrease in TNFa and IL-1 mRNA levels (Figure 5A,B).
Gln supplementation did not affect the TNFx mRNA level but partially restored IL-1 mRNA
expression. For MCP-1, we observed a trend for a decrease in mRNA levels in the ABA-C group that
reached significance in the ABA-G group (Figure 5C). For 1L-10, we observed a trend for a decrease of
mRNA levels both in ABA-C and ABA-G groups (Figure 5D). ABA groups also exhibited a marked
decrease in plasma leptin with no modification of plasma adiponectin (Figure 6A,B). However, GIn
and BCAA supplementation did not affect plasma adipokine concentration.
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Figure 5. mRNA levels of colonic cytokines. The mRNA levels of colonic pro- and anti-inflammatory
cytokines were evaluated by RT-gPCR for Gln experimentation: TNF-« (A), IL-1(3 (B), MCP-1 (C) and
IL-10 (D). Column bar graphs showed control mice (CTRL; black bars, n = 16), non-supplemented
activity-based anorexia mice (ABA-C; open bars, n = 16) and supplemented activity-based anorexia
mice (ABA-G; grey bars, 11 = 12). Values without a common letter significantly differ (p < 0.05).
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Figure 6. Plasmatic levels of adiponectin and leptin. Adiponectin (A) and leptin (B) plasmatic levels
were measured for Gln supplementation test by multiplex assay. Column bar graphs show control
mice (CTRL; black bars, n = 8), non-supplemented activity-based anorexia mice (ABA-C; open bars,
n = 8) and supplemented activity-based anorexia mice (ABA-G; grey bars, n = 7). Values without a
common letter significantly differ (p < 0.05).

3.6. Signaling Pathways

To better understand the mechanisms involved in the effects of Gln on protein synthesis and colonic
permeability, we assessed the phosphorylation state of signaling proteins by using a macro-array kit.
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As shown in Figure 7, the level of phosphorylated mTOR was decreased in both ABA-C and ABA-G
groups compared to control mice. However, phosphorylated GSK3b was increased in the ABA-G
group but not in the ABA-C group. All other markers remained unaffected by Gln supplementation.
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Figure 7. Colonic phosphorylation levels of proteins involved in signaling pathways. Phosphorylation
levels of 17 proteins involved in the signaling pathway were evaluated by the MAPK array kit.
Representative membranes are shown (A) for each group: CTRL, ABA-C and ABA-G, (n = 8 /group).
Horizontal graph bar columns (B) show differential ratio levels in ABA-C (open bars) and ABA-G
(black bars) compared to control mice. *: p < 0.05 vs. CTRL.

4. Discussion

Although AN is an eating disorder associated with severe body weight loss and frequent functional
intestinal complaints that are only partially improved by refeeding, there is no specific treatment for
AN. In addition, 9 to 52% of patients relapse after body weight restoration [42]. Over the last decade,
the contribution of the gut-brain axis in the regulation of feeding and mood behaviors has emerged.
We have thus evaluated the effects of specific amino acids: glutamine and brain chain amino acids in a
mouse model of anorexia, the ABA model. Here, we demonstrate that oral Gln supplementation is
able to specifically improve colonic parameters in ABA mice since BCAA supplementation remains
inefficient. However, neither Gln nor BCAA affect body weight and composition.

In the present study, ABA mice exhibited severe body weight loss associated with a decrease
in both lean and fat mass. Amino acids supplementation was not able to modify body weight and
composition in our model. During other conditions such as ageing, BCAA and particularly leucine
have been efficient in promoting muscle growth [34,43,44], even if other studies failed to demonstrate
improved muscle mass after long-term BCAA supplementation [45]. GIn also failed to improve body
weight and composition. In muscle, GIn represents nearly 50 to 60% of the total amino acid pool [46].
Under acute injury, muscle proteins are degraded, leading to GIn production. In anorectic patients,
increased serum Gln has been reported, suggesting muscle protein degradation [47]. In our study,
mice were not refed; this could explain the lack of BCAA and GlIn effects by unmet energy needs.
Regarding feeding behavior, we observed that only Gln was able to slightly increase cumulative
food intake during the period of amino acids supplementation. ABA mice exhibited hypothalamic
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adaptive response with increased NPY and reduced POMC mRNA levels but neither Gln nor BCAA
affected them. As the role of the gut-brain axis has been underlined in the control of feeding behavior,
we focused on the colonic effects of amino acids.

As we previously reported [14,48], ABA mice showed an increase of approximately 50% in colonic
permeability compared to control mice, which could be partially explained by undernutrition that
is known to enhance intestinal hyperpermeability [49,50]. However, intestinal permeability in AN
patients is poorly documented. Surprisingly, Monteleone et al. showed a reduction in intestinal
permeability in moderately undernourished AN patients [12]. In the ABA model combining physical
hyperactivity, severe body weight loss and low food intake, colonic permeability was enhanced
while jejunal permeability remained unaffected [14]. Interestingly, in the present study, oral Gln
supplementation was able to restore colonic paracellular permeability to the control level; this was not
observed for BCAA supplementation. In addition, a trend for an increase in ZO-1 mRNA was observed
in the Gln-supplemented group compared with the not supplemented group (p = 0.07). OQur data are
in accordance with previous studies showing an improvement of gut barrier function by Gln in other
pathophysiological conditions [24]. For instance, oral Gln supplementation restored jejunal permeability
during mucositis in rats [51] and partially limited colonic hyperpermeability in stressed mice [35].
Randomized clinical trials evaluating the effects of oral GIn supplementation also showed reduced
intestinal permeability in patients with irritable bowel syndrome [29] or in chemotherapy-treated
patients [52,53]. In Zhou's study, whey proteins were used as a control underlying the specificity
of Gln effects as in the present study. Then, to better understand the mechanisms by which Gln
regulates colonic permeability, we evaluated other parameters such as MUC-2 mRNA or colonic
protein synthesis.

MUC-2 is a major secretory mucin contributing to the mucus layer. In ABA supplemented with
Gln, MUC-2 mRNA was increased compared with controls while BCAA did not reproduce these
results. During parenteral nutrition, GIn enhanced the production of MUC-2 mRNA in the intestinal
tract [28]. In burned rats, intragastric Gln infusion restored MUC-2 to control levels while MUC-2
was reduced in burned rats receiving intragastric alanine [54]. In the present study, BCAA did not
affect MUC-2 whereas Mao et al. showed that leucine was able to improve MUC-2 synthesis in human
colonic epithelial cell L5174T via the PI3K-Akt-mTOR pathway [55].

Finally, we evaluated total protein synthesis because ABA mice had a reduced protein synthesis
in the colonic mucosa in a previous study [21] and both GIn and BCAA stimulated protein synthesis
in intestinal tissues in different conditions [27]. In the present study, colonic protein synthesis was
reduced in ABA mice, probably through a decrease in p7056 kinase phosphorylation, as previously
reported [21]. Oral Gln supplementation restored protein synthesis to control levels but did not
affect p70S6 kinase. However, Gln-supplemented animals exhibited an increase in phosphorylated
GSK3b, suggesting an inactivation of GSK3b that has been recently shown to favor glutaminolysis
and thus glutamine utilization as a carbon source in lung cancer cells [56]. On the contrary, BCAA
supplementation did not affect colonic protein synthesis in the present study, showing a specific
effect of GIn. In Caco-2 cells, leucine supplementation increased protein synthesis through the mTOR
pathway [57] that was not observed in the duodenal mucosa of healthy volunteers [58]. All these data
underline that oral Gln improves colonic metabolism and colonic barrier function. It should be thus of
interest to further evaluate putative intestinal disorders (motility, visceral sensitivity) that are frequent
in AN patients [9,59] but that remains poorly documented in an animal model of AN. As observed
in AN patients, gastric emptying was delayed in the ABA mice [60] but colonic functions should be
further investigated.

Qur study has some limitations. First, we used a middle-term ABA model, as previously
described [14,20,21,48,60,61]. Initially, the ABA model was developed according to a short-term
protocol [62,63]. More recently, a modified ABA protocol has been reported, leading to long-term
starvation [64,65]. 1t should thus be interesting to evaluate nutritional interventions in those models
that mimic metabolic disturbances observed in AN patients. Second, we did not include, in our
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study, food restricted and active control groups because we mainly aimed to evaluated the effects
of amino acids in ABA mice but also because of ethical considerations. Finally, we were not able to
describe the detailed mechanisms of action of glutamine on colonic barrier function. Recently, AMPK
activation has been reported to enhance enterocytes polarization and ameliorate the assembly of tight
junction proteins, leading to an improvement of intestinal barrier function [66], probably through the
AMPK-CDX2 pathway [67]. The role of AMPK in the regulation of gut barrier function in ABA mice
and its modulation by glutamine requires further investigation.

In conclusion, in a mouse model mimicking AN, oral glutamine supplementation ameliorates
barrier function and protein synthesis in the colon without affecting body weight and composition.
Those effects were not reproduced by branched-chain amine acids. Further studies should be conducted
to evaluate the impact of GIn on intestinal disorders and to confirm these data in AN patients.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6643/11/6/1348/s1,
Table S1: Primers sequences used for qPCR.
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ARTICLE 2

RESUME

Notre premiere étude a montré que la Gln restaurait la synthese protéique et la perméabilité
paracellulaire dans le colon tout en augmentant 1égerement la prise alimentaire cumulée. Ces
effets n’ont pas été retrouvés avec les BCAA. Ni la GIn, ni les BCAA n’ont amélioré la
composition corporelle, peut-étre en raison d’un apport calorique insuffisant. C’est pourquoi
nous avons choisi d’évaluer, dans le modele ABA, les effets d’une supplémentation orale en
Gln ou en BCAA combinée a une renutrition progressive. Des souris males C57B1/6 agées de
8 semaines ont ét€ randomisées en un groupe contréle (CTRL) et un groupe ABA. Apres
induction de I’anorexie, les souris ABA ont été randomisées au jour 14 en quatre sous-groupes :
sans renutrition ni supplémentation (ABA-C), renourries non supplémentées (ABA-Rf),

renourries et supplémentées en Gln (ABA-Rf-G) ou en BCAA (ABA-Rf-B).

| CTRL | Accés libre |
~ . N >— Alimentation
ABA-C . Acces limité 4 la 3 heures / jour
EXEE nourriture progressif Renutriti rogressi
ABA-Rf DRE 3 heures / jour enwition p{oglesswe
(+0,5 g / jour)
ABA Roue d’activité %2{,
ABA-C
Eau
ABA-Rf
~—B
ABA-Rf-G Eau Ghn 1,1%
ABA-Rf-G Eau BCAA2,5%
Suivi quotidien >
D6 D9 D14 D23

Figure 22 : Schéma du protocole ABA avec renutrition et supplémentation en Gln ou BCAA.

Larenutrition a permis une restauration partielle de la masse maigre. Un rebond de masse grasse
était présent chez tous les groupes renourris mais celui-ci tendait a étre plus important avec la
supplémentation en BCAA. La reprise de masse grasse des groupes renourris est associée a une
restauration de la leptinémie. Aucun effet des acides aminés n’a été observé sur la synthese
protéique musculaire. En revanche, dans le colon, la Gln a permis une restauration de la
synthése protéique totale via 1’augmentation de la phosphorylation de la p70S6kinase se
traduisant par une augmentation de I’expression des protéines de jonctions serrées claudine-1
et occludine. Bien que ces parametres €taient partiellement restaurés, la Gln a amplifié cet effet

alors que les BCAA semblaient les atténuer. Les mécanismes de cet effet inhibiteur des BCAA
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devront faire I’objet de recherches ultérieures. Cependant, cette étude a confirmé les effets
bénéfiques sur le colon de la Gln observés précédemment et en fait un bon candidat pour une

optimisation des produits de renutrition destinés aux personnes anorexiques.
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ABSTRACT

Background: Optimizing refeeding of patients with anorexia nervosa remains an important
issue to limit somatic complications of malnutrition but also to avoid disease relapses by
targeting for instance persistent mood and intestinal disorders. We thus aimed to evaluate the
effects of glutamine (Gln) and branched chain amino acids (BCAA) supplementation during

refeeding in activity-based anorectic (ABA) mice.

Method: Male C57B1/6 mice were randomized in control and ABA groups. Once ABA-induced
malnutrition was observed, mice were progressively refed or not. Refed mice had free access

to drinking water supplemented or not with 1% Gln or 2.5% BCAA for 10 days.

Results: Progressive refeeding was associated with a partial restoration of body weight and lean
mass while a fat mass rebound was observed. In addition, refeeding restored glucose and leptin.
Gln did not affect these parameters while BCAA tended to increase body weight, fat mass and
glycaemia. However, all refeeding groups failed to completely restore body weight compared
to control group. In the colon, refeeding improved total protein synthesis and restored
LC3II/LC3I ratio, a marker of autophagy. Gln supplementation enhanced colonic protein
synthesis that was associated with an increased p-p70S6kinase/p70S6kinase ratio whereas

BCCA supplementation blunted the effects of refeeding on these colonic parameters.

Conclusion: In ABA mice, Gln and BCAA supplementation during a progressive refeeding fail
to restore body weight and lean mass. However, Gln supplementation improves total colonic
protein synthesis that is not observed with BCAA. Further studies are needed to decipher

underlying mechanisms involved in these opposite results.
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INTRODUCTION

Anorexia nervosa (AN), an eating disorder (ED) mainly characterized by a severe weight loss
(BMI<18.5 kg.m-2), an intense fear of weight gain or persistent behavior impairing weight
restoration, and alteration of body shape perception [1], predominantly affects young women
with more than 75% of diagnoses set before 22 years [2]. Its mean lifetime prevalence is of
1.4% in women versus 0.2% in men [3]. AN is a multifactorial disease involving social, genetic
and psychological [4] factors but its etiology remains relatively poorly-understood. Due to its
comorbidities, as anxiety and depression [5,6], mortality reaches 1-4% [7]. Even if early
medical care is reported to improve probabilities of complete recovery [8], relapse occurs in
31% of patients after discharge [9]. In addition, gastrointestinal tract is deeply affected in AN
patients who exhibit delayed gastric emptying, intestinal motility disorders, bloating, abdominal
pain and gut dysbiosis [10,11]. Clinical guidelines recommend to refeed AN patients through
enteral route [12] via a nasogastric probe. Despite the safety and efficiency of this refeeding
protocol, recovery remains uncomplete. Indeed, after 7 months, Haas et al reported that protein
mass is still lower than standard baseline [13] while body weight recovery is associated with an
increased truncal fat mass [14]. Moreover, intestinal complaints and mood disorders are still
present after weight restoration [15,16]. For instance, in the activity-based anorexia (ABA)
murine model that shares some common features with AN patients as physical hyperactivity
[17], altered fat and lean mass, reduced gastric emptying [18], refeeding failed to restored
intestinal permeability and was associated with a marked increase of fat mass [19]. These data
highlight the need for new refeeding strategies to improve recovery and limit associated

comorbidities.

For this purpose, supplementation with some specific amino acids could be of interest. In one
hand, it has been demonstrated that branched-chain amino acids (BCAA) were preferentially
metabolized in skeletal muscle [20], leading to an increase of lean mass during intense physical
activity both in mice [21] and humans [22,23] or maintain it in older subjects [24], suggesting
that BCAA could be useful to improve body composition in AN patients during refeeding. In
the other hand, beneficial effects of glutamine (Gln) on intestinal barrier function [25,26],
protein synthesis [27] and intestinal inflammatory response [28] have been reported.
Interestingly, in a recent randomized double-blind clinical trial, Zhou et al showed that Gln
improves intestinal disorders and reduces intestinal permeability in patients with irritable bowel
syndrome [29]. In a recent study, we showed that Gln, but not BCAA, was able to restore

paracellular permeability and protein synthesis in the colon of ABA mice. By contrast, both
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BCAA and Gln failed to improve body weight and body composition [30]. However, these data
were obtained in restricted mice. We thus hypothesized that insufficient macronutrients and

energy intake blunted putative beneficial effects of BCAA and Gln.

Here, we aimed to evaluate, in ABA mice, BCAA or Gln supplementation on weight gain, body
composition and intestinal functions during a progressive refeeding procedure, to be close of

patients’ nutritional care.
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MATERIAL AND METHODS
Animal procedure

Protocol was approved by the regional ethical committee named CENOXEMA (authorization
on N/05-11-12/28/11-15). Eight weeks-old male C57B1/6 mice (Janvier Labs, Le Genest-Saint-
Isle, France) were placed in individual cages and fed with ad libitum standard diet and water.
After an acclimatizing period of 5 days at 23°C with a reversed 12h dark-light cycle (dark phase:
10:00 a.m. to 10:00 p.m.), mice were randomized and separated in two groups: control (CTRL)
and activity-based anorexia (ABA). Only ABA cages were equipped with an activity wheel and
connected with Running Wheel® software (Intellibio, Seichamps, France) while CTRL were
placed in standard cages. ABA procedure was performed as previously described [31]. Briefly,
after 5 days of acclimatization with the activity wheel, food access was progressively limited
from 6h at day 6 to 3h hours at day 9 and until day 13. According to ethical procedure, animals
with a weight loss exceeding 20% in three consecutive days were euthanized. Body weight,

food intake and wheel activity were daily monitored before dark phase.

At day 14, ABA mice were split into four sub-groups: 1/ no refeeding (ABA-C); 2/ progressive
refeeding (ABA-Rf); 3/ progressive refeeding with Gln supplementation (ABA-Rf-G) and 4/
progressive refeeding with BCAA supplementation (ABA-Rf-B). Progressive refeeding started
at day 14 and consisted in an increase of food amount of 0.5g/day from 2.5g at day 14 to 5g at
day 19 and until the end of the protocol at day 23. Gln and BCAA supplementation, assessed
in two distinct experiments, were given in drinking water as previously described [30]. Briefly,
the dose of Gln was calculated to reach 2g/kg/day. BCAA beverage consisted in a combination
of Leucine (Leu), Isoleucine (Ile) and Valine (Val) with a ratio of 2:1:1 (Leu, Ile, Val) and a
final concentration of 2.5%. GIn and BCAA solutions were renewed each day and daily fluid

intake was measured by weighting drinking bottles.

At day 23, 20 minutes before euthanasia with ketamine/xylazine solution, mice were
intraperitoneally injected with 100 uL of PBS containing puromycin (Sigma Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) at the dose of 0.040 umol/g to evaluate tissue protein synthesis.
Blood samples were collected in heparine-coated collecting tubes which were centrifuged for
20 minutes at 3000 rpm at 4°C. Then, plasma was removed and stored at -80°C. All collected

samples (colon, hypothalamus, muscles) were immediately dropped in liquid nitrogen.
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Body composition

Whole body composition was evaluated at day 23 on vigil animals using Minispec LF110

(Brucker, Wissembourg, France) as previously described [30].

Intestinal permeability

Colonic paracellular permeability was assessed by measuring fluxes of FITC-Dextran (4 kDa)
in Ussing chambers (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), as previouly described [32].
Solution in serosal side was collected after 3 hours at 37°C sand FITC-Dextran fluorescence

was measured.

Protein extraction and western-blotting

Protein extraction and western-blotting were performed as previously described [30]. In brief,
proteins were extracted by using 400 pL of ice-cold buffer and homogenization with
TissueLyser LT (Qiagen, Courtaboeuf, France) followed by 20 minutes incubation on ice and
centrifugation for 15 minutes at 12,000 rpm at 4°C. Total protein extracts (25ug) were loaded
on 4-20% gradient polyacrylamide gels for 1h30 at 100 V and then transferred on nitrocellulose
membrane. Protein levels were normalized with B-actin or with GAPDH for muscles.

Antibodies data are listed in Supplemental Table 1.

Protein Synthesis Analysis by the SUnSET Method

Surface sensing of translation (SUnSET) is a non-radioactive method used to evaluate in vivo
protein synthesis rate based on puromycin incorporation level as we previously described [30].
Briefly, puromycin incorporation was assessed by western-blotting by using a specific mouse
monoclonal anti-puromycin antibody (Supplemental Table 1). Then, lanes were analyzed by

densitometry and results were expressed as the ratio puromycin expression/min.
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RT-gPCR

Extraction, quantification and reverse transcription were performed on colonic and
hypothalamic sample as previously described [33]. gPCR was realized by using SYBR Green
technology on Bio-Rad CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad Laboratories, Marnes la
Coquette, France) for the following targets: MUC-2, CLDN-1, CLDN-2, ZO-1, OCLDN, NPY,
POMC, IL-10, TNF-a, MCP-1, CRH, IL-1B, GAPDH, 2M, 18S (Supplemental Table 2).
Values were obtained from cycle threshold using the mRNA quantification based on standard
curves. The mean of housekeeping genes GAPDH, B2M, 18S was calculated and used as

reference.

Plasma Adiponectin and Leptin

Quantification of plasma adiponectin (KMP0041) and leptin (KMC2281) were performed with
ELISA kits (Invitrogen, Carlsbad, CA, United States) following supplier instructions.

Plasma biochemical dosages

Albumin, glucose, total cholesterol and triglycerides quantification from plasma samples were
completed on Catalyst One device (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA) by using

specific chips in accordance with supplier instructions.

Statistical analysis

Data were analyzed with GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
and expressed as mean + standard error mean (SEM). Student’s t-test or non-parametric Mann—
Whitney test were used to compare two groups, as appropriate. Comparisons between more
than two groups were performed by using one-way ANOVA followed by Dunnet’s multiple
comparisons as a post hoc test; or two-way ANOVA followed by Bonferroni as a post hoc test.

A value of p < 0.05 was considered as significant.
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RESULTS
Body composition and muscular protein synthesis

As expected, body weight dropped after food limited access in all ABA groups and then
increased when refeeding phase begun (Fig. S1A and S1B). At day 23, a pronounced body
weight loss was observed in ABA-C mice (-22.5% vs CTRL) while body weight was partially
restored in all refed ABA groups compared to CTRL mice (Fig. 1A). Body weight gain induced
by refeeding remained significantly unaffected by both Gln and BCAA. Nevertheless, body
weight gain tended to be slightly increased in ABA-Rf-B mice when compared to its own ABA-
Rf group (+1.06g, p=0.06). As observed in anorectic patients, both lean and fat mass were
reduced in ABA-C group when compared to control (-24.9% and -33.9%, respectively, Fig.
1B-C). Even if refeeding increased lean mass compared to ABA-C mice, it was still lower than
in CTRL mice. No difference was observed in lean mass between all ABA refed groups (Fig.
1B), suggesting that neither Gln nor BCAA impacted lean mass during refeeding. In accordance
with these results, total muscular protein synthesis was not affected by both Gln and BCAA
supplementation (Fig. S2A). During refeeding, fat mass markedly increased in all refed ABA
mice to achieve higher level than in CTRL group (Fig. 1C). Both GIln and BCAA showed no
significant effect on fat mass gain, even if BCAA seemed to slightly increase fat mass when
compared to its own ABA-Rf group (p=0.06). As we did not observe any differences between
CTRL groups of Gln and BCAA series, as in respective ABA-Rf groups, and as following
experiments have been together performed for both Gln and BCAA experiments, we thus chose

to pool data for ABA-Rf groups.
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26 Figure 1: Body weight, lean mass and fat
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mice (CTRL), in activity-based anorexia
(ABA) mice (ABA-C) and in ABA mice
after refeeding supplemented or not (ABA-
Rf group) with 1% glutamine (GIn, ABA-
Rf-G group) or 2.5% branched chain
amino acids (BCAA, ABA-Rf-B group).
Data from CTRL and ABA-C groups were

Lean mass (g)
=
L

compared by Student t-test, *, p<0.05.
Then, ABA-C and refed Groups were
compared with ANOVA followed by

Tukey posttests. Values without a common

letter (a, b for GIn experiments and a’, b’

Fat mass (g)

for BCAA experiments) significantly
differ (p < 0.05). n=5-8/per group.

Hypothalamic control of food intake and neuropeptides

Food intake was reduced in ABA-C group compared with CTRL (Fig. 2A). As refeeding
consisted as a progressive increase of food availability, food intake was increased in all refed
ABA groups compared with ABA-C leading to a similar cumulative food intake (from d14 to
d23) in CTRL and refed ABA groups (Fig. 2A). We then measured mRNA levels of both NPY
and POMC using RT-qPCR to calculate NPY / POMC ratio, which was found nearly six times
higher in ABA-C mice than in CTRL group (Fig. 2B). In all refed ABA groups, NPY / POMC
ratio was diminished compared to ABA-C group but still remained almost three times higher
than in CTRL group without any effects of amino acids supplementation (Fig. 2B). We also
evaluated CRH mRNA level in the hypothalamus. CRH mRNA level remained unaffected in
all groups except in ABA-Rf-B group (Fig. 2C) that exhibited a marked increase.
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Figure 2: Food intake and hypothalamic mRNA levels.

(A.), Cumulative food intake during refeeding period (from day 14 to day23) in control mice (CTRL), in activity-
based anorexia (ABA) mice (ABA-C) and in ABA mice during refeeding (ABA-Rf groups). NPY/POMC ratio
(B.) and CRH mRNA level (C.) measured at day 23 in the hypothalamus in control mice (CTRL), in activity-
based anorexia (ABA) mice (ABA-C) and in ABA mice after refeeding supplemented or not (ABA-Rf group)
with 1% glutamine (Gln, ABA-Rf-G group) or 2.5% branched chain amino acids (BCAA, ABA-Rf-B group).
Data from CTRL and ABA-C groups were compared by Student t-test, *, p<0.05. Then, ABA-C and refed

Plasmatic biochemical dosages

We analyzed some plasmatic markers to evaluate whether differential effects of amino acids
supplementation were observed at the systemic level. We did not observe any significant
modification of plasma albumin (Fig. 3A), a high molecular weight protein involved in the
maintenance of osmotic pressure that is routinely used as a marker of protein homeostasis.
Glycaemia displayed a drop in ABA-C mice compared to CTRL group but was restored in all
refed ABA groups. Amino acids supplementation did not significantly affect glycaemia
restoration induced by refeeding, even if BCAA tended to increase it (Fig. 3F). Plasma
triglycerides concentration was markedly decreased in ABA-C mice but was partially restored
in ABA-Rf mice when compared to CTRL group (Fig. 3C). GIln supplementation was
associated with an increase of plasma triglycerides whereas BCAA blunted the refeeding effect

and took back plasma triglycerides to ABA-C level (Fig. 3C). Total plasma cholesterol was
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also reduced by nearly 50% in ABA-C group in comparison to CTRL group. Gln
supplementation had no significant effect whereas BCAA increased plasma total cholesterol
compared with ABA-Rf mice (Fig. 3D). Finally, we analyzed two adipokines: adiponectin and
leptin. Plasma adiponectin was increased in ABA-C group compared to CTRL mice (Fig. 3E).
ABA-Rf group did not show any impact of refeeding on plasma adiponectin level. Only Gln
tended to restore plasma adiponectin but difference did not reach significance. Leptin was
dramatically dropped in ABA-C mice compared to CTRL group, while it was restored in all
refed ABA groups without effect of Gln or BCAA (Fig. 3F).
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Figure 3: Biological plasma parameters.

Albumin (A.), glucose (B.), triglycerides (C.), total cholesterol (D.) adiponectin (E.) and leptin (F.) measured at
day 23 in the plasma in control mice (CTRL), in activity-based anorexia (ABA) mice (ABA-C) and in ABA
mice after refeeding supplemented or not (ABA-Rf group) with 1% glutamine (Gln, ABA-Rf-G group) or 2.5%
branched chain amino acids (BCAA, ABA-Rf-B group). Data from CTRL and ABA-C groups were compared
by Student t-test, *, p<0.05. Then, ABA-C and refed Groups were compared with ANOVA followed by Tukey

posttests. Values without a common letter significantly differ (p < 0.05). n=5-8/per group.

Colonic protein synthesis, tight junction proteins expression and inflammatory markers

We then focused on colonic response as we previously reported that paracellular permeability,

inflammatory response and protein metabolism were altered in the colon of ABA mice
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[31,32,34]. Total colonic protein synthesis, measured by evaluating the level of in-vivo
puromycin incorporation (Fig. 4A), tended to be decreased in ABA-C mice when compared to
CTRL group (p=0.06). Refeeding partially restored colonic protein synthesis but difference did
not reach significance between ABA-C and ABA-Rf groups. By contrast, Gln supplementation
was associated with a significant increase of protein synthesis compared to ABA-C group
(p<0.05). Surprisingly, ABA-Rf-G group exhibited a low protein synthesis rate at a similar level
to ABA-C group, suggesting that BCAA blunted the effects of refeeding.

As we previously reported that reduced protein synthesis was associated with an increase of
autophagy in the colon mucosa of ABA female mice, we also evaluated autophagy by assessing
LC3II/ LC3I ratio, a marker of autophagy activation (Fig. 4B). Interestingly, LC3II/LC3I ratio
was increased in ABA-C mice compared to CTRL (1.6 fold change) and restored in both ABA-
Rf and ABA-Rf-G groups. ABA-Rf-B group exhibited an intermediate level of LC3II/LC3I
ratio but difference did not reach significance. It is well established that both protein synthesis
and autophagy are partly regulated by the mTOR pathway. We thus analyzed the
phosphorylation status of p70S6kinase as a marker of mTOR pathway activation (Fig. 4C). The
ratio p-p70S6K / p70S6K tended to be reduced in ABA-C group compared to CTRL mice but
difference was not significant (-22%). Unexpectedly, p-p70S6K / p70S6K ratio remained
diminished in both ABA-Rf and ABA-Rf-B groups. Conversely, only ABA-Rf-G mice showed
an increase of the p-p70S6K / p70S6K ratio beyond the CTRL group. The p-p70S6K / p70S6K
ratio was thus significantly higher in ABA-Rf-G than in ABA-Rf group.

In previous studies [26,31], ABA male mice exhibited at day 17 an increase in colonic
paracellular permeability. In the present study, we assessed colonic permeability by measuring
FITC-Dextran 4kDa flux through fresh colon sample in Ussing chambers at day 23.
Unfortunately, no difference was found between all groups (data not shown). Despite of this,
some differences appeared in colonic tight junction proteins expression. CLDN-1, CLDN-2 and
OCDN expression was not significantly affected in ABA-C compared with CTRL (Fig. 4D-F),
even if a trend was observed for OCDN expression. Refeeding was associated with an increase
of CLDN-1 expression and a decrease of CLDN-2 expression while OCDN remained
unaffected. Interestingly, while both Gln and BCAA supplementation did not modify CLDN-2
expression, ABA-Rf-G group exhibited a trend for increased CLDN-1 and OCDN expression
(Fig. 4D-E). By contrast, ABA-Rf-B group showed low expression of CLDN-1 and OCDN.
Gln supplementation was thus associated with higher expression of CLDN-1 and OCDN than
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BCAA supplementation. We also assessed mRNA levels for CLDN-1, OCDN and ZO-1 but

we did not observe major differences (Fig. S2).
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Figure 4: Colonic parameters.

Protein synthesis (A.), LC3II/LC3I ratio (B.), Phosphorylation status of p70S6kinase (C.), claudin-1 (CLDN-1,
D.) occludin (OCDN, E.) and claudin-2 (CLDN-2, F.) expression measured at day 23 in the colonic mucosa in
control mice (CTRL), in activity-based anorexia (ABA) mice (ABA-C) and in ABA mice after refeeding
supplemented or not (ABA-Rf group) with 1% glutamine (Gln, ABA-Rf-G group) or 2.5% branched chain amino
acids (BCAA, ABA-Rf-B group). Data from CTRL and ABA-C groups were compared by Student t-test, *,
p<0.05. Then, ABA-C and refed Groups were compared with ANOVA followed by Tukey posttests. Values

without a common letter significantly differ (p < 0.05). n=5-8/per group.

Then, we aimed to evaluate colonic inflammation through mRNA levels of different pro-
inflammatory cytokines. Compared to CTRL group, ABA-C group exhibited no alteration of
IL-1B, TNF-a and TLR4 mRNA whereas MCP-1 mRNA level was markedly decreased (Fig.
S3). Interestingly, refeeding partially restored MCP-1 mRNA level without adding effects of
amino acids. Refeeding did not affect IL-1f3, TNF-o and TLR4 mRNA level. Only ABA-Rf-G
group exhibited an increase of IL-1 mRNA while BCAA had no influence (Fig. S3).
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DISCUSSION

In the present study, we report in mice subjected to the activity-based anorexia that (i) a
progressive refeeding is associated with a partial restoration of body weight with maintained
altered body composition, (ii) both Gln and BCAA-supplemented refeeding fails to improve
body composition and body weight and (iii) Gln-supplemented refeeding, but not BCAA-
supplemented, is associated with a mTOR-mediated increase of colonic protein synthesis.
Optimizing refeeding remains a major issue in AN patients to limit malnutrition-induced
complications and to avoid frequent relapses. Indeed, mood and gastrointestinal functional
disorders frequently observed in AN patients are not completely resolved after body weight
gain [35] that can also participate to chronitization of AN. In the last decades, the role of
microbiota-gut-brain axis has been highlighted in the regulation of mood and gastrointestinal
disorders but also in the regulation of food intake [11,36]. In addition, more recently, the
microbiota-gut-muscle axis appears of interest to limit the loss of muscle mass observed in
chronic diseases such as cancer [37]. Targeting gut-brain and gut-muscle axis could be thus of

interest in AN patients.

AN patients exhibited a marked decrease of both fat and fat-free mass [38] and body weight
gain is associated with altered fat tissue distribution, particularly with an increase of abdominal
fat mass contributing to maintain body shape perception alteration [38]. In the present study, as
previously described [30][26], both fat and fat-free mass are reduced in the ABA model. We
previously reported that a short term refeeding induced a fat mass rebound while fat-free mass
remains lower than in controls [26]. In this latter study, refed mice had a free access to food
leading to hyperphagia that is not observed in clinical practice. We thus decided to develop a
progressive refeeding protocol, as described in methods section. The access to the running
wheel was maintained during the refeeding period, as beneficial effects of adapted physical
activity have been underlined [17]. Interestingly, after 10 days of progressive refeeding, body
weight and lean mass were not completely restored while fat mass rebound remained present.
Cumulative food intake during the refeeding period was higher in refed mice than in non-refed
mice but was similar to control mice. The hypothalamic NPY/POMC ratio that is an adaptive
mechanism to undernutrition was partially restored according to the improvement of body
weight and the increase of food intake. In a separation-based model of anorexia, refeeding was
associated with an increase of fat mass without restoration of plasma leptin [39]. However,
during a refeeding program in AN patients, plasma leptin increased [40,41] and was positively
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associated with the body mass index changes [42]. Interestingly, in the ABA model, progressive
refeeding was associated with restoration of glycaemia but also of plasma leptin. Thus, to our
opinion, this refeeding protocol well mimics the nutritional care of AN patients and has been
used to evaluate the capacity of specific nutrients, as amino acids, for improving body weight

gain, body composition and intestinal functions.

Among amino acids, we focused on GIln and BCAA because of their respective impact on
intestinal functions and body composition. Indeed, Gln is well known to regulate protein
intestinal metabolism [27], inflammatory response [28] and intestinal permeability [19]. By
contrast, BCAA have been proposed to promote muscle protein synthesis and lean mass.
Indeed, Holecek recently reviewed the impact of BCAA on protein metabolism and showed
that BCAA are able to stimulate muscle protein synthesis through mTOR pathway and to limit
muscle protein degradation [43]. In a previous work, we showed that both Gln and BCAA failed
to improve body weight [30] that could be explained by a lack of energy supply in anorectic
mice. In the present study, we combined progressive refeeding to GIln or BCAA
supplementation. Gln supplementation was able to improve neither body weight gain nor body
composition. BCAA supplementation tended to improve body weight gain (p=0.06) mainly by
increasing fat mass (p=0.06). By contrast, BCAA supplementation induced neither a gain of
lean mass nor muscle protein synthesis that was expected. In older rats, opposite results have
been published; 4.5% of leucine during 6 months induced adipose tissue hypertrophy and
hyperplasia [44] while 4% of leucine for 40 weeks limited fat mass gain [45]. In those studies,
leucine supplementation did not affect muscle mass. We did not measure muscle protein
degradation that should be further explored in ABA mice. In addition, in patients with liver
cirrhosis, BCAA supplementation was associated with a decrease of intramuscular fat mass
only in patients with restored plasma albumin [46]. Plasmatic hypoalbuminemia only occurs in
severe AN patients and ABA mice did not exhibit alteration of plasma albumin. Finally, both
Gln and BCAA did not affect hypothalamic NPY/POMC ratio suggesting that those amino
acids did not regulate feeding behavior in our tested conditions. All these data showed that both
Gln and BCAA supplementation failed to improve appropriately body composition in ABA

refed mice.
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In previous studies, we reported alterations of colonic response in ABA mice with increased
paracellular permeability [26,31] and altered protein metabolism [34]. Indeed, ABA mice
showed a reduction of protein synthesis and an activation of autophagy related to inactivate
mTOR pathway [34]. This response is specific for colonic tissue compared to hypothalamus
[47]. Unfortunately, in the present study, ABA-C mice did not exhibit increased colonic
paracellular permeability compared to our previous studies [26,31]. This discrepancy could be
explained by different time course: day23 in the present study compared to day17 in previous
studies. Progressive refeeding was associated with an improvement of protein synthesis and a
restoration of autophagy. Interestingly, Gln supplementation enhanced protein synthesis
restoration through an activation of mTOR pathway, particularly phosphorylation of
p70S6kinase. Surprisingly, BCAA supplementation blunted colonic protein synthesis
improvement and limited the inhibition of autophagy. An increase of protein synthesis in
response to leucine has been shown in intestinal epithelial cells [48], however in healthy
volunteers, leucine supply was not able to stimulate duodenal protein synthesis [49].
Nevertheless, in addition, while Gln tended to improve tight junction protein expression,
CLDN-1 and OCDN, BCAA supplementation blocked the effects of refeeding on those
parameters. These data are in accordance with our previous study showing that Gln was able to
restore colonic paracellular permeability and protein synthesis during underfeeding period in
ABA mice while BCAA had no effects [30]. Further studies should be done to decipher

underlying mechanisms.

In conclusion, glutamine and branched chain amino acids supplementation during refeeding fail
to improve expectedly body composition in ABA mice. Glutamine, but not branched chain
amino acids, shows beneficial effects on colonic protein metabolism. Further studies should
evaluate whether glutamine effects are associated or not with improvement of gastrointestinal

functional disorders.
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Supplemental Figure S1: Body weight.

Body weight was monitored each day in both experiments, glutamine —supplemented (A.) and branched chain
amino acids-supplemented (B.), in control mice (CTRL), in activity-based anorexia (ABA) mice (ABA-C) and in
ABA mice after refeeding supplemented or not (ABA-Rf group) with 1% glutamine (Gln, ABA-Rf-G group) or
2.5% branched chain amino acids (BCAA, ABA-Rf-B group). Data were compared with ANOVA followed by

Tukey posttests. Values without a common letter significantly differ (p < 0.05). n=5-8/per group.
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Supplemental Figure S2: Muscular protein synthesis and tight junction proteins mRNA

Soleus Protein synthesis (A.), and colonic claudin-1 (CLDN-1, B.) occludin (OCDN, C.) and zonula occludens-1
(ZO-1, D.) mRNA levels measured at day 23 in control mice (CTRL), in activity-based anorexia (ABA) mice
(ABA-C) and in ABA mice after refeeding supplemented or not (ABA-Rf group) with 1% glutamine (Gln, ABA-
Rf-G group) or 2.5% branched chain amino acids (BCAA, ABA-Rf-B group). Data from CTRL and ABA-C
groups were compared by Student t-test, *, p<0.05. Then, ABA-C and refed Groups were compared with ANOVA
followed by Tukey posttests. Values without a common letter significantly differ (p < 0.05). n=5-8/per group.
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Supplemental Figure S3: Colonic inflammatory markers

IL-1B (A.), MCP-1 (B.), TNF-a (C.) and TLR4 ( D.) mRNA levels measured at day 23 in control mice (CTRL),
in activity-based anorexia (ABA) mice (ABA-C) and in ABA mice after refeeding supplemented or not (ABA-Rf
group) with 1% glutamine (Gln, ABA-Rf-G group) or 2.5% branched chain amino acids (BCAA, ABA-Rf-B
group). Data from CTRL and ABA-C groups were compared by Student t-test, *, p<0.05. Then, ABA-C and refed
Groups were compared with ANOVA followed by Tukey posttests. Values without a common letter significantly

differ (p < 0.05). n=5-8/per group.
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Proteins References Species  Dilution

Actin Sigma-Aldrich; A5441; Saint Louis; MO; United States Mouse 1:5000
Claudin-1 Invitrogen; MH25; Carlsbad; CA:; United States Rabbit 1:1000
GAPDH Sigma-Aldrich; SAB2500541; Saint Louis; MO; United States Goat 1:5000
LC3B Novus Biologicals; NB100-2200: Littleton; CO: United States Rabbit 1:1000

Occludin ThermoFisher Scientific; OC-3F10; Rockford; IL; United States Mouse 1:500

p70S6K Cell Signaling; 9202S: Danvers; MA; United States Rabbit 1:500

p-P70S6K Cell Signaling; 9205S: Danvers; MA; United States Rabbit 1:1000

Puromycin  Merck Millipore; MABE343; clone 12D10; Darmstadt; Germany ~ Mouse 1:5000

TLR-4 Santa Cruz; SC-30002; Dallas; Tex; United States Rabbit 1:1000
Anti-Goat Dako: P0160; Santa Clara; CA; United States Rabbit 1:5000
Anti-Mouse Dako; P0161; Santa Clara; CA; United States Rabbit 1:5000
Anti-Rabbit Dako; P0399; Santa Clara; CA; United States Swine 1:5000

Supplemental Table 1: List of primaries and secondaries antibodies used in western-blotting.
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Genes Sens Sequences

F 5-CTGGGTTTCATCCTGGCTTC-3’
Claudin-1
R 5-TTGATGGGGGTCAAGGGGTC-3’
F 5’-ATACTACCCTTTAGCCCTGACCGAGA-3’
Claudin-2
R 5’-CAGTAGGAGCACACATAACAGCTACCAC-3’
F 5’-AGAAGAGAGCGCCCCTAAC-3
CRH
R 5’-ATCAGAATCGGCTGAGGTTG-3’
F 5’-CATCACTGCCACTCAGAAGA-3’
GAPDH
R 57-AAGTCACAGGAGACAACCT-3’
F 5’-CCCAAAAGATGAAGGGCTGC-3’
-1
R 5’-AAGGTCCACGGGAAAGACAC-3
F 5’-TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA-3’
MCP-1
R 5’-GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT-3’
F 5-CGACACCAGGGATTTCGCTTAAT-3’
Muc-2
R 5’-CACTTCCACCCTCCCGGCAAAC-3’
F 5’-CTGCGACACTACATCAATCT-3’
NPY
R 5’-CTTCAAGCCTTGTTCTGG-3’
F 5’-AGACTACACGACAGGTGGGG-3’
Occludin
R 5’-CTGCAGACCTGCATCAAAAT-3’
F 5’-CCTCCTGCTTCAGACCTCCA-3’
POMC
R 5’-GGCTGTTCATCTCCGTTGC-3’
F 5’-TGTCTACTCCTCAGAGCCCC-3’
TNF-a
R 5-TGAGTCCTTGATGGTGGTGC-3’
F 5’-GCAGACTTCTGGAGGTTTCG-3°
70-1
R 5’-CTTGCCAACTTTTCTCTGGC-3’
F 5’-GCCGAACATACTGAACTGCTAC-3’
B2m
R 5’-GCTGAAGAACATATCTGACATCTC-3’
F 5’-TGCGAGTACTCAACACCAACA-3’
18S
R 5-TTCCTCAACACCACATGAGC-3’

Supplemental Table 2: List of primers used in RT-qPCR.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Le modele ABA a été caractérisé de fagon approfondie par de nombreux travaux menés au sein
du laboratoire. Dans les études présentées dans cette these, nous avons utilisé des souris méales
C57Bl/6 alors que I’anorexie mentale est une pathologie qui affecte les femmes de fagon
largement majoritaire. Ce choix est basé sur des travaux antérieurs, faits au sein de I’unité, qui
ont montré que les souris males C57B1/6 sont nettement plus sensibles au modele ABA que les
femelles qui semblent développer une résistance (Achamrah, Nobis, et al. 2017). La perte de
poids des males est presque deux fois supérieure a celle des femelles avec une prise alimentaire
inférieure a celles-ci. Cependant, I’activité physique chez les femelles est plus importante que
chez les males a la fin du protocole, sauf pour 1’activité anticipatoire. Malgré ce dernier point,
les parametres mesurés chez les souris males sont plus proches de ce qui est retrouvé en
clinique.

Au cours des travaux constituant cette these, une perte de poids importante était retrouvée dans
tous les groupes ABA sans renutrition ni supplémentation et correspondait a la fois a une perte
de masse grasse et de masse maigre. Toutefois, dans 1’étude sur la renutrition, le groupe ABA-
C a montré une 1égere augmentation de la synthese protéique dans les muscles squelettiques par
rapport au groupe contréle. Des données non publiées, obtenues au laboratoire, ont montré que
lorsque le protocole ABA ¢était maintenu jusqu’a 25 jours au lieu de 17 en temps normal, les
animaux s’habituaient au mod¢le et augmentaient leur prise alimentaire avec un comportement
de type hyperphage pendant les trois heures quotidiennes d’acces a la nourriture, ce qui rappelle
les résultats obtenus dans le premier essai de renutrition chez les souris ABA (Achamrah et al.
2016). Avec un protocole de 23 jours, le méme phénomene a pu se reproduire et provoquer une
augmentation de la syntheése protéique musculaire par rapport aux animaux controles, avec un
effet amplificateur ou protecteur de 1’activité physique (Hector et al. 2018) que n’ont pas ces

derniers.

La prise alimentaire est controlée au niveau central par 1’hypothalamus et fait intervenir un
systtme de balance entre signaux orexigenes, médiés par le NPY, et signaux anorexigenes
induits par la POMC. Dans les deux études présentées ici, les taux hypothalamiques en NPY
étaient augmentés alors que ceux en POMC étaient stables ou diminués. Cette altération du ratio
NPY / POMC était particuliecrement marquée dans le groupe ABA-C de I’étude sur la renutrition
avec une valeur environ six fois supérieure par rapport aux animaux contrdles. En revanche, le
taux hypothalamique en ARNm codant pour la CRH, qui contréle la sécrétion de POMC, n’était

pas modifié dans le groupe ABA-C de I’étude sur la renutrition.
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Le poids, la composition corporelle et la régulation centrale de 1’appétit sont nettement impactés
par le modele ABA et induisent des modifications de certains parametres sanguins. Dans les
deux études, la chute de la leptinémie était retrouvée associée a une diminution importante de
la masse grasse. Lors de la série renutrition, nous avons mesuré le taux plasmatique de
I’adiponectine, une hormone sécrétée par les adipocytes. Dans le groupe ABA-C, ce taux était
augmenté par rapport au contrdle. Cette observation fait écho aux données cliniques montrant
qu’il existe une corrélation inverse entre 1’adiponectine et la DMO (X. Bi, Loo, et Henry 2020).
I1 s’agit 1a encore d’un argument en faveur du modéle ABA comme modéle expérimental pour
I’é¢tude de I’anorexie mentale. Parmi les autres parameétres sanguins évalués, nous avons trouvé
une baisse des taux plasmatiques en glucose, triglycérides et cholestérol, ce qui semble cohérent

avec le modele ABA.

Par ailleurs, nous nous sommes particulierement intéressés aux dysfonctions de I’axe intestin-
cerveau. L’un des parametres mesurés était la perméabilité paracellulaire colique, évaluée par
diffusion du FITC-Dextran au travers d’un échantillon frais de colon en chambre de Ussing.
Chez les souris ABA classiques des séries de 17 jours, la perméabilité colique était augmentée
de pres de 50% par rapport au groupe contrdle mais ce résultat n’a pas €té retrouvé pour les
souris ABA-C des séries sur la renutrition. Une fois de plus, ’explication pourrait venir de
I’adaptation des animaux au protocole ABA. A I’instar de la perméabilité intestinale, la
synthese protéique totale dans le colon était diminuée de moitié chez les souris ABA classiques
par rapport au controle de notre premiere étude. Cependant, le taux de transcription des ARNm
codant pour MUC-2 n’a pas été affecté par le modele ABA. Les données obtenues
précédemment au laboratoire montraient, dans le colon des souris ABA, une diminution de la
synthése protéique combinée a une augmentation de 1’autophagie (Nobis, Achamrah, et al.
2018). Ces résultats ont été confirmés dans le groupe ABA-C de notre étude sur la renutrition
et viennent renforcer le caractere reproductible du modele. Dans le colon, bien que I’expression
de la CLDN-1 ne soit pas affectée par le modele ABA, I’expression de I’OCDN ¢était diminuée
dans le groupe ABA-C alors que son ARNm était augmenté. Il pourrait s’agir d’un phénomene
compensatoire en raison d’un manque de cette protéine. Par ailleurs, les taux coliques en ARNm

codant pour diverses cytokines pro-inflammatoires semblaient diminuées chez les souris ABA.

Comme nous 1’avons expliqué dans I’introduction de cette thése, la plupart des altérations
physiologiques observées au cours de 1’anorexie mentale peuvent étre normalisées apres la
phase de renutrition mais, bien souvent, ces restaurations ne sont que partielles. Nous avons

donc voulu vérifier si la renutrition chez les souris ABA entrainait des effets similaires a ceux
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retrouvés en clinique. La renutrition a déja été testée au sein du laboratoire chez des souris ABA
(Achamrah et al. 2016). Mais il s’agissait d’une supplémentation avec une alimentation ad
libitum. Apres 5 jours de renutrition, seul le groupe ABA renourri avec activité physique
montrait une reprise de masse maigre supérieure au groupe controle. La diminution du taux de
zonuline plasmatique, ainsi que le passage du FITC-Dextran dans le groupe ayant conservé
I’activité physique, a démontré que celle-ci avait un effet protecteur lors de la renutrition.
Cependant, un rebond de masse grasse important a aussi €t€¢ mis en évidence, a I’instar de ce
qui est retrouvé chez les patients anorexiques en phase de renutrition. Les animaux renourris

montraient également un comportement hyperphage.
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Figure 23 : Rebond de masse grasse apres 5 jours de renutrition dans le modele ABA.

D’aprés Achamrah et al. 2016 : Maintaining physical activity during refeeding improves body composition,
intestinal hyperpermeability and behavior in anorectic mice.

ABA : activity-based anorexia ; ABA NPA : ABA no physical activity ; ABA PA : ABA physical activity ;

LFA : limited food access ; PF : per fed.

A la lumigre de ces observations, nous avons choisi de procéder a une renutrition progressive.
Selon les différentes études menées sur le modele ABA dans le laboratoire, le poids et la prise
alimentaire sont stabilisés au jour 14. Cette derniere était en moyenne de 2,5g dans les
précédentes séries, ¢’est pourquoi nous avons choisi cette valeur comme point de départ avant
d’augmenter la quantité de nourriture de 0,5g/jour jusqu’a atteindre 5g, qui correspond a la prise

alimentaire moyenne du groupe controle.

Globalement, la renutrition progressive a permis de restaurer partiellement le poids et la masse
maigre des souris ABA mais n’a pas empéché I’apparition d’un rebond de masse grasse, qui
représente ’essentiel du regain de poids. Il est intéressant de constater que la restauration
partielle de la masse maigre associée a un rebond de masse grasse chez les groupes ABA-Rf
apres une renutrition progressive sur une période relativement courte, a donné des résultats
similaires a ceux observés chez les patients anorexiques en phase de récupération (Orphanidou
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et al. 1997). 1l s’agit 1a d’un nouveau point démontrant la pertinence du modele ABA dans la
recherche sur 1’anorexie mentale. Les résultats étant globalement homogenes entre les deux
séries avec renutrition, concernant le poids et la composition corporelle, nous avons choisi de
fusionner les données des deux séries, notamment pour les groupes ABA-Rf et les groupes

controles, afin de simplifier I’exploitation des résultats.

Aucun effet n’a été noté en ce qui concerne la synthése protéique musculaire totale chez les
animaux ABA-Rf. Alors que les souris ABA-C présentaient un ratio NPY /POMC six fois
supérieur au controle, la renutrition a partiellement abaissé cette valeur en la ramenant a environ
trois fois celle du groupe CTRL. Des altérations du métabolisme hypothalamique ont été
rapportées lors de précédents travaux effectués au laboratoire (Nobis, Goichon, et al. 2018). La
persistance de I’altération du ratio NPY / POMC présente dans le groupe ABA-Rf pourrait étre

en lien avec ces observations antérieures.

Les données des dosages plasmatiques ont montré que 1’adiponectine tendait a étre normalisée
par la renutrition mais restait légerement supérieure au seuil du groupe contrdle. En raison de
la corrélation inverse qui existe entre adiponectinémie et DMO, que nous avons décrite
précédemment, nous pouvons supposer qu’il pourrait y avoir une persistance d’un trouble du
métabolisme osseux chez les animaux ABA-Rf. Des travaux menés au sein de 1’unité ont
montré que la DMO n’était pas entierement restaurée chez les personnes anorexiques trois ans
apres la normalisation du poids et le maintien d’une valeur stable de celui-ci, démontrant par la
méme occasion qu’il n’y a pas de lien entre IMC et DMO (Achamrah, Coéffier, et al. 2017).
De plus, chez les souris ABA-Rf, la renutrition a restauré la leptinémie au-dela du seuil du
contrdle, ce qui est cohérent avec le regain de masse grasse présent chez les ABA renourries.
Par ailleurs, dans la série de 25 jours, les animaux ABA s’étaient habitués au modele et avaient
augmenté 1égerement leur prise alimentaire, et donc leur masse grasse (données non publiées).
Ces animaux avaient une leptinémie restaurée par rapport aux souris ABA classiques des séries
de 17 jours. Les données de I’étude sur la renutrition ont donc confirmé celles obtenues avec
un protocole ABA de 25 jours. La restauration des taux plasmatiques d’adiponectine et de
leptine témoignent d’une récupération de la fonction sécrétoire du tissu adipeux. Ces
restaurations conjointes de la masse grasse et de la leptinémie dans la série de 25 jours n’ont
étonnamment pas été retrouvées lors d’études chez des souris C57Bl/6 apres restriction
calorique et récupération. Dans ces travaux, seule la masse grasse était restaurée mais la
leptinémie restait tres faible, faisant penser a une dysfonction des adipocytes en raison de la

restriction (Zgheib et al. 2014). En revanche, les animaux employés dans cette étude étaient des
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souris femelles, ce qui pourrait renforcer un peu plus la pertinence de ’utilisation d’individus
males dans le protocole ABA. En revanche, bien que le taux plasmatique de triglycérides soit
partiellement restauré chez les souris ABA-Rf, la cholestérolémie n’a pas été impactée par la
renutrition. Afin de mieux comprendre le métabolisme des lipides dans le modele ABA, avec

ou sans renutrition, de futures études doivent étre envisagées.

Les souris ABA classiques montraient, dans le colon, une diminution de la synthese protéique
totale et une augmentation de 1’activité autophagique. La renutrition seule a restauré cette
synthese protéique colique mais sans affecter le niveau de phosphorylation de la p70S6K alors
que 1’autophagie était normalisée. L’ activité autophagique et la p70S6K étant sous le controle

de mTOR, il serait intéressant de vérifier le niveau de phosphorylation de ce dernier.

Toujours dans le colon, la renutrition a permis de restaurer partiellement I’expression de
I’OCDN par rapport au groupe ABA-C et d’augmenter 1’expression de la CLDN-1 en
comparaison des groupes ABA-C et CTRL. En parallele, le taux en ARNm codant pour CLDN-
2 était diminué par rapport au groupe ABA-C. Contrairement a la CLDN-1, la CLDN-2 favorise
la perméabilité paracellulaire. La diminution du taux de transcription pour ce gene pourrait donc
renforcer 1’effet bénéfique de la renutrition sur la fonction de barriére intestinale. Aucun effet
important de la renutrition n’a été observé sur les taux coliques en ARNm codant pour les
cytokines pro-inflammatoires, hormis une restauration partielle de ce taux pour MCP-1, ni sur

I’expression de TLR-4.

La plupart des altérations induites par le modele ABA ont été partiellement voire completement
normalisé€es par la renutrition. Comme décrit précédemment, la Gln a déja montré des effets
bénéfiques sur le colon dans des études cliniques ou des modeles expérimentaux portant sur
différentes pathologies intestinales. De leur coté, les effets anabolisants des BCAA sur les
muscles sont également bien connus. Ces données ont donc motivé 1’étude d’une
supplémentation orale en Gln ou en BCAA dans le modele ABA. La seconde étude a été pensée
pour vérifier si la renutrition combinée a une supplémentation orale en Gln ou BCAA
permettrait d’obtenir des effets synergiques. Ces deux études s’inscrivent dans une volonté

d’optimiser les formulations des produits de renutrition destinés aux personnes anorexiques.

Le protocole ABA entraine une diminution du poids des animaux induite par une perte sévere
de masse maigre et de masse grasse. Ces altérations de la composition corporelle n’étaient pas
améliorées par une supplémentation de 7 jours en Gln ou en BCAA. Ces résultats sur la

composition corporelle sont en accord avec la prise alimentaire inchangée entre souris
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supplémentées et non supplémentées en acides aminés. La supplémentation en acides aminés
n’a pas permis d’augmenter la masse grasse, ce qui se traduit par une leptinémie toujours
drastiquement diminuée dans ces groupes. Bien que la prise alimentaire quotidienne soit
similaire dans tous les groupes ABA, la prise alimentaire cumulée du groupe ABA supplémenté
en Gln est plus élevée que celle du groupe non supplémenté. Cette augmentation n’est pas
retrouvée avec les BCAA. Des travaux sur les effets de la supplémentation en Gln et/ou en Leu
sur la prise alimentaire chez des rats ont montré une augmentation de la synthese de glycogene
hépatique en présence de Gln et de Leu mais sans effets sur la prise alimentaire. Par ailleurs, la
GlIn n’induisait aucune modification de composition corporelle (Obeid et al. 2005; 2006). Si la
Gln ne semble pas avoir d’effet direct sur la prise alimentaire, son action serait possiblement
indirecte. Les patients anorexiques souffrent treés souvent de TFI, tels que des ballonnements,
aprés 1’ingestion d’un repas. Dans le modele ABA, une étude antérieure du laboratoire avait
démontré 1’existence d’une augmentation du temps de vidange gastrique (Nobis, Morin, et al.
2018). La vitesse du transit intestinal pourrait dépendre de la concentration en ammoniac.
L’exposition d’échantillons d’intestin de souris, d’humain et de porc a un apport d’ammoniac
exogene semble augmenter la vitesse de transit intestinal en augmentant les contractions tout
en diminuant la relaxation des muscles lisses intestinaux. Cette action serait médiée par une
activation des voies GABAergiques du systeme nerveux entérique (Fried et al. 2017). Cet effet
de ’ammoniac sur le transit intestinal parait d’autant plus important que lorsque la Gln
synthétase (GS) est inhibée. En effet, la GS possede un role de détoxification lorsque la
concentration en ammoniac dans le tractus intestinal est trop élevée en combinant I’excédent
avec du Glu pour former de la GIn. La détoxification induite par la GS consiste a fixer une
molécule d’ammoniac sur un Glu afin de produire de la GIn. Ce dernier point est
particulierement intéressant puisque 1’on pourrait supposer que la supplémentation en Gln
aurait un effet inhibiteur sur la GS intestinale par saturation. Ceci aurait pour conséquence
d’augmenter la concentration en ammoniac de I’intestin, de rendre le transit intestinal plus
rapide et donc d’améliorer les TFI. Toutefois, I’ammoniac a aussi d’autres effets, notamment
celui de diminuer la prise alimentaire en agissant sur le cortex piriforme (Noda et Chikamori
1976). A P’inverse de ces données, d’autres travaux mettent en avant une diminution de
I’ammoniac par la supplémentation en Gln aprés un effort physique chez I’humain (Carvalho-

Peixoto, Alves, et Cameron 2007).

L’augmentation de la prise alimentaire cumulée pourrait aussi s’expliquer par une baisse

éventuelle du niveau d’anxiété des souris ABA. Des souris femelles adolescentes C57B1/6
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exposées au modele ABA ont montré un niveau d’anxiété plus élevé que des souris uniquement
exposées a de I’exercice physique (Wable et al. 2015), ce qui tend a renforcer 1’intérét du
modele ABA pour I’étude de I’anorexie mentale. La distribution de Gln chez des rats Wistar en
période néonatale a pour effet de diminuer I’anxiété de ces animaux et de permettre une bonne
croissance (de Lima et al. 2017). Bien que les souris utilisées pour les travaux de cette thése ne
soient plus dans leur période adolescente, il est possible que les effets anxiolytiques de la Gln
puissent perdurer a I’age adulte. Il faut également noter que les taux en ARNm de NPY ne sont
affectés ni par la supplémentation en Gln, ni par les BCAA, ce qui renforce 1’idée d’une action
indirecte de la Gln sur la prise alimentaire, notamment sur les TFI. La relation entre ammoniac,
Gln, motilité intestinale, anxiété et prise alimentaire dans le modele ABA, pourrait faire 1’objet

d’études futures.

La supplémentation en Gln des souris ABA a permis de restaurer la perméabilité paracellulaire
et la synthese protéique totale dans le colon. Cependant, les BCAA semblaient avoir 1’effet
inverse sur la synthese protéique qu’ils diminuent chez les souris ABA. La déprivation de Gln
dans le milieu de culture de cellules intestinales Caco-2 a pour effet de diminuer la synthese
protéique de ces cellules et celle-ci peut étre restaurée par 1’ajout de Gln (Le Bacquer et al.
2001). Les données sur la perméabilité intestinale chez les personnes anorexiques restent peu
nombreuses et contradictoires comme nous ’avons décrit dans I’introduction de cette these.
Cependant, des travaux récents ont mis en évidence que la supplémentation entérale en Gln
chez des patients admis en soins intensifs, a la dose de 0,3g/kg/jour sur une période de 10 jours,
permettait de diminuer de 40% le taux de zonuline plasmatique (Shariatpanahi et al. 2019). La
zonuline reste toutefois un marqueur indirect de la perméabilité intestinale et une mesure plus
directe aurait ét€¢ souhaitable. Le fait que la Gln puisse favoriser la syntheése protéique et
améliorer la perméabilité intestinale, laisse a penser que cet acide aminé joue un role important
dans la synthese des protéines des jonctions serrées. Bien qu’un role bénéfique de la Gln ait été
démontré chez des patients atteints de SII avec diarrhée, notamment en restaurant I’expression
de la CLDN-1 (Bertrand et al. 2016), aucun effet sur la synthése des protéines des jonctions

serrées n’a été observé dans notre premiere étude.

Cette amélioration de la perméabilité paracellulaire chez les souris ABA supplémentées en Gln
pourrait s’expliquer par un renforcement des liaisons entre cellules. En effet, chez le poulet, la
distribution de Gln conduit & une amélioration de 1’absorption de Ca?* dont le role est capital
pour le maintien des jonctions serrées (Moine et al. 2019). Mais ces travaux mettent aussi en

avant une activation de 1’autophagie par la Gln, associée a une inhibition de NF-kB dans le
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noyau des cellules intestinales. L’ammoniac issu du métabolisme de la GIn est également connu
pour favoriser le maintien de 1’autophagie avec un effet protecteur contre I’inflammation (Eng
et al. 2010). Ces résultats sont toutefois en contradiction avec ceux obtenus au laboratoire sur

le modéle ABA ou I’autophagie dans le colon est augmentée (Nobis, Achamrah, et al. 2018).

Il est intéressant de noter que la supplémentation en Gln chez les souris ABA augmente la
synthése d’ARNm codant pour MUC-2. Ce résultat reste relativement difficile a interpréter
puisque I’augmentation de la transcription peut faire suite a un manque de la protéine concernée
mais ne débouche pas forcément sur la synthese de celle-ci. La Gln a été efficace pour empécher
la translocation des bactéries commensales dans les sous-couches de la paroi intestinale (X.
Wang et al. 2015). Il est donc possible que cet effet bénéfique soit également présent chez les
souris ABA supplémentées mais de nouvelles analyses seront nécessaires pour vérifier si la

synthese de MUC-2 est effectivement augmentée par la Gln.

Malgré la restauration de différents parametres intestinaux, le poids et la composition corporelle
n’ont pas ét¢ améliorés par la Gln. Cette derniére a montré des effets intéressants sur le colon
chez les souris ABA, mais aucun de ceux-ci n’ont été retrouvés pour la supplémentation en
BCAA, ce qui laisse entendre que les effets bénéfiques de la Gln lui sont spécifiques. En
définitve, la Gln n’améliore que partiellement différents paramétres 1a ou les BCAA n’en
impactent aucun. Il est donc possible que cette absence d’effet de la Gln et des BCAA sur la
composition corporelle et le poids soit la conséquence d’un manque d’apport énergétique. C’est
pourquoi nous avons voulu vérifier si de nouveaux effets seraient observés en combinant

renutrition progressive et supplémentation en Gln ou BCAA chez des souris ABA.

La supplémentation en Gln ou en BCAA n’a eu aucun effet supplémentaire par rapport a la
renutrition seule. Cependant, le poids et la masse maigre du groupe supplémenté en BCAA ne
sont plus significativement plus faibles par rapport au groupe contrdle, sans €tre completement
restaurés. Comparativement au groupe ABA-Rf de la série avec supplémentation en BCAA, le
rebond de masse grasse du groupe ABA-Rf-B tendait a étre plus important. Contrairement a ce
qui pourrait étre attendu, le groupe ABA-Rf-B a montré une baisse de la synthese protéique
musculaire, bien que celle-ci ne soit pas significative. Chez [’humain, la restriction calorique
entraine une baisse de la synthese protéique musculaire, sans amélioration par supplémentation

en protéines, mais qui peut étre atténuée par 1’exercice physique (Hector et al. 2018).

En cas de restriction calorique, les BCAA sont catabolisés en BKCA, via ’augmentation de la

BCAT, et si la restriction se prolonge, I’activité de la BCKD augmente également pour produire
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des esters d’acyl-CoA (Holecek 2018). La BKCD intervient sur les dérivés cétoniques des trois
BCAA mais celui de la Leu, le KIC (a-ketoisocaproate), peut étre métabolisé en B-Hydroxy-[3-
methyl butyrate (HMB) par I’enzyme KIC dioxygénase dont la réaction a lieu principalement
dans le foie. Il a été montré que le HMB était plus efficace que la Leu pour inhiber la dégradation
des fibres musculaires lorsqu’il est ajouté dans le milieu de culture de cellules C2C12 en
conditions de déplétion de nutriments (Duan, Li, et al. 2018). Cette inhibition de la dégradation
des myotubes passerait par la voie Akt/FoxO3a ayant pour conséquence la régulation de
I’activité du systeéme protéasome-ubiquitine (Duan et al. 2019). Le type d’exercice physique
semble aussi affecter 1’effet bénéfique du HMB. Ainsi, la supplémentation en HMB permet
d’augmenter la masse maigre et la force musculaire lors d’exercices d’endurance apres au
moins trois semaines d’entrainement alors que ces effets ne sont pas retrouvés avec des
exercices visant a augmenter la force musculaire (Nissen et Sharp 2003). L’augmentation de la
masse grasse additionnée a 1’¢lévation de la cholestérolémie chez les souris ABA-Rf-B
pourraient étre le résultat d’une augmentation de la production de HMB, qui a également des
effets sur le métabolisme lipidique. L’augmentation de la cholestérolémie par les BCAA était
légere mais peut etre expliquée par le faible taux de conversion du KIC en HMB, c’est-a-dire
environ 5 a 10%. De plus, chez le rat, une supplémentation en HMB entraine une hausse de la
cholestérolémie dans les 24 heures (Holecek 2017). La supplémentation du milieu de culture
de cellules C2C12 avec du HMB a pour effet d’augmenter 1’expression de PPAR-y ainsi que
I’activit¢ de la fatty acid synthase (FAS), des marqueurs de la lipogenése, avec pour

conséquence une accumulation de lipides dans les myotubes (Schnuck, Johnson, et al. 2016).
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Figure 24 : Effet du HMB sur différentes voies métaboliques.
D’aprés Holecek 2017 : Beta-hydroxy-beta-methylbutyrate supplementation and skeletal muscle in healthy and

muscle-wasting conditions: HMB supplementation and muscle.
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En ce qui concerne le contrdle central de la prise alimentaire, les supplémentations en acides
aminés n’ont pas eu d’effet plus marqué sur le ratio NPY / POMC que la renutrition seule. Le
taux hypothalamique en ARNm codant pour la CRH (corticotropin-releasing hormone) n’était
pas différent entre les groupes ABA-C et CTRL, mais était diminué dans le groupe ABA-Rf-G
sans que cette baisse ne soit significative. En revanche, ce taux était plus élevé pour le groupe
avec renutrition et supplémentation en BCAA. La CRH est une hormone dont la production est
augmentée en condition stressante ou d’anxiété. La baisse de la transcription du gene la codant
pourrait faire écho aux observations obtenues dans d’autres études faisant état d’un effet
anxiolytique de la Gln passant possiblement par des voies GABAergiques (de Lima et al. 2017;
Son et al. 2018). L’augmentation du taux de transcrits pour la CRH dans le groupe supplémenté
en BCAA pourrait étre expliqué par une baisse de la concentration en tryptophane (Trp)
provoqué par les BCAA, en raison de la compétition qui existe entre BCAA et Trp au niveau
des transporteurs, et conduisant a des troubles anxieux par une voie indépendante de la
sérotonine (Coppola et al. 2013). Afin de vérifier ces effets, il faudrait procéder a des tests

mesurant le niveau d’anxiété des animaux dans les prochaines études.

Le taux plasmatique en adiponectine du groupe ABA-R{-G était restauré a un niveau identique
a celui du groupe CTRL alors que les souris ABA-Rf-B conservaient la 1égere augmentation de
ce taux retrouvé dans le groupe ABA-Rf. Aucun effet supplémentaire de la Gln ou des BCAA
n’a été retrouvé pour la leptinémie par rapport au groupe ABA-Rf. Dans notre étude de la
renutrition, le taux plasmatique en triglycérides €tait augmenté uniquement chez les souris ABA
renourries avec supplémentation en Gln et partiellement restauré chez les souris ABA avec
renutrition seule. Cet effet de la Gln sur les triglycérides a déja été observé chez des rats. Une
supplémentation en Gln a la dose de 85 mM entrainait une augmentation de 1’absorption des
triglycérides par I’intestin a hauteur de 64% par rapport au contrdle. Il s’agit d’un effet dose-
dépendent puisque plus la dose de Gln était élevée, moins les triglycérides étaient absorbés avec
une baisse de 43% de celle-ci par rapport au contrdle avec une supplémentation en Gln a la dose
de 340 mM. Une dose trop faible, 42,5 mM, était sans effet sur cette absorption (Schwimmer
et al. 2002). 11 est intéressant de noter que, dans notre étude, la Gln était distribuée de facon a
apporter une dose de 2g/kg/jour ce qui correspond a une concentration de 75,3 mM, donc tres
proche des travaux de Schwimmer et al., ce qui pourrait expliquer les résultats observés.
Toutefois, les mécanismes impliqués restent inconnus et aucunes données supplémentaires

n’ont pu €tre trouvées dans la documentation scientifique.
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La glycémie était restaurée dans tous les groupes ABA avec renutrition mais seul le groupe
renourri avec supplémentation en BCAA montrait une augmentation significative de la
glycémie par rapport aux animaux avec renutrition uniquement. Plusieurs études font état d’une
augmentation de la glycémie par les BCAA avec potentiellement I’installation d’une insulino-
résistance (Holecek 2018). L’Ile favoriserait I’expression des transporteurs du glucose GLUT
dans les muscles et I’intestin. Concernant I’intestin, I’Ile augmenterait I’expression du

Na*/glucose co-transporteur 1 et de GLUT-2 (Zhang et al. 2016).

Dans notre premiere étude sur la supplémentation en acides aminés dans le modele ABA, nous
avions mis en avant les effets bénéfiques de la Gln sur la synthese protéique et la perméabilité
paracellulaire dans le colon, qui n’étaient pas retrouvés avec les BCAA (L’Huillier et al. 2019).
Dans 1’étude faite sur la renutrition, aucune différence n’a été observée entre les différents
groupes en ce qui concerne la perméabilité dans le colon. La restauration de ce parametre dans
le groupe ABA classique pourrait étre induit par une adaptation au modeéle ABA puisqu’une
restauration partielle de la perméabilité colique avait été observée chez les animaux ABA de la
série ABA de 25 jours (données non publiées). La supplémentation en Gln avait restauré la
synthese protéique totale dans le colon des souris ABA alors que les BCAA tendaient fortement
a diminuer celle-ci. Dans 1’étude sur la renutrition nous avons souhaité vérifier si ces résultats

se confirmaient.

La synthese protéique totale dans le colon était restaurée chez les souris ABA renourries avec
supplémentation en Gln alors qu’elle n’était que partiellement restaurée dans le groupe avec
renutrition seule. Aucune amélioration n’a ét€¢ montrée dans le groupe ABA-Rf-B pour lequel
la synthese protéique colique restait similaire au groupe contrdle. Ces observations sont en
accord avec les résultats obtenus dans la premiere étude ou la Gln restaurait la synthese
protéique dans le colon et ou les BCAA semblaient avoir un effet inhibiteur sur cette synthese.
Par ailleurs, 1’autophagie était plus €levée dans le groupe ABA classique, ce qui confirme les
résultats antérieurs obtenus au laboratoire (Nobis, Achamrah, et al. 2018) mais elle était
normalisée dans les groupes ABA-Rf et ABA-Rf-G. L’ autophagie semblait toujours plus élevée
chez les souris ABA renourries avec supplémentation en BCAA par rapport au groupe avec
Gln, bien que cette différence ne soit pas significative. Cet effet activateur de I’autophagie des
BCAA a déja été observé dans des lignées de cellules tumorales coliques (Wubetu et al. 2014).
Il est intéressant de noter que, dans le colon, les résultats obtenus pour la synthese protéique
totale sont inversés entre chaque groupe lorsqu’on les compare a ceux obtenus pour

I’autophagie.
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La restauration de la synthése protéique associée a la normalisation de I’activité autophagique
dans le colon des souris ABA-Rf-G pourrait impliquer la voie mTOR/p70S6K. En effet,
I’activation de la p70S6K est augmentée dans ce groupe alors qu’elle reste diminuée dans tous
les autres groupes ABA. L’activation de mTOR inhibe 1’autophagie et active la synthése

protéique via la phosphorylation activatrice de p70S6K (Nobis, Achamrah, et al. 2018).
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Figure 25 : Modulation par la Gln de la synthése protéique et de I’autophagie via la voie mTOR.

D’aprés Wang et al. 2015 : Glutamine and intestinal barrier function.

Par ailleurs, I’expression colique des protéines des jonctions serrées était augmentée chez les
souris ABA-Rf-G. Dans ce groupe, I’expression de ’OCDN ¢tait restaurée alors qu’elle restait
diminuée dans les autres groupes ABA voire quasiment inhibée dans le cas du groupe ABA-
Rf-B. L’expression de la CLDN-1, quant a elle, était restaurée dans tous les groupes ABA par
rapport au groupe controle, mais surtout augmentée par rapport a ce méme groupe dans le
groupe ABA-Rf, et encore d’avantage chez les souris ABA-Rf-G. Quant a la CLDN-2, qui est
connue pour favoriser la perméabilité intestinale, le taux de transcription des ARNm codant
pour cette protéine était diminué dans tous les groupes ABA renourris par rapport au groupe
ABA classique. La renutrition seule aurait dans I’ensemble des effets bénéfiques sur
I’expression des protéines de jonctions serrées mais seraient contrecarrés par la
supplémentation en BCAA et, a I'inverse, augmentés par la supplémentation en Gln. En
revanche, nous n’avons aucune indication sur la localisation cellulaire de ces protéines ce qui

nécessite des études plus précises.
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Les BCAA sont souvent montrés comme bénéfiques pour I’intestin ce qui est relativement
contradictoire avec les données que nous avons obtenues dans nos deux études. Mais il serait
peut-€tre envisageable de combiner supplémentation en Gln et en BCAA puisque leur
administration conjointe semble avoir des effets bénéfiques sur I’intestin plus importants que
lorsque ces acides aminés sont donnés séparément (Holecek et al. 2006). L’intestin est un
organe dont les interactions avec les autres organes associés a la digestion sont complexes. Mais
cette communication s’étend aussi au microbiote intestinal. Ces derniéres années, 1’idée d’un
axe intestin-cerveau impliquant le microbiote a été renforcée par de nombreuses études
démontrant I’importance du microbiote non seulement dans la digestion, mais aussi dans les

troubles de I’humeur ou les comportements anxieux.

Chez les personnes anorexiques, une dysbiose a été mise en évidence a plusieurs reprises en
affectant non seulement les bactéries, mais aussi les virus et champignons faisant également
partie de notre microbiote (Breton, Déchelotte, et Ribet 2019). L’étude du microbiote chez les
souris ABA serait donc intéressant pour vérifier s’il existe des modifications des populations
bactériennes chez ces animaux. Récemment, des travaux effectués au laboratoire ont montré
une augmentation de D’activit¢ de production de I’ATP des bactéries de la famille des
Clostridiaceae et Lachnospiraceae, sans pour autant affecter le taux global de production
d’ATP par le microbiote (Breton et al. 2019). Il s’agirait d’un effet adaptatif a la restriction
calorique montrant toutefois 1’intérét d’étudier le microbiote dans le cadre du modele ABA pour
une meilleure caractérisation de celui-ci afin de vérifier sa pertinence sur ce parametre pour
I’¢étude expérimentale de 1’anorexie mentale. Le développement du microbiote est donc assujetti
au comportement alimentaire mais aussi a la qualité de celui-ci. En effet, la supplémentation en
acides aminés peut impacter la transcription des génes chez certaines souches d’E. coli (Baez
etal. 2019). De plus, la supplémentation en Gln est capable de réguler le métabolisme des acides
aminés par les bactéries intestinales (Dai et al. 2013). Concernant les BCAA, nous avons décrit
précédemment leur effet en faveur d’une résistance a I’insuline. Celle-ci est souvent retrouvée
chez les personnes souffrant d’obésité et la population de la bactérie Akkermansia muciniphila
est diminuée chez ces personnes (Dao et al. 2019). Or, la pasteurisation de cette bactérie a
permis de découvrir la protéine nommée A-muc 1100 dont I’'un des effets est la réduction de
I’insulino-résistance chez les souris obeses (Plovier et al. 2017). Une supplémentation

combinant A-muc 1100 et BCAA pourrait donc étre intéressante pour les patients anorexiques.

Les co-cultures d’A. muciniphila et de cellules intestinales humaines de type Caco-2 et HT29

ont montré que cette bactérie pouvait se lier directement a ces cellules via la laminine
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extracellulaire (Reunanen et al. 2015). L’étude rapporte le fait que cette liaison augmente la
résistance transépithéliale, ce qui indique une amélioration de 1’intégrité de la barriere que
forment ces cellules. Les résultats montrent également qu’il faut 100 fois plus d’A. muciniphila
que d’Escherichia coli pour induire une réponse immunitaire, ce qui semble indiquer un faible

potentiel inflammatoire de cette bactérie.

Plus qu’une faible action pro-inflammatoire, A. muciniphila pourrait avoir un effet anti-
inflammatoire. La diminution de 1’abondance de cette bactérie est associée a I’apparition de
maladies inflammatoires de I’intestin (Derrien, Belzer, et de Vos 2017; Lopez-Siles et al. 2018).
Une étude menée chez des souris obeses a mis en avant une diminution de la population
bactérienne d’A. muciniphila (Everard et al. 2013). Les résultats de I’étude montrent que
I’administration d’A. muciniphila permet de réduire le poids et I’inflammation du tissu adipeux
tout en augmentant la libération d’endocannabinoides qui sont connus pour agir sur
I’inflammation, la barriére intestinale et les sécrétions gastro-intestinales, comme le précisent
les auteurs. Dans leur revue, Sharkey et al. décrivent les différents liens entre
endocannabinoides et fonction intestinale (Sharkey et Wiley 2016). Les endocannabinoides
peuvent se fixer sur différents récepteurs notés CB-1 et CB-2. D’apres la revue, ces deux
récepteurs sont retrouvés dans le tractus intestinal avec CB-1 sur les cellules entéroendocrines,
et CB-2 sur les neurones entériques. Le récepteur CB-1 est également présent dans
I’hypothalamus ou son activation diminue l’activit¢é de 1’axe HPA, augmentée chez les
personnes anorexiques, en plus d’inhiber les récepteurs TRPV-1 (Transient Receptor Potential
Vanilloide-1) impliqués dans la transmission des influx nerveux nociceptifs et dans
I’hypersensibilité viscérale. Les auteurs de la revue précisent que les récepteurs CB-1 et CB-2
participent a diminuer la sensibilité viscérale, 1a encore en inhibant 1’action du récepteur TRPV-
1. Or, les personnes atteintes d’anorexie mentale étant sujettes a des douleurs abdominales,
I’utilisation d’A. muciniphila comme probiotique pourrait avoir un intérét pour atténuer ces
douleurs, via le systeme endocannabinoidien, améliorer les effets de la renutrition et augmenter
les chances de récupération totale. De plus, la stimulation des récepteurs CB-1 et CB-2 par des
agonistes entraine une diminution de la perte de poids ainsi que de 1’activité physique chez des

rats ABA (Scherma et al. 2017).

D’autres supplémentations a tester dans le modele ABA pourraient étre envisagées comme
notamment les oméga-3 ou PUFA (omega-3 polyinsaturated fatty acids). La supplémentation
en PUFA a montré qu’elle augmentait les populations des Bacteroidetes et des Lachnospiraceae

dont le role de ces dernieres est de produire du butyrate, le substrat énergétique principal des
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colonocytes (Costantini et al. 2017). Chez la souris, I’inflammation de la muqueuse intestinale
induite par du 5-fluorouracile est atténuée par la supplémentation en PUFA (Generoso et al.
2015). Par ailleurs, la supplémentation en PUFA associée a une activité physique entraine une
augmentation de la synthese protéique des muscles squelettiques chez la personne agée (Lalia
et al. 2017). Les PUFA, notamment I’acide eicosapentaenoique, sont connus pour leurs effets
bénéfiques sur les troubles anxieux (Mocking et al. 2016). La supplémentation en PUFA dans
le modele ABA pourrait étre intéressante mais plusieurs points comme le ratio des différents
PUFA administrés, la méthode de distribution et la durée de I’expérimentation doivent étre

discutés au préalable.

Bien que le modéle ABA posséde des caractéristiques qui le rendent pertinent dans 1’étude de
I’anorexie mentale, I’induction de 1’anorexie n’est faite que sur du court terme. De nouvelles
études font désormais appel a un modele ABA dit de long terme. Dans ce nouveau protocole,
des animaux (souris ou rats) agés de 4 semaines, contre 8 dans le modele ABA standard, sont
placés dans des cages individuelles avec roue d’activité. La quantité de nourriture est réduite
de 40% par rapport au besoin €nergétique basal et entraine une perte de poids jusqu’a 25%.
Cette baisse de poids est maintenue pendant deux semaines (Frintrop et al. 2018). Ce modele
semble intéressant pour obtenir un effet chronique de la réduction de la prise alimentaire ainsi
qu’une meilleure étude des paramétres centraux, notamment hypothalamiques. Mais cela
nécessite de plus nombreuses études sur la maniere dont sont affectés les différents parametres
de I’axe intestin-cerveau que nous avons étudiés afin de les comparer a ceux obtenus dans le
modele ABA standard. Si les parametres gastro-intestinaux et centraux s’avéraient similaires
entre les deux modeles ABA, il serait probablement préférable de continuer a utiliser le modele
ABA standard pour des considérations éthiques en raison de I’augmentation de la durée du

protocole du nouveau modele.

En conclusion, le modele ABA est bien adapté a I’étude de I’anorexie mentale et la
supplémentation en Gln, mais pas en BCAA, a montré des effets intéressants sur les parametres
intestinaux des souris ABA. Ces effets bénéfiques, déja présents dans 1’étude de la
supplémentation simple, ont été confirmés dans les travaux suivants en combinaison avec une
renutrition progressive. De facon surprenante, les BCAA semblent atténuer les effets
bénéfiques, méme partiellement, de la renutrition seule. De nouvelles études pour comprendre
de facon approfondie les mécanismes cellulaires impliqués seront nécessaires. Les
modifications du microbiote dans le modele ABA avec supplémentation en acides aminés et/ou

renutrition, pourraient €tre un point intéressant a évaluer pour permettre une meilleure
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caractérisation du modele ABA. Enfin, 'impact dans le modele ABA de la renutrition sur les
TFI, en particulier la vidange gastrique, fera 1’objet d’une prochaine étude au sein du

laboratoire.
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A moyen terme, le modéle « activity-based anorexia » est caractérisé par une perte de masse
maigre persistante associée a une restauration de la masse grasse
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[ INTRODUCTION

L’anorexie mentale (AM) est un trouble du comportement alimentaire qui se traduit par une restriction alimentaire entrainant un état de dénutrition chronique sévére. AM est
trés souvent associée & des troubles anxio-dépressifs ainsi qu'a une activité physique intense. Le modéle « activity-based anorexia » (ABA) est fréquemment utilisé pour
étudier la physiopathologie de I'AM avec une durée d’étude allant de 3 a 11 jours de réduction des apports alimentaires. Le but de notre étude était d'évaluer la réponse au
modéle ABA de souris C57BL/8 sur une période de diminution des apports alimentaires allant jusqu'a 20 jours.

Nous avons donc étudié différents paramétres tels que le poids, la composition corporelle et le taux des ARNm codant pour NPY et POMC au niveau
hypothalamique.

‘ MATERIEL ET METHODE
Des souris |.'n.il’es CS?BLIG or)t été pla'cées daps des' cages i(\dividuelles avec ou sans CTRL Ad libitum
roue d'activité. Aprés 5 jours d'adaptation, l'accés a la nourriture a été N N
progressivement réduit pour arriver a 3 heures d'accés au jour 9. LFA | rd libitum | Diminution 3 heuresfjour Alimentation
ABA progressive u
Les animayux c_)qt été réparlis en 3 groupes : Contré!e _(CT_RL ; pas de restricyion et pas ABA Roue d’activité
de roue d'activité), Limited Food Access (LFA ; diminution des apports alimentaires
sans roue d'activité) et ABA (diminution des apports alimentaires + roue d’activité) | |
Deux séries d’animaux ont été menées avec un sacrifice des souris soit au jour 17
(J17), soit au jour 25 (J25, n=8 / groupe / temps). | |
- ) ek AT ! - Js Jg J17 1425
Un suivi quotidien a été réalisé, ainsi qu'une mesure de la composition corporelle par
Minispec. Enfin, a partir des hypothalamus, les taux des ARNm codant pour NPY et | Suivi quotidien
POMC ont été mesurés par RT-gPCR.
RESULTATS
POIDS ET PRISE ALIMENTAIRE COMPOSITION CORPORELLE
Poids Nan7 Jau2s
1 1 Masse maigre Figure 2 Mesure de la composition
M : (L:FT:L“ J25 corporelle par Minispec a J17 et J25.
2!
ﬁ \ + ABA A J17, la masse maigre était diminuée dans les
2 i ] e deux groupes ABA et LFA par rapport aux souris
5 % E, 1 CTRL (p<0,001) alors que seul le groupe ABA
B TErzzif “S;H_q e H présentait une diminution de la masse grasse
il H g1 (p<0,01).
4 3
ki ¥ = = )
TR R YT T T ZCTEIT L RIS Y Py ] A J25, les souris ABA avaient restauré leur
Jours *: p<0,05vs CTRL Jours masse grasse mais la masse maigre restait
Prise alimentaire ™ 1p<0,01 vs CTRL diminuée dans les groupes ABA et LFA par
12416 ™ p<0,001 vs CTRE 1828 Masse grasse

$6 : p<0,01 vs LFA rapport aux animaux CTRL (p<0,001).

éique persi au jour 25

ion de masse Ce travail a

Le modeéle ABA est associé a une dénutrition pri
maigre), auner i
augmentation de la prise alimentaire. Ces résultats
thérapeutiques favorisant le gain de masse maigre.

Ji7 Ja2s
_ ~ CTRL 25 25
E =LFA B
'E 6 - A 2 & 20 20
E’ 4 E 4q %15 %1.5 ‘:‘p<001 vs CTRL
£ £ e || 5 5 o v p<0,001 vs CTRL
N o wo || 1.0 x| B 1.0 $$ : p<0,01 vs LFA
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Jours
Figure 1 : Evolution du poids et de la prise alimentaire de J1 é J16 ou J25. PARAMETRES CENTRAUX NPY
A J17, la perte de poids était plus importante pour le groupe ABA que pour le|| Eiqure 4 : Analyse par RT-qPCR "r J25
groupe LFA (p<0,01). La prise alimentaire était plus faible 2 J16 pour le groupe| des taux des ARNm codant pour
ABA rapport au CTRL (p<0,05). A J25, il n'y avait plus de différence de poids entre| NPY et POMC dans I'hypothalamus h
les groupes ABA et LFA mais ceux-ci avaient toujours un poids plus faible que le|| aJ17 et J25. .
groupe CTRL (p<0,001). La prise alimentaire, a J25, était identique entre les 3 s ®
groupes ABA et LFA mais plus faible pour ces méme groupes par rapport au CTRL Fe {aux des AR,NW codant pour NPY n&"’ ey g
(p<0,01). était augmentée a J17 pour les s T 2,
groupes ABA et LFA par rapport aux "3 2 . i~
ACTIVITE PHYSIQUE souris CTRL (p<0,001 et p<0,05, E o E
Activité a J5, J17 et J25 respectivement) ainsi que pour le 1 1
08 groupe ABA par rapport au groupe
. - J5 LFA (p<0,05). A J25, le taux restait o
- 17 augmenté pour les animaux ABA par Lo~ e Y CTRL LA
— 0.6 - J25 rapport au groupe CTRL (p<0,01).
E Cependant, I n'y avait plus de
:E 0.4 différence, mais une tendance, entre POMC
2 les groupes CTRL et LFA (p=0,056), " 425
& et entre les groupes ABA et LFA
0.2 (p=0,056). 20
0.0 Aucune modification du taux des o M o 1
(P EEETEEREIIRPARF RIS EEEN Mwo ARNm codant pour POMC n'était 2 2
Heures observée a J17. En revanche, a J25, £ 2
Figure 3 : Mesure sur 24 heures de I'activité physique a J5, J17 et J25. ce taux chutait pour les groupes ABA ; ; 1
et LFA par rapport au groupe CTRL 2 L =
Les animaux, a J5, avaient une activité élevée durant la phase nocturne (0 a 12h) || (p<0,05). 0.
alors qu'elle était absente durant la phase diume (12 a 24h). Les courbes *:p<0,05vs CTRL
d'activité a J17 et J25 étaient semblables mais totalement différentes de celle a J5 *:p<0,001 vs CTRL
avec une activité diurne élevée et une activité nocturne diminuée. $:p<0.05vs LFA 0.0TCR e 0.0 e tha
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La supplémentation en glutamine restaure la fonction de barriére intestinale
dans un modéle murin d’anorexie
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INTRODUCTION

L'anorexie mentale (AM) est un trouble du comportement alimentaire caractérisé par un état de dénutrition chronique et est trés souvent associée a une hyperactivité
physique ainsi qu'a des troubles fonctionnels intestinaux, qui peuvent étre des freins a la renutrition. La glutamine (Gln) est un acide aminé conditionnellement essentiel et le
substrat préférentiel des cellules & division rapide comme les entérocytes. Son efficacité sur la fonction de barriére intestinale a déja été montrée dans d’autre pathologies
comme le syndrome de l'intestin irritable mais il n’existe aucune donnée au cours de I'AM. Le modéle « activity-based anorexia » (ABA) est frequemment utilisé pour étudier
la physiopathologie de I'AM.

Le but de cette étude était d’évaluer les effets d’une supplémentation en GIn sur le poids, la composition corporelle, le comportement alimentaire et la
perméabilité intestinale dans le modéle ABA.

MATERIEL ET METHODES

Des souris males C57BL/6 ont été placées dans des cages individuelles avec ou sans roue d’activité. | CTRL
Aprés 5 jours d'adaptation, |'accés a la nourriture a été progressivement réduit pour arriver a 3 heures

Accés libre | I\

d'accés au jour 9. A i | Aceés limité i la A J
ABA 5
Les animaux ont été répartis en 2 groupes : Controle (CTRL ; pas de restriction et pas de roue Roue d’activité 'k
d'activité) et ABA (diminution des apports alimentaires + roue d’activité). Au jour 11 (J11), le groupe ABA-C Fau l R
ABA a été divisé en 2 sous groupes : ABA-C (pas de GIn) et ABA-G (supplémentation en GIn). La GIn = Boisson
a été distribuée dans I'eau de boisson 2 la concentration de 1,1% (p/v). La solution de GIn était |ABA-G Eau GIn 1.1% J7
renouvelée chaque jour. Les souris ont regu une injection intrapéritonéale de puromycine 20 minutes
avant euthanasie afin de mesurer la synthése protéique colique.
L'analyse statistique a été faite en ANOVA sous GraphPad 5. Une valeur de p<0,05 était considérée
comme significative. Des lettres différentes indiquent des différences significatives 36 19411 n7
RESULTATS
POIDS ET COMPOSITION CORPORELLE PRISE ALIMENTAIRE ET SON CONTROLE CENTRAL
Poids Composition corporelle Prise alimentaire Neuropeptides romMC
Poids Masse maigre Masse grasse N
T2 -cRL 200 200 @ e
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o A 4 oseac ‘-:: Be © AaAG
M_.—!‘I"! * 085 By, B e a
£ 100 g 3 g, e ] N
Iy B 15 @ £ b z a a
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Figure 2 : Mesure de la prise alimentaire et analyse par RT-gPCR des taux
de la position | |des ARNm codant pour NPY et POMC dans I'hypothalamus a J17.

Figure 1 : Evolution du poids et mesure par

corporelle. A . . . .
A J16, la prise alimentaire restait diminuée dans les deux groupes ABA par rapport

A J17, les groupes ABA-C et ABA-G avaient une perte de poids d'environ 20% par| |aux souris CTRL (p<0,05). Aucune différence significative n’a été observée entre
rapport au groupe CTRL (p<0,05) sans qu'il ne soit observé d'effet de la GIn. les groupes ABA-C et ABA-G.

Conformément aux résultats précédents, la masse maigre et la masse grasse a J17| |Le taux dARNm codant pour NPY était plus élevé dans les deux groupes ABA par
étaient diminuées dans les groupes ABA-C et ABA-G par rapport au groupe CTRL| [rapport au CTRL (p<0,05) sans qu'il n'y ait d’effet de la GIn. En revanche, aucune

(p<0,05), mais aucun effet de la GIn n'était constaté sur ces paramétres. modification entre les groupes n’a été constatée pour POMC.
PERMEABILITE INTESTINALE SYNTHESE PROTEIQUE INTESTINALE
GIn J17 GIn J25 BCAA J17 Mucine 2 Synthése protéiqgue Figure 4 : Analyse par RT-qPCR des taux des ARNm
24 b 2. a 2 ¢ codant pour MUC2 et mesure de la synthése protéique
. b b colique par western-blot via la puromycine.

! a ° ! a o 2 3 La mucine 2 (MUC2) est une protéine majeure du mucus
E a E a £ a colique. Aucune différence du taux d'ARNm codant pour cette
g‘ 4 ! 51 20 b a protéine n'a été observée entre les groupes ABA-C et CTRL.
1 L9 ’

o o N 1 a

Le taux de synthése protéique a été mesuré par western-blot
avec un anticorps spécifique de la puromycine. Ce taux était
Figure 3 : Etude de I'effet de la GIn sur la perméabilité plus faible dans le groupe ABA-C par rapport au groupe CTRL.
p : " se en s de Ussing. O0TCTRL ABRC ABAG U CTRL ABAC ABAG Dans le groupe ABA-G, le taux de synthése protéique était
o restauré pour retrouver une valeur proche des souris CTRL.

o 04
CTRL ABA-C ABA-G CTRL ABAC ABA-G CTRL ABAC ABAB

2 En revanche, ce taux est augmenté dans le groupe ABA-G par
H rapport aux deux autres groupes (p<0,05).
b

A J17, la perméabilité intestinale était plus importante dans le Méthode puromycine
groupe ABA-C comparé aux groupes CTRL et ABA-G
{p<0,05). Aucune différence n’était observée entre les
groupes CTRL et ABA-G. A J25, aprés 2 semaines de
supplémentation en GIn, le méme profil était conservé.

Cependant, aucune amélioration n'a été obtenue a J17 avec
une supplémentation en acides aminés branchés (BCAA),

suggérant un effet spécifique de la Gin par rapport a d'autres L -
acides aminés. Injection IP Incorporation Western-blot
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pour la mucine 2. L'impact de la GIn sur les troubles fonctionnels digestifs au cours de la renutrition devra

étre évalué. La GlIn pourrait étre considérée comme un potentiel adjuvant dans la prise en charge de

I'anorexie.
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ABSTRACT
Anorexia nervosa (AN) is one of the main eating disorders described in DSM-V occurring in

female population and characterized by a severe caloric restriction. AN is quite frequently
associated with mood disorders, physical hyperactivity and functional digestive disorders. In
addition, AN has the highest mortality rate among all mental disorders and high risk of relapse.
The aim of this thesis was to assess the effects of amino acids oral supplementations as
glutamine (GIn) and branched-chain amino acids (BCAA) in the activity-based anorexia (ABA)
mice model. ABA mice share some common features with AN patients as severe weight loss,
physical hyperactivity and delayed gastric emptying. When supplied for seven days with Gln,
paracellular permeability, total protein synthesis and mucin-2 mRNA level were restored in the
ABA mice colon. However, no beneficial effect was found with BCAA which seemed decrease
the colonic protein synthesis. Body weight and body composition were not affected by Gln or
BCAA and we hypothesized that caloric supply was not enough to induce body weight gain.
Thus, we aimed to test our hypothesis with a combination of a progressive refeeding and Gln
or BCAA supplementation. Refeeding partially restored body weight and lean mass in ABA
mice with a rebound of fat mass but Gln had no additional effect. Nevertheless, BCAA tended
to increase fat mass, and then body weight, in comparison to refeeding alone. Plasma leptin was
restored in refed mice, without an effect of amino acids supplementation, while only Gln
normalized plasma triglycerides. BCAA supplementation tended to increase glycaemia and
cholesterolemia. Here, we confirmed the beneficial effects of Gln in the colon observed in our
first study. GIn amplified the effects of refeeding on colonic total protein synthesis,
p70S6kinase phosphorylation and tight junction proteins as claudin-1 and occludin.
Conversely, BCAA appeared to alleviate, or cancel, the benefits of refeeding on these
parameters. Given these data, Gln is thought to be of interest in the optimization of refeeding

products for anorectic patients and inhibitory effects of BCAA should be further studied.

Keywords: Anorexia nervosa, activity-based anorexia, intestinal permeability, refeeding,

glutamine, branched-chain amino acids, protein synthesis, colon.
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