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Résumé

Une alimentation riche en protéines entraine une importante diminution de la prise
alimentaire, chez I’lhomme et I’animal, par rapport a une alimentation classique (riche en hydrates de
carbones). Les précédents travaux du laboratoire chez le rat montrent que le mécanisme implique une
induction de la production intestinale de glucose libéré dans la veine porte. 1l s’ensuit un signal qui
transite au cerveau via le nerf vague et se traduit par un effet anorexigene.

Le régime protéique induit en fait une redistribution de la production endogéne de glucose au
profit du rein et de I’intestin chez le rat, et au profit de I’intestin et du foie chez la souris. L’effet
anorexigene des protéines est présent également chez les souris, confirmant un réle tout particulier de
I’intestin, et du signal glucose portal, dans ce phénoméne de satiété. Nos résultats montrent d’ailleurs
que le signal glucose portal n’est pas impliqué dans I’augmentation de la production rénale de glucose
induite par le régime protéique qui est observée uniquement chez le rat.

Les mesures effectuées chez des rats nourris par différents régimes protéiques indiguent
I’implication de mécanismes propres a la nature des protéines qui reste a déterminer.

De plus nous avons mesuré une augmentation de la sensibilité a I’insuline de la production
endogeéne de glucose chez le rat nourri par le régime protéique. Des études plus approfondies chez la
souris devraient permettre de comprendre les mécanismes impliqués.

Nos expériences suggérent par ailleurs que le systéme mélanocortinergique ne serait pas
impliqué dans I’effet anorexigéne du régime a long terme mais pourrait constituer un élément
important de contre-régulation face a I’hypophagie sévére temporaire provoquée par le changement de
régime.

Mots Clefs :

Régime protéique, production de glucose, signal glucose portal, systeme mélanocortinergique, prise
alimentaire.

Abstract

Protein feeding is known to decrease hunger and subsequent food intake in animals and
humans. Previous data point out the connection between the central nervous system and the intestinal
glucose production in the central inhibitorycontrol of food intake by protein feeding.

Our study demonstrates that protein feeding induces redistribution of endogenous glucose
production to the kidney and intestine in rats and to the intestine and liver in the mouse. Anorexigenic
effect of protein diet exists in both animal models, confirming a specific role of the intestine in this
satiety phenomenon. Moreover, portal glucose sensing is not involved in the induction of renal glucose
production by protein feeding that is only observed in rats.

Measurement in rat fed with different protein diets suggest a role of the nature of the protein
or structure, but proper mechanisms remain to be clarified.

Moreover, protein feeding potentiates the endogenous glucose production suppression by
insulin. Some additional studies have to be performed to find the mechanisms that are implicated.

Our experiments suggest that the melanocortinergic system wouldn’t be involved in the long-
term anorexigenic effect of protein feeding but could constitute an important counter-regulatory
pathway against the temporary hypophagia induced by diet change.

Keywords :

Protein feeding, glucose production, portal glucose sensing, melanocortinergic system, food intake



ABREVIATIONS

a-MSH : Hormone mélanotrope

6P2K/F2,6BPase : 6-Phosphofructokinase-2/fructose-2,6-bisphosphatase
ACTH : Adrenocorticotropin hormone

ADP : Adénosine diphosphate

AG : Acides gras

AgRP : Agouti-Related Protein

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique

AMPK : 5’-AMP-activated protein kinase

ARNmM : Acide ribonucléigue messager

ATP : Adénosine triphosphate

BRG : Balance rénale de glucose

C/EBP : CAAT/ enhancer binding protein

CART : Cocaine- and Amphetamine- Related Transcript
CCK :Cholécystokinine

cDNA : Acide désoxyribonucléique complémentaire
CREB : cAMP responsive element binding protein

CRH : Corticotropin-Releasing Hormone

CRH : corticotropin-releasing hormone

CRH-R1/2 : Récepteur a la CRH de type 1/2

DMH : Hypothalamus dorsomédian

EDTA : Ethyléne diamine tétraacétique

F2,6PB : Fructose 2,6 Bisphosphate

FX : Extraction fractionnelle

G6P : Glucose-6-phosphate

G6PC : Sous-unité catalytique de la glucose-6-phasphatase
G6PT : Glucose-6-phosphate translocase

GABA : gamma amino butyric acid

GC : Glucocorticoides

GHS-R1a : Récepteur a la ghréline

Glc6Pase : Glucose-6-phosphatase

GLP-1 : Glucagon-like peptide-1

GLUT-1/2/3/4/5 : Transporteur de glucose de type 1/2/3/4/5
GTP : Guanosine triphosphate

HNF4 : hepatic nuclear factor 4

IGF-1 : Insulin-like growth factor 1

IRE : Elément de réponse a l'insuline

IRS : Insulin receptor substrate

JAK : Janus Kinases

LHA : Aires hypothalamiques latérales

MAPK : Mitogen-activated protein kinases
MC1/2/3/4-R : Récepteurs aux mélanocortines de type 1/2/3/4
MCH : Mélaninconcentrating hormone

NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide

NPY : Neuropeptide Y

NTS : Noyau du tractus solitaire

OXA/B : Orexine A/B

PA : Etat post-absorptif

PEG : Production endogéne de glucose



PEP : Phosphoénolpyruvate

PEPCK : Phosphoénolpyruvate carboxykinase
PHG : Production hépatique de glucose

PI13K : Phosphatidyl-inositol 3-kinase

PIG : Production intestinale de glucose

PKA : Protein kinase A

PKB : Protein kinase B

POMC : Proopiomelanocortine

PRG : Production rénale de glucose

PVN : Noyau paraventriculaire

PYY : Peptide YY

SNC : Systéme nerveux central

SNP : Systéme nerveux parasympathique
SNS : Systéme nerveux sympathique

STAT : Signal transducer and activator of transcription
TG : Triglycérides

TRH : Thyrotropin-Releasing Hormone
UCP1 : Uncoupling Protein 1

URG : Utilisation rénale de glucose

VMH : Hypothalamus ventromédian
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AVANT PROPOS

Aux Etats-unis, la prévalence de I’obésité a doublé en 20 ans et actuellement, environ
59 millions d’adultes américains sont obéses (enquéte NHANES National Health and
Nutrition Examination Survey). L’obésité affectait déja plus de 300 millions d’adultes a
travers le monde en 2000 (Flegal et al. 2001). La France, autrefois épargnée par ce fléau,
compte désormais pres de 20 millions de personnes en surpoids (Indice de Masse Corporelle
(IMC) entre 25 et 30) dont 5,9 millions d’obéses (IMC supérieur a 30). De plus, les formes
graves de I’obésité, associées aux maladies cardiovasculaires et/ou au diabete, progressent :
I’obésité morbide toucherait 0,8% de la population contre 0,6% en 2003 (Enquéte ObEpi
2006). Depuis 1998, I’organisation mondiale de la santé (OMS) définit I’obésité comme un
phénoméne épidémique. Par ailleurs, il existe un lien fort entre I’obésité et une autre
pathologie impliquant le métabolisme glucidique : le diabéte. En effet, en France, 80% des
diabétiques de type 2 présentent une surcharge pondérale.

Or les troubles du comportement alimentaire ont un impact majeur sur le
développement de I’obésité et du diabéte de type 2 (Flier, 2004 ; Friedman, 2000). La
compréhension des mécanismes impliqués dans la régulation de la prise alimentaire se révele
donc étre nécessaire pour tenter d’enrayer ces fléaux.

L’ingestion puis I’absorption des nutriments déclenchent de nombreux signaux au sein
des tissus périphériques, en particulier des organes du systéeme digestif (motilité intestinale,
sécrétion d’hormones intestinales ou gastriques). Ces signaux, auxquels s’ajoutent ceux qui
refletent des stocks énergétiques de I’organisme, convergent vers les centres nerveux ou ils
sont intégrés. L’intégration de cette multitude de signaux fait naitre une réponse adaptée aux
besoins de I’organisme : régulation de la prise alimentaire et adaptation des flux des différents
substrats énergétiques (par exemple, inhibition de la production de glucose par le foie). Les
circuits et noyaux neuronaux, ainsi que les hormones ou neuropeptides, impliqués dans la
transduction et I’intégration centrale de ces signaux périphériques font I’objet de nombreuses
études, mais les réseaux complets « signal périphérique-transduction-intégration », mis en
place dans les différentes situations spécifiques (jeline, alimentation riche en graisses, en
protéines, etc.), ne sont pas encore bien établis.

Différents travaux ont montré que les protéines alimentaires ont un effet anorexigéne,

et réduisent de ce fait la prise alimentaire (Latner and Schwartz 1999 ; LeJeune et al. 2006).



Par ailleurs, les travaux de Gannon et Nuttall en 2003 montrent qu’une alimentation enrichie
en protéines chez des patients diabétiques induit une amélioration de leurs parametres
glycémiques. Les mécanismes impliqués n’ont cependant pas été totalement élucidés.

La production endogene de glucose a longtemps été considérée comme une fonction
restreinte au foie et au rein, cependant notre groupe a mis en évidence I’existence d’un
troisieme organe néoglucogénique : I’intestin gréle. La production intestinale de glucose
prend place majoritairement dans les situations insulinopéniques et également lors des
régimes riches en protéines. La libération de glucose par I’intestin génere un signal « glucose
portal », qui transite via le nerf vague et entraine I’activation de neurones hypothalamiques
impliqués dans la régulation du comportement alimentaire, diminuant ainsi la prise
alimentaire.

Etant donné I’existence d’un lien entre les protéines alimentaires, le métabolisme
glucidique et la satiété, nous nous sommes intéressés a la compréhension du mécanisme
d’action des protéines alimentaires et la caractérisation des circuits et métabolites impliqués.

Ce travail est introduit par des données bibliographiques qui décrivent dans une
premiére partie, 1) la localisation des centres nerveux ainsi que 2) les différents neuropeptides
et hormones impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et 3) les effets spécifiques des
différents nutriments contenus dans I’alimentation. Une deuxiéme partie présente briévement
les systéemes impliqués dans le maintien de I’homéostasie glucidique. Et enfin, une troisieme
partie rapporte des données concernant les différents mécanismes de régulations hormonale et
nutritionnelle du métabolisme glucidique, ainsi que les perturbations du métabolisme

glucidique conduisant au diabéte.
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I. Réqulation de la prise alimentaire

1. Centres nerveux impligués

La régulation de la prise alimentaire entre dans le cadre général de la régulation de
I’lhoméostasie énergeétique et prend place au sein du systéme nerveux central. En effet, des
centres nerveux, spécialisés dans la régulation de la prise alimentaire et localisés
principalement dans I’hypothalamus et le tronc cérébral, sont le siége de I’intégration des
signaux periphériques et centraux, qui renseignent sur les réserves énergétiques de
I’organisme et sur I’apport ponctuel de substrats énergétiques exogenes. Cependant les
réseaux neuronaux impliqués sont complexes et font appel a de nombreux centres recevant

chacun des informations spécifiques sur I’environnement ou I’état de I’organisme.

a. L’hypothalamus

Des expériences réalisées dans les années 1950 ont montré que des stimulations
électriques ou des lésions spécifiques de I’hypothalamus modifiaient la prise alimentaire
(Anand et al., 1951). Ces expériences avaient conduit a identifier des centres de la faim et de
la satiété au sein de I’hypothalamus. Ces différents noyaux hébergent des populations
neuronales exprimant différents neuromédiateurs impliqués dans la régulation de la prise
alimentaire et de la dépense énergétique (Figure 1) :

- Le noyau arqué (ARC) est situé entre la base du 3*™ ventricule et I’éminence
médiane. Il joue un role clef dans I’intégration des signaux d’origine hormonale puisque la
modification de la barriere hémato-encéphalique au niveau de I’éminence médiane le rend
accessible aux messagers circulants (insuline, leptine). Deux populations distinctes de
neurones dits de « premier ordre » activent soit des circuits orexigenes (neurones secrétant le
Neuropeptide Y (NPY) et I’ « Agouti-Related Protein (AgRP) » (Hahn et al. 1998) soit des
circuits anorexigenes (neurones sécrétant la Proopiomelanocortine (POMC), qui est
précurseur notamment des mélanocortines et de la [B-endorphine, et le « Cocaine- and
Amphetamine- Related Transcript » (CART)) (Kristensen et al. 1998). Ces neurones

projettent leurs axones vers des régions hypothalamiques comme le noyau paraventriculaire,
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les aires hypothalamiques latérales et I’hypothalamus dorsomédian et ventromédian , dans
lesquels sont situés les neurones dits de « second ordre » (Williams et al. 2001).

- Le noyau paraventriculaire (PVVN) est un centre intégrateur ou convergent des axones
issus des neurones a NPY/AgRP et a POMC/CART du noyau arqué, et des neurones a orexine
présents dans les aires hypothalamiques latérales (Williams et al. 2001). Le PVN est le site de
sécrétion de la « Corticotropin-Releasing Hormone » (CRH) et de la « Thyrotropin-Releasing
Hormone » (TRH).

- Le noyau de I’hypothalamus ventromédian (VMH) a longtemps été considéré comme
le centre de la satiété. En effet, plusieurs études des années 50-70 montrent que des Iésions de
I’hypothalamus ventromédian entrainent une hyperphagie et une obésité (Stellar 1954).
Cependant des travaux plus récents, notamment de Gold et coll., dénoncent le manque de
spécificité des méthodes utilisées et suggerent que I’hyperphagie et I’obésité seraient dues, au
moins en partie, a I’atteinte des populations neuronales adjacentes au VMH plutét qu’a
I’atteinte du VMH lui-méme (Gold et al. 1973 ; voir King et al. 2006 pour une revue).
D’autres études démontrent cependant que des liaisons, plus spécifiques cette fois-ci, du
VMH provoque une obésité « métabolique » indépendante d’une hyperphagie, comme
proposée par une revue de Powley et coll., et due aux perturbations des communications entre
le VMH et les systemes sympathique et parasympatique (Powley 1977 ; Cox et al. 1981 ;
Parkinson et al. 1990 ; Rabin et al. 1974). De plus, I’implication du VMH dans les régulations
de la prise alimentaire est largement suggéré par, notamment, la présence de récepteurs aux
mélanocortines (composante d’un systéeme de régulation de la prise alimentaire) ainsi que les
nombreuses liaisons nerveuses du VMH avec les autres noyaux précédemment cités, tels que
le PVN ou le noyau arqué. Le VMH recoit en effet de nombreuses projections de neurones a
NPY/AgRP, a POMC/CART et a B-endorphine du noyau arqué (Koylu et al., 1997 ; Finley et
al., 1981). Il envoie ses efférences en direction de I’hypothalamus dorsomédian (DMH), du
PVN et du noyau du tractus solitaire. Par ailleurs le VMH, de méme que, dans une moindre
mesure, le noyau arqué et le PVN, exprime la « fatty acid synthase », le rendant ainsi sensible
aux métabolites intermédiaires du métabolisme des acides gras (Lopez et al., 2008).

- L’hypothalamus dorsomédian (DMH) posséde des connections avec les autres
noyaux hypothalamiques médians et latéraux. Des lésions de ce noyau perturbent bien moins
la prise alimentaire que les lésions du VMH (Bernardis et al., 1987).
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- Les aires hypothalamiques latérales (LHA) sont considérées comme le centre de la
faim. La stimulation de ces zones induit la prise alimentaire alors que des lésions induisent
une perte de poids associée a une aphagie temporaire (le retour a une prise alimentaire
normale dépend de la taille et de la localisation de la lésion (Bernardis et al., 1996)). Le LHA
recoit des connexions du noyau arqué et posséde des neurones a orexine et a la
mélaninconcentrating hormone (MCH) qui stimulent la prise alimentaire (Schwartz et al.
2000). Une des particularités de cette aire est de contenir des neurones sensibles au glucose
répondant aux fluctuations de la glycémie (Routh 2002).

b. Tronc cérébral

Le contrdle de I’homéostasie énergétique et de la prise alimentaire implique également
le noyau du tractus solitaire (NTS) localisé dans le tronc cérébral. Des informations telles que
la distension gastrique, la glycémie portale, les signaux du tractus gastro-intestinal sont
transmises par le nerf vague jusqu’au NTS (Thorens and Larsen 2004 ; Woods et al. 2004)
(Figure 1). Le NTS est également relié aux différents noyaux hypothalamiques avec lesquels
il établit de nombreuses connections (van der Kooy et al., 1984, Ter Horst et al., 1989). La
POMC, mais aussi I’AgRP et les récepteurs aux mélanocortines de type 3 et 4 (MC3-R et
MC4-R) sont exprimés dans les neurones du NTS, constituant ainsi un systeme

mélanocortinergique semblable a celui rencontré dans le noyau arque.

2. Signaux orexigenes et anorexigenes endogenes

Le mécanisme de transmission d’un signal de faim ou de satiété implique notamment
la sécrétion périphérique d’hormones (en réponse a des variations métaboliques ou
mécaniques) qui provoquent, au niveau central, la libération de plusieurs neuromédiateurs et
neuropeptides qui agissent a leur tour sur les centres de contrdle de la prise alimentaire. L’un
des principaux systéemes de transduction de ces sighaux au niveau central est le systéeme

mélanocortinergique.
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a. Systeme mélanocortinergigue

Le systéeme se compose de populations de neurones de premier ordre, localisées dans
le noyau arqué, et qui projettent leurs axones au niveau de populations de neurones de second

ordre, localisées dans d’autres régions de I’hypothalamus (Figure I1).

1) Neuropeptides sécrétés par les neurones de premier ordre

Deux sous-populations de neurones de premier ordre ont été décrites. L’une sécrete
I’hormone mélanotrope (a-MSH), peptide anorexigéne de 13 acides aminés (aa). L’a-MSH
joue également un réle dans la pigmentation de la peau puisqu’elle stimule la mélanogenése
par sa fixation au MC1-R au niveau des mélanocytes. De plus, on lui connait des propriétés
anti-inflammatoires (Catania et al., 1999). L’a-MSH est issue des clivages successifs de la
pro-opiomeélanocortine (POMC) par les pro-hormones convertases 1 et 2 (PC1, PC2). La
POMC, principalement synthétisée dans le noyau arqué mais aussi dans le NTS, est en fait un
peptide de 266 aa également a I’origine de I’ « Adrenocorticotropin hormone » (ACTH), de la
B-endorphine et d’autres mélanocortines dont I’action sur la prise alimentaire reste mineure.
L’autre sous population de neuronesde premier ordre sécrete I’Agouti-Related Protein
(AgRP), neuropeptide orexigéne de 132 aa. L’AgRP possede également un effet stimulateur
de I'axe surrénalo-hypothalamo-hypophysaire (Xiao et al., 2003) mais pourtant inhibe
I’expression de la TRH (Fekete et al. 2002). De plus il joue un role pro-inflammatoire
puisqu’il potentialise I’effet positif de I’Interleukine 1B sur la production d’ACTH. L’AgRP
est exprimé essentiellement dans le noyau arqué et la glande surrénale (Ollman et al., 1997 ;
Bicknell et al., 2000 ; Doghman et al., 2007).

2) Récepteurs aux mélanocortines exprimés dans les neurones de
second ordre

Au niveau des neurones de second ordre, deux formes de récepteurs (famille des
récepteurs & 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G) a ces hormones
mélanotropes sont exprimés (Tableau 1) : le récepteur de type 4 (MC4-R) est une protéine de
332 aa localisée dans différentes régions du systéme nerveux central (dont I’hypothalamus,
principalement le PVN, le DMH et le HLA (Mountjoy et al., 1994)) et contrdle directement la
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prise alimentaire. Le récepteur de type 3 (MC3-R) est une protéine de 323 aa chez le rat et la
souris (et 361 aa chez I’Homme), dont I’expression est davantage restreinte a I’hypothalamus
(notamment dans le noyau arqué et le VMH), et est impliqué essentiellement dans la
régulation de I’homéostasie énergétique en limitant le stockage d’énergie. Chacun des
récepteurs aux melanocortines stimule une voie dépendante de I’AMPc, mais d’autres voies
de signalisation ont été identifiées, notamment la voie d’activation de I’inositol triphosphate
(Mountjoy et al., 2001), et la voie des « Mitogen-activated protein kinases » (MAPK)
(Englaro et al., 1995). Plusieurs arguments de la littérature sont venus confirmer le role de ces
récepteurs dans le contrdle de la prise alimentaire et le stockage énergétique. L’invalidation
du gene codant MC4-R chez la souris entraine I’apparition d’un syndrome d’obésité morbide
avec hyperphagie, hyperinsulinémie, hyperglycémie et croissance excessive (Huszar et al.
1997). Chez des souris invalidées pour le géne codant MC3-R la masse grasse augmente, ce
qui se traduit par I’apparition du syndrome métabolique (Chen et al. 2000). Un phénotype
intermédiaire est obtenu chez les souris hétérozygotes pour I’'un des deux récepteurs. Chez
I’Homme, plusieurs mutations au niveau du gene codant MC4-R ont été décrites chez des
enfants atteints d’obésité précoce et sévere (Hinney et al. 1999) et une mutation de MC3-R
s’accompagnant du développement de la masse adipeuse viscérale a également été rapportée
(Lee et al. 2002). Ces mutations n’affectent qu’un seul alléle, ce qui indique que la réduction
de moitié de I’expression de ces récepteurs se traduit déja par des modifications du statut
métabolique.

3) Fonctionnement et régulations du systeme mélanocortinergique

L’a-MSH est le ligand naturel des récepteurs aux mélanocortines, et sa fixation sur
MC3-R et MC4-R entraine respectivement une augmentation des dépenses énergétiques et
une diminution de la prise alimentaire (Hillebrand et al. 2002).

L’expression de la POMC, précurseur de I’a-MSH, est augmentée par la CRH et la
vasopressine alors qu’elle est inhibée par les glucocorticoides (Rivier et al., 1982). Par
ailleurs, il a été montré que les glucocorticoides inhibent également I’expression de la PC1,
inhibant ainsi le clivage de la POMC (Dong et al., 2002). L’invalidation du géne codant la
POMC chez la souris se traduit par I’apparition d’une obésité importante associée a une

hyperphagie, qu’un traitement par I’o-MSH tend a abolir (Yaswen et al. 1999). Chez

15



I’Homme, les mutations du gene de la POMC entrainent de la méme facon une obésité
morbide précoce chez I’enfant (Krude and Griters 2000).

L’AgRP est un puissant antagoniste de ces deux récepteurs, provoquant leur
endocytose (Breit et al., 2006). La libération d’AgRP au niveau des neurones de second ordre
provoque une diminution de la dépense énergétique et une hyperphagie (Ollmann et al. 1997).
In vitro, il a été montré que I’AgRP, pouvait agir en tant qu’agoniste inverse, supprimant
I’activité adénylate cyclase constitutive du récepteur (Nijenhuis et al. 2001 ; Chai et al. 2003).
De plus, des études mettent en évidence que certains neurones a AgRP projéetent leurs axones
dans des cellules qui expriment MC4-R mais qui ne sont pas innervées par les neurones a a-
MSH, suggérant une action de I’AgRP sur MC4-R, indépendante de I’ a-MSH (Haskell-
Luevano et al. 1999). Ces données semblent étre confirmées in vivo a I'aide de souris
hétérozygotes pour le gene codant POMC et chez lesquelles une injection icv d’AgRP
augmente plus fortement la prise alimentaire que chez des souris témoins (Tolle et al. 2008).
Les auteurs proposent un mécanisme impliguant une régulation de I’activité de MC4-R.

Chez I’Homme, le taux d’AgRP plasmatique est augmenté pendant le jeline (Shen et
al. 2002) et chez I’obése (Katsuki et al., 2001). La surexpression ubiquitaire du géne codant
I’AgRP chez la souris se traduit par une insulinorésistance et une hyperphagie, conduisant a
I’apparition d’un phénotype obése semblable & celui observé par inactivation de MC4-R
(Ollmann et al. 1997 ; Graham et al., 1997). De plus, une perfusion intracérébroventriculaire
(icv) d’AgRP provoque une augmentation de la prise alimentaire et du poids corporel, ainsi
qu’un important stockage lipidique dans le tissu adipeux blanc, associés a une chute de
I’expression de la protéine découplante « Uncoupling Protein 1 » (UCP1) dans ce tissu, et a
une diminution de la dépense énergétique (Small et al., 2001).

Les souris invalidées pour le géne codant I’AgRP (absence d’AgRP dés la naissance)
ne présentent ni hypophagie ni perte de poids (Qian et al., 2002). De plus, ces souris
présentent une glycémie et des taux plasmatiques de leptine, de triglycérides et d’acide gras
semblables aux souris témoins. L’expression du MC-3R, du MC4-R et du NPY est également
inchangée (Qian et al., 2002). Cependant, a 6 mois, les souris présentent un phénotype maigre
corrélé avec une dépense énergétique, une température corporelle et une expression d’UCP1
dans le tissus adipeux brun augmentées (Wortley et al., 2005). Par ailleurs, la destruction
partielle tardive des neurones a AgRP/NPY chez la souris conduit a une importante
diminution de la prise alimentaire et une perte de poids accompagnées d’une augmentation de
la dépense énergétique reflétée par I’laugmentation de I’expression des ARNm codant I’'UCP1
dans le tissu adipeux brun (Bewick et al., 2005). Une autre étude montre également que
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I’ablation spécifique des neurones a AgRP/NPY chez les souris adultes induit une diminution
significative du poids corporel, de la prise alimentaire, de la glycémie, de la leptinémie et de
I’insulinémie, tandis que la réalisation de I’ablation au stade périnatal n’entraine que peu de
modifications de ces parametres (Luquet et al., 2006). L’ensemble de ces études suggere
fortement que la perte du signal AgRP (destruction des neurones) chez I’embryon ou le
nouveau-né induit la mise en place de mécanismes compensatoires par le biais de la plasticité
neuronale.

Par ailleurs, les populations neuronales de premier ordre projettent aussi leurs axones
au sein méme du noyau arqué, suggérant des interactions étroites entre les deux systemes
neuropeptidergiques (POMC et AgRP). Plusieurs études démontrent [I’existence de
mécanismes de rétrocontrdle. Il a en effet été montré que les neurones a POMC et ceux a
AgRP expriment MC3-R (Bagnol et al. 1999 ; Jegou et al. 2000 ; Mounien et al. 2005). De ce
fait, une libération d’a-MSH peut a la fois contrdler la libération d’AgRP mais aussi réguler
sa propre production. D’autre part, le GABA (gamma amino butyric acid) et le NPY, sécrétés
par les neurones a AgRP, peuvent inhiber les neurones a POMC (Jégou et al. 1993). Ainsi, la
destruction des neurones a AgRP entraine I’abolition de cette boucle de régulation, rendant
difficile I’interprétation des études d’ablation de neurones.

Il n’existe par ailleurs que trés peu de données sur la régulation de I’expression
génique ou sur I’étude du promoteur des récepteurs aux mélanocortines. Chez le rat, une
restriction alimentaire avec perte de poids provoque une augmentation de la liaison de la
NDP-a-MSH marquée a I'**°I, sur le MC4-R, dans le noyau arqué, le DMH, le VMH et
I’éminence médiane (Harrold et al., 1999). Par ailleurs, des études de liaisons in vitro révélent
I’implication des facteurs de transcription de la famille « Sp » dans I’activité constitutive du
promoteur de MC4-R (Blondet et al., 2005).

b. Neuropeptides et neuromédiateurs

Outre I’'a-MSH et I’AgRP appartenant au systeme mélanocortinergique, il existe
d’autres médiateurs neuronaux régulant la prise alimentaire (Tableau Il). Par ailleurs, il

existe de fortes interactions entre ces différents systémes (Figure 1I).
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1) Principales molécules orexigenes

- Le NPY, peptide de 36 aa, est caractérisé comme le plus puissant parmi les
principaux effecteurs orexigenes (Stanley and Thomas 1993). Il est synthétisé majoritairement
dans le noyau arqué, dans les neurones de premier ordre qui expriment également I’AgRP
(Schwartz et al. 2000). Tout comme I’AgRP, il est exprimé lorsque I’organisme est en
déplétion énergétique associée a des taux d’insuline et de leptine bas (Wilding al. 1993). Ainsi
sa libération au niveau de I’hypothalamus est augmentée en période de jeline. L’expression du
NPY est aussi induite par les glucocorticoides qui interferent avec I’action de la leptine
(Solano and Jacobson 1999). Il a été montré qu’une perfusion centrale de NPY inhibe la
thermogenese, favorise la lipogenése (par augmentation de I’expression des enzymes
lipogénes dans le tissu adipeux blanc) et induit la prise alimentaire chez le rat (Williams et al.
2004). Le NPY se lie a plusieurs isoformes de récepteurs répartis dans I’hypothalamus. Ils
sont au nombre de 6 et les isoformes Y1 et Y5 sont impliquées dans I’effet anorexigéne,
puisque des souris invalidées totalement pour I’un ou I'autre de ces récepteurs présentent une
obésité avec diminution de la dépense énergétique et de la prise alimentaire (Burcelin et al.,
2001 ; Marsh et al., 1998). Cependant, les mécanismes induits par ces deux récepteurs
semblent étre différents, puisque les souris Y1-/- & jeun présentent une hyperinsulinémie et
une intolérance au glucose (Burcelin et al., 2001), alors que les souris Y5-/- présentent une
réponse normale au jene (Marsh et al., 1998). Les récepteurs Y2 et Y4 participeraient, quant
a eux, a un rétro-contréle négatif (Williams et al. 2001). Par ailleurs, des études chez I’animal
indiquent que le NPY induirait plus particulierement la consommation de glucides (Stanley et
al. 1985 ; Morley et al. 1987).

- La MCH est un neuropeptide cyclique de 19 aa, a effet orexigene, que l'on trouve
principalement dans I'hypothalamus latéral et qui joue un réle important dans la balance
énergétique (Flier, 2004). Une déficience en MCH induit chez la souris une diminution de la
prise alimentaire et une perte de poids (Williams, 2004). Il a été également montré qu’une
ablation spécifique des neurones a MCH provoque une hypophagie et une augmentation de la
dépense énergétique (Alon and Friedman 2006). A I’inverse, une perfusion centrale de MCH
chez le rat induit une hyperphagie avec augmentation du poids (Williams, 2004).

- Les orexines, appelées aussi hypocrétines, existent sous deux formes. L'orexine A
(OXA) et l'orexine B (OXB) ont été identifiées en 1998 (Sakurai 1998). Ces deux
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polypeptides d'environ 30 aa, essentiellement localisés dans la partie dorsolatérale de
I'nypothalamus et dans I’hypothalamus latéral (Rodgers et al. 2001), proviennent de
I'nydrolyse de la prépro-orexine, polypeptide de 130 acides aminés. Les orexines, et en
particulier ’OXA, affectent I’appétit de facon circadienne. En effet, une perfusion icv
chronique de 8 jours chez le rat augmente la prise alimentaire durant la phase diurne, mais
provogue un effet compensatoire de réduction de la prise alimentaire la nuit, n’entrainant in
fine aucune modification de la prise alimentaire quotidienne ni du poids (Rodgers et al. 2001).
De méme, des études chez I’Homme montrent qu’une perfusion périphériqgue d’OXA
n’affecte pas le comportement alimentaire mais réduit pourtant les taux de leptine et diminue

la vidange gastrique (Ehrstrom et al. 2005).

2) Principales molécules anorexigénes

- Le CART est présent dans plusieurs organes, notamment le cerveau, particulierement
I'nypothalamus. Il est généralement co-exprimé dans les neurones de premier ordre &8 POMC,
sécrétant I’a-MSH (Aja et al., 2001). C’est un peptide anorexigéne de 129 aa (une seconde
forme de 116 aa existe chez le rat) qui s'oppose aux effets du NPY et augmente la sécrétion
d'’ACTH. L’expression du CART est colocalisée avec celle de la POMC dans le noyau arqué,
avec celle de la MCH dans les aires latérales hypothalamiques, et avec celle de la TRH dans
le PVN. La synthése de CART dans le noyau arqué est diminuée par le jeline et augmentée
par l'administration icv ou sous-cutanée de leptine (McAlister 2004). Les souris obeses
(invalidées pour le gene de la leptine) ou des rats fa/fa présentent une diminution de
I’expression hypothalamique de CART, par rapport a des animaux témoins (Duan et al.,
2007). La perfusion icv de CART réduit de maniere dose-dépendante la prise alimentaire chez
le rat et le poulet (Lambert et al., 1998 ; Vettor et al., 2002). Le CART induit également la
synthese de protéines découplantes qui augmentent les dépenses d'énergie. Stanley et coll.
démontrent que I’injection icv de CART inhibe la prise alimentaire par I’intermédiaire d’une
stimulation de la libération de CRH, de TRH et de NPY et une inhibition de la libération d’ a-
MSH dans I’hypothalamus (Stanley et al., 2001). L’effet du CART sur la prise alimentaire
semble cependant controversé. En effet, I’étude de peptides recombinants de CART suggére
un effet antagoniste de CART sur la prise alimentaire chez le rat (Couceyro et al., 2003). Une
étude plus récente montre finalement que la surexpression de CART dans le PVN par une
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méthode adénovirale induit une augmentation de la prise alimentaire d’environ 4 a 6% chez le

rat apres plusieurs semaines (Smith et al., 2008).

- La corticolibérine ou CRH (corticotropin-releasing hormone) est un neuropeptide de
41 aa sécrété principalement au niveau du noyau paraventriculaire. Une injection centrale de
CRH chez le rat inhibe sa prise alimentaire et réduit son poids (Vettor et al. 2002), tandis
qu’une injection périphérique de CRH chez I’Homme stimule ses dépenses énergétiques et
I’oxydation des graisses (Smith et al. 2001). L’inhibition de la prise alimentaire implique la
liaison de la CRH a deux récepteurs : le récepteur de type 1 (CRH-R1) qui stimule la motricité
colique, et le récepteur de type 2 (CRH-R2) impliqué dans I’inhibition de la vidange
gastrique. En outre, il a été montré que cet effet était supprimé aprés vagotomie, indiquant que
le mécanisme implique les efférences vagales. La CRH augmente également I’activité
nerveuse sympathique et de ce fait la thermogenése, la dépense énergétique et la lipolyse.

- La TRH est un tripeptide exprimé principalement dans le noyau paraventriculaire.
Une perfusion icv de TRH réduit la prise alimentaire et la consommation d’eau chez le rat
(Vettor et al. 2002) et favorise une balance énergéetique négative (Al-Arabi et al. 2003). In
vitro, I'o-MSH stimule la libération de TRH par I’hypothalamus (Kim et al., 2000). A
I’inverse, I’administration d’AgRP dans le ventricule latéral inhibe I’expression de la TRH
dans le PVN (Fekete et al.2004).

c. Les hormones périphérigues

Le noyau arqué de I’hypothalamus est la cible de facteurs circulants capables
d’informer le cerveau sur les réserves et les besoins énergétiques et métaboliques de
I’organisme. Les hormones impliquées dans cette signalisation peuvent agir a long terme,
comme I’insuline et la leptine ou a court terme, comme le peptide YY335 (PYY) (Tableau
1.

1) L’insuline et la leptine : régulation a long-terme de la prise
alimentaire

L’insuline et la leptine sont le reflet de réserves ou d’apports énergétiques importants et

possedent un pouvoir anorexigéne puissant.
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a) Description des hormones

Au cours du 20°™ siécle, Gordon Kennedy propose pour la premiére fois que des
signaux circulants, sécrétés en proportion des stock de graisses corporelles, modulent la prise
alimentaire et la dépense énergétique (Kennedy 1953).

L’insuline est une hormone constituée de deux chaines peptidiques de 21 et 30 aa et
sécrétée par les cellules b des iléts de Langerhans du pancréas. Cette sécrétion est directement
contr6lée par la glycémie, et permet ainsi d’informer en temps réel I’organisme sur la
disponibilité de son principal substrat énergétique : le glucose. Les effets de I’insuline sont
médiés par le récepteur a I’insuline (famille des récepteurs a tyrosine kinase) et le récepteur a
I’IGF-1 (pour les concentrations importantes d’insuline). Les voies activées par la fixation de
I’insuline a son récepteur sont celles de la MAPK et de I’ «insulin receptor substrate »
(IRS)/Phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K). Outre son action sur le métabolisme glucidique,
I’insuline stimule la lipogenese dans le foie et le tissu adipeux et inhibe la lipolyse. Elle
possede également une action stimulatrice sur la synthése hépatique de triglycérides.
L’insuline est également impliquée dans d’autres fonctions, notamment la synthése protéique
musculaire et la plasticité synaptique (Plum 2006).

La leptine est une protéine de 167 aa libérée par le tissu adipeux en proportion de la
masse de celui-ci. Elle permet ainsi de renseigner I’organisme sur ses réserves en lipides. La
fixation de la leptine a son récepteur (famille des récepteurs de cytokines de classe 1) active
plusieurs voies de signalisation : la voie des Janus kinases (JAK), la voie « signal transducer
and activator of transcription » (STAT), la voie « 5’-AMP-activated protein kinase » (AMPK)
et enfin les voies MAPK et PI3K communes avec I’insuline (Niswender et al., 2003). La
leptine affecte le métabolisme lipidique par plusieurs voies centrales et périphériques (Havel
2004). Dans le muscle, elle stimule I’oxydation des acides gras par une activation de I’AMP-
activated protein kinase (Minokoshi et al., 2002). Elle joue également un rdle dans d’autres
fonctions, notamment la plasticité synaptique des neurones du noyau arqué (Bouret et al.,
2004 ; Pinto et al., 2004), la réponse inflammatoire et le développement osseux (Cohen 2006).

b) Régulation de I’expression et de la sécrétion des hormones

Il existe une boucle de rétrocontrdle entre ces deux hormones. En effet, I’insuline

stimule la synthése et la sécrétion de leptine par les adipocytes in vivo et in vitro (Saladin et
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al., 1995 ; Kolaczynski et al. 1996), et la leptine diminue la synthese et la sécrétion d’insuline
par les cellules B pancréatiques (Seufert 2004). Par ailleurs, de nombreux facteurs ont été
décrits comme modulant I’expression et la sécrétion de la leptine. Parmi ceux-ci, les
glucocorticoides et les cytokines les augmentent alors que I’AMPc, les thiazolidinediones, et
les agonistes B-adrénergiques les diminuent (Auwerx et al., 1998).

c) Action des hormones sur la prise alimentaire et mécanismes
impliqueés

Les ARN messagers codants pour les récepteurs a I’insuline et a la leptine sont
exprimés dans le noyau arqué (Mercer et al. 1996 ; Bruning et al. 2000) et I’administration
centrale de ces hormones réduit la prise alimentaire et le gain de poids (lkeda et al. 1986 ;
Halaas et al. 1997 ; Woods al. 1979). Le role critique de I’insuline et de la leptine dans la
régulation de I’homéostasie énergétique est clairement confirmé par les modéles génétiques
d’obésité et d’hyperphagie résultant d’une déficience totale de la leptine (souris ob/ob (Zhang
et al. 1994)), du récepteur a la leptine (souris db/db (Lee et al. 1996)) ou du récepteur
neuronal a I’insuline (souris NIRKO (Bruning et al. 2000)).

Le groupe d’Obici est parvenu a réduire significativement le signal hypothalamique de
I’insuline en injectant dans le troisieme ventricule un oligonucléotide antisens congu pour
inhiber I’expression du récepteur a I’insuline dans les noyaux proches. Il en résulte une rapide
hyperphagie associée a une augmentation de I’expression du NPY et de I’AgRP (Obici et al.
2002a). De plus, une injection icv d’insuline inhibe I’expression de NPY et d’AgRP (Plum et
al. 2006 ; Schwartz et al., 1992) et stimule I’expression de la POMC (Benoit et al., 2002),
confirmant I’action de I’insuline sur le systéme mélanocortinergique.

Par ailleurs, des travaux montrent que la leptine inhibe I’expression des genes du NPY
et de ’AgRP (Morisson et al., 2005) et stimule I’expression de la POMC (Schwartz et al.
2000; Ma et al. 2008), démontrant que la leptine agit également via le systeme
mélanocortinergique. Chez les rongeurs, la leptine stimule la sécrétion de TRH, alors que la
TRH inhibe la sécrétion de leptine (Garcia, 2002).

L’insuline et la leptine ont un double effet puisqu’elles stimulent les voies neuronales
anorexigenes tout en réprimant les circuits induisant la prise alimentaire (Schwartz et al.
2000). En effet, les travaux du groupe de Cowley (Cone et al. 2001 ; Cowley et al. 2001)

permettent de proposer un modele de régulation par la leptine des neurones a POMC et a
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NPY/AgRP du noyau arqué qui prend en compte les interactions entre les deux populations de
neurones ainsi que les phénoménes d’autorégulation s’exercant sur les deux systémes. La
leptine agirait ainsi & plusieurs niveaux sur les neurones a POMC et a AgRP (Figure I11).

Des études menées chez le rat montrent que selon I’état nutritionnel de I’animal, la
leptine exerce des effets différents sur la sécrétion de CRH, neuropeptide anorexigene. En
effet, a jeun, elle diminue I’expression du peptide et I’activité des neurones a CRH, alors qu’a
I’état nourri, elle les augmente (Ahima et al., 1996 ; Huang et al., 1998).

2) Les hormones intestinales

a) La cholécystokinine

La cholécystokinine (CCK) est un polypeptide dont il existe plusieurs isoformes
bioactives de notamment 58, 33, 22 ou 8 aa, nommées CCK58, CCK33, CCK22 et CCK8
respectivement et résultantes d'hydrolyses de la pré-procholécystokinine qui comporte 115
acides aminés (Rehfeld 2004 ; Rehfeld et al. 2001). Ces peptides sont sécrétés principalement
en périphérie par les cellules entéro-endocrines en réponse a l'arrivée de lipides et de protéines
dans la lumiere intestinale (Liddle et al. 1985). La CCK8 est également synthétisée au niveau
du systéeme nerveux central (Rehfeld et al. 2003). Il a été montré que, dans certaines
conditions, I’administration intraveineuse de CCK exogéne réduit la taille du repas et
augmente le rassasiement chez différentes espéces animales (Geary 2004) et chez I’Homme
(Kissileff et al. 1981 ; Lieverse et al., 1995 ; Gutzwiller et al. 2001).

Des études suggerent qu’une partie des effets de la CCK s’expliquerait par des
distensions gastriques (Kissileff et al. 2003) médiées par la sérotonine (Hayes et al. 2004).
Cependant, il a été montré qu’apres chirurgie du sphincter pylorique (Moran and McHugh
1988), la CCK conserve un effet anorexigene, qui disparait lors de la lésion du nerf vague
(Moran and Kinzig, 2004). Le mécanisme impliquerait en particulier la stimulation des
neurones a POMC présents dans le noyau du tractus solitaire, en réponse au signal généré par
la fixation de la CCK sur ses récepteurs spécifiques au niveau des terminaisons nerveuses des
afférences vagales (Appleyard S.M., 2005). De plus, les effets anorexigenes de la CCK sont
perdus chez des souris invalidées pour le géne du MC4-R ou chez lesquelles les récepteurs

aux mélanocortines sont blogués pharmacologiquement au niveau du tronc cérébral (Fan et
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al., 2004). Ces données confirment le rdle du systeme mélanocortinergique dans les effets de
la CCK sur le comportement alimentaire.

b) Le glucagon-like peptide-1

Le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) est une hormone produite par le tractus gastro-
intestinal en réponse a une prise alimentaire (Drucker et al. 2006). Il fait partie de la famille
des incrétines (hormones intestinales qui peuvent réguler les sécrétions pancréatiques). C’est
un polypeptide a effet anorexigéne constitué de 30 acides aminés, sécrété principalement par
les cellules L de l'iléon et du colon. Le principal effet du GLP-1, libéré en périphérie, est
d’induire la synthese d’insuline et sa sécrétion en réponse au glucose, et de réduire la
libération de glucagon en réponse au glucose (Bojanowska, 2005 ; Holst 2005). Une perfusion
intraveineuse de GLP-1 inhibe également la sécrétion et la motilité gastriques (Naslund et al.
1999b). Par ailleurs, des études chez I’Homme confirment que le GLP-1 diminue la prise
alimentaire de maniére dose-dépendante et augmente la dépense énergétique, chez des sujets
sains, obeses ou diabétiques (Gutzwiller et al. 1999a, Gutzwiller et al. 1999b ; Naslund et al.
1999a). D’autres travaux montrent qu’une perfusion intraveineuse d’exendine-4, un agoniste a
action longue du GLP-1, chez I’'Homme, est suivie d’une diminution de la prise alimentaire
(Edwards et al. 2001 ; Bray, 2006). Le récepteur au GLP1 a été identifié dans différentes aires
impliquées dans le contréle de I’appétit, incluant le noyau arqué et le PVN. De plus, la
perfusion de GLP-1 en icv chez le rat provoque une diminution de la prise alimentaire et une
perte de poids (Turton et al. 1996 ; Meeran et al. 1999). 1l a d’ailleurs été mis en évidence une
action du GLP-1 sur les neurones hypothalamiques de premier ordre. En effet, une injection
icv de GLP-1 chez des rats a jeun 48h atténue, d’une part, I’augmentation des taux d’ARNm
du NPY et de I’AgRP hypothalamiques, et d’autre part la diminution des taux d’ARNm de
POMC et CART hypothalamiques, induites par le jelne (Seo et al., 2008). Les auteurs
suggerent que le mécanisme impliquerait une abolition, par le GLP-1, de I’augmentation de
I’expression de la MAPK, voie de signalisation intracellulaire induite par le jelne dans les
neurones hypothalamiques concernés. L’hypothese d’une synergie avec la leptine a été
proposée, mais les mécanismes impliqués restent inconnus (Williams, 2006).
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c) LePYY

Le PYY, composé de 36 aa, est sécrété sous deux formes, i.e. PYY1-36 et PYY3-36,
principalement par les cellules endocrines L du tube digestif proportionnellement au contenu
énergétique du repas (Batterham et al., 2003). L’injection de ces peptides en périphérie
provoqgue une inhibition de la vidange gastrique chez I’Homme et le singe (Allen et al. 1984 ;
Moran et al. 2005). L’action du PYY au niveau central est encore débattue. En effet, tandis
qu’une administration icv de PYY provoque une augmentation de la prise alimentaire
(Kanatani et al. 2000), I’injection de PYY directement dans le noyau arqué de rongeur
provoqgue une diminution de la prise alimentaire (Batterham et al. 2002). Ce paradoxe semble
étre expliqué par I’existence de plusieurs récepteurs d’affinité variable pour le PPY, qui
seraient distribués de maniére hétérogene au sein de I’hypothalamus. En effet, le récepteur Y2
est exprimé sur les neurones du noyau arqué, tandis que les récepteurs Y1 et Y5 sont présents
dans le noyau paraventriculaire. Cependant, il a été largement montré que I’administration
périphérique de PYY3-36 réduit la prise alimentaire aussi bien chez I’animal que chez
I’Homme, obése ou sain chez lequel il prolonge également I’intervalle inter-repas (Moran et
al. 2005 ; Batterham et al. 2002 ; Batterham et al. 2003 ; Halatchev et al. 2004 ; Chaudhri et
al. 2006 ; Degen et al. 2005). L’effet anorexigéne du PY'Y disparait chez les souris invalidées
pour le géne du récepteur Y2 (Batterham et al. 2002), suggérant la fixation du PY'Y au niveau
du noyau arqué. Cependant, I’ARNm du récepteur Y2 a également été détecté au niveau du
NTS et du nerf vague suggérant que le PYYY agirait sur I’hypothalamus au moins en partie via
des afférences vagales ciblant le NTS (Gustafson et al. 1997 ; Koda et al. 2005). Cette
hypothése a été confirmée par d’autres études de dénervation (Abbott et al. 2005a). Par
ailleurs, des travaux de Batterham réalisés sur des souris invalidées pour le PYY suggérent
que ce peptide jouerait un réle dans I’effet anorexigéne des protéines alimentaires (Batterham
et al. 2006). En effet, les auteurs montrent que des souris invalidées pour le gene codant le
PYY, présentent une résistance a I’effet hypophagique des protéines et développent

rapidement une obésité.

3) La ghréline

La ghréline est un polypeptide orexigéne composé de 28 acides aminés, secrété en

majeure partie par I'estomac et, a un moindre degré, par différents organes : l'intestin, le
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pancréas, le rein, mais aussi I'nypothalamus et I'hypophyse (Cowley et al. 2003). La sécrétion
de ghréline est induite par le jeline et I’lhypoglycémie provoquée par I’insuline, tandis qu’elle
chute rapidement apres la prise d'aliments (Tschop et al. 2001). Par ailleurs, les patientes
anorexiques de I’étude de Tolle et coll. présentent un taux de ghréline plasmatique plus élevé
que les témoins (Tolle et al. 2003). Cependant la re-nutrition, chez ces femmes, normalise leur
taux de ghréline circulante, suggérant que celui-ci refleterait simplement I’état nutritionnel
des patientes. En effet, le poids ne semble pas étre un élément de régulation de la sécrétion de
ghréline et les auteurs suggerent plut6t le développement, chez les patientes anorexique, d’une
resistance a la ghréline.

L’administration périphérique de ghréline stimule rapidement la prise alimentaire
(effet a court-terme) (Wren et al. 2001) et inhibe I’utilisation des graisses (effet a long-terme)
(Strassburg et al. 2008). La ghréline joue en effet un réle important dans le métabolisme
adipocytaire et la gestion des lipides en induisant la lipogenese et en inhibant la lipolyse du
tissu adipeux blanc (Theander-Carrillo et al. 2006). 1l a été observé également que des souris
déficientes en ghréline ne développent pas d’obésité en réponse a un régime enrichi en
graisses. Par ailleurs, les effets de la ghréline sur le tissu adipeux sont abolis chez les souris
invalidées pour les récepteurs b-adrénergiques, suggérant un rble clef du systeme
sympathique. L’équipe de Rohner-Jeanrenaud a également mis en évidence, par comparaison
entre des souris nourries ad-libitum et des souris dont I’apport alimentaire a été
volontairement restreint, que cet effet a long-terme d’une perfusion chronique de ghréline sur
le tissu adipeux est indépendant de I’effet a court-terme sur la prise alimentaire. En accord
avec ces données, de récents travaux montrent que la perfusion périphérique d’un anticorps
dirigé contre la ghréline aboli I’induction de la prise alimentaire provoquée par I’insuline mais
ne semble pas affecter I’effet a long-terme de la ghréline sur la régulation de la balance
énergétique (Lu et al. 2009). Du fait de la présence du récepteur a la ghréline (GHS-R1a) au
niveau des neurones a AgRP/NPY, la ghréline pourrait agir au niveau de I'hypothalamus en
stimulant la biosynthese et la sécrétion de I’AgRP et du NPY, et en inhibant les neurones a
POMC (Lucidi et al. 2005 ; Takayama et al., 2007). Par ailleurs, le récepteur a la ghréline est
également présent au niveau des neurones afférents du nerf vague. Des travaux de Date et
coll. ont apporté la preuve de I’implication de ce mécanisme dans I’action centrale de la
ghréline (Date et al., 2002). En effet, les auteurs ont montré que I’injection intraveineuse de
ghréline chez des rats vagotomisés, ou dont les afférences vagales ont été spécifiquement
détruites, induit une perte de I’effet orexigéne de la ghréline associée notamment a une

absence d’activation des neurones a NPY. Par ailleurs, une perfusion intraveineuse de
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ghréline chez I’homme inhibe la sécrétion d’insuline, indicant mécanisme d’action de la
ghréline sur la prise alimentaire impliquant I’insuline (Broglio et al. 2003). D’autre part, une
perfusion icv chronique de ghréline augmente I’utilisation du glucose dans le tissu adipeux
induite par I’insuline, lors d’un clamp hyperinsulinémique-euglycémique chez la souris
(Theander-Carrillo et al. 2006).

4) Les glucocorticoides

Les glucocorticoides (GC) sont produits par la zone fasciculée de la corticosurrénale.
Les hormones biologiquement actives sont le cortisol et la corticostérone (chez I’Homme et
les rongeurs respectivement), produites a partir du cholestérol au cours de la stéroidogenése.
Ils sont sécrétés lors de stress physiologiques et lorsque I’organisme doit mobiliser ses
réserves énergétiques. Les GC favorisent I’accumulation des triglycérides (TG) via une
induction de la lipoprotéine lipase dans les adipocytes, dont ils stimulent la différenciation
(Ottosson et al., 1994). lls agissent également notamment sur la pression sanguine puisqu’ils
augmentent I’expression de I’angiotensinogéne et des récepteurs a I’angiotensine de type 1
(Sato et al., 1994), tout en réduisant la production des facteurs vasodilatateurs que sont les
prostaglandines et I’oxyde nitrique (Falardeau et al., 1989). Les GC ont également une action
anti-inflammatoire et immunodépressive (Fauci et al., 1975 ; Dhabhar et al., 1996, Cox et al.,
1982).

Depuis longtemps, la surrénalectomie est connue pour corriger les phénotypes
d’obésité, notamment chez des souris invalidées pour le géne codant pour la leptine (Solomon
et al., 1973 ; Makimura et al. 2000). Elle provoque une diminution de la prise alimentaire et
du poids corporel (Bellinger et al., 1979 ; Green et al., 1992), en augmentant la sensibilité a la
leptine et & I’insuline (Zakrzewska et al., 1997 ; Chavez et al., 1997). Les GC semblent
également jouer un rdle dans I’action du NPY, car I’absence de GC chez I’animal
surrénalectomisé annule la réponse a une administration chronique de NPY (Sainsbury et al.,
1997). Par ailleurs, chez le rongeur surrénalectomisé, le traitement par des GC provoque la
réapparition du phénotype obése, démontrant le réle permissif des GC dans le développement
de I’obésité (Sainsbury et al., 1997).
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3. Effets des nutriments et mécanismes d’action.

L’ingestion et I’absorption des différents nutriments initient le déclenchement de
signaux nerveux et hormonaux spécifiques. Mais les mécanismes complets ne sont pas encore

caractérisés.

a. Lipides alimentaires

De nombreuses études consacrées aux relations entre composition lipidique du régime
et régulation pondérale suggerent que les lipides entrainent plutét un effet délétere sur
I'équilibre énergétique, tout au moins lorsque leur apport alimentaire est élevé. 1l a été montré
que la prise calorique sur 24h chez les rats soumis a un régime riche en graisses est doublée
par rapport a des rats nourris par un régime standard (Cruciani-Guglielmacci et al., 2004). Par
ailleurs, d’autres etudes ont montré que la prise d’un « pré-repas » lipidique, comparé a un
« pré-repas » équi-calorique pauvre en lipides, induit significativement la prise alimentaire de
40 a 50% pour le repas suivant (Gaysinskaya et al., 2007). Les auteurs suggérent que I’effet
serait principalement di a I’augmentation de la libération, dans I’hypothalamus, des hormones
orexigéniques, notamment les orexines.

Chez la souris, un régime pauvre en lipides induit I’expression de I’AgRP tandis
qu’une régime riche en lipides diminue I’expression de I’AgRP, sans modifier I’expression de
NPY (Staszkiewics et al., 2007). De plus, d’autres travaux ont montré qu’un régime riche en
graisses et pauvre en hydrates de carbone diminue I’expression du géne de la POMC
d’environ 45% dans le noyau arqué, suggérant un mécanisme d’induction de la prise
alimentaire par les lipides (Kinzig et al. 2005). Ceci est associé également a une diminution
des taux de leptine et de ghréline circulants, et une augmentation de I’insulinémie (Kinzig et
al. 2005). Par ailleurs, une étude montre qu’un régime riche en graisses active, via
I’augmentation des lipides circulants, la libération dans le PVN de galanine, peptide connu
pour ses effets orexigénes (Leibowitz, 2005).

Cependant, il a été montré qu’une injection icv d’acide oléique (acide gras
monoinsaturé) inhibe la prise alimentaire (Obici et al. 2002b), suggérant que la nature des
acides gras jouerait un role important dans I’effet global des lipides alimentaires.
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b. Glucose et « signal glucose portal »

Il a été observé, a la fois chez le rat et 'Homme, que les repas spontanés sont précédés
d'un profil glycémique typique qui consiste en un léger fléchissement. En effet, la détection
des variations de la glycémie par différentes cellules nerveuses va permettre I'organisation des
comportements ingestifs.

I a été montré chez la souris a jeun qu’une perfusion intrapéritonéale de glucose réduit
la prise alimentaire par réversibilité de I’activation des neurones du noyau arqué induite par le
jelne (Becskei et al. 2008). De plus, le glucose participe aux mécanismes de la satiété par
I'intermédiaire des hormones et médiateurs qu'il mobilise, en particulier I’insuline, hormone
anorexigene.

Par ailleurs, le glucose per se est une molécule « signal » clef, détectée en veine porte
et capable de diminuer la prise alimentaire (Thorens and Larsen, 2004). Plusieurs travaux
réalisés des les années 70-80 montraient déja que des perfusions de glucose spécifiquement en
veine porte induisent une diminution de la prise alimentaire chez le rat et le chien (Tordoff
and Friedman, 1986 ; Tordoff et al., 1989 ; Russek 1970 ; Langhans et al., 2001). Des études
par stimulation de la branche hépatique du nerf vague ont révélé la transmission du « signal
glucose portal » jusqu’au noyau du tractus solitaire (Adachi et al., 1981 ; Adachi et al., 1984).
Des perfusions de glucose a différents niveaux de la veine porte, i.e. a la sortie de I’intestin et
a I’entrée du foie, ont permis de mettre en évidence la présence d’ « unités » sensibles au
glucose spécifiqguement dans la veine porte (Hevener et al., 1997 ; Hevener et al., 2001).
Ainsi, des faibles variations de la glycémie peuvent étre détectées au niveau de la veine porte,
créant ainsi un signal, qui transite via le nerf vague et provoque in fine une diminution de la
prise alimentaire.

Le glucose étant un fort signal contrélant la prise alimentaire, les mécanismes régulant
sa concentration plasmatique, en particulier dans la veine porte, et sa production, sont donc
majeurs dans la compréhension du contrdle de la prise alimentaire.

Notre hypothése de travail est que les régimes protéiques pourraient induire de telles
modifications du métabolisme glucidique et participer ainsi a I’effet anorexigene des protéines

alimentaires.
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c. Protéines alimentaires

Les protéines sont connues depuis longtemps pour induire la satiété. En effet, en 1955,
Fryer et al. observent déja que des sujets nourris par un régime pauvre en protéines (13%)
avaient « continuellement faim », tandis qu’un régime pauvre en glucose (et riche en
protéines) les satisfaisait mieux. Les études de consommation effectuées au cours de
différents travaux ont confirmé ces premiéres données subjectives (Louis-Sylvestre 2002).
D’autres études confirment que les protéines diminuent la sensation de faim et
consécutivement la prise alimentaire chez I’animal et chez I’Homme (Barkeling et al. 1990 ;
Booth et al., 1970 ; Jean et al., 2001 ; Rolls et al., 1988). Des travaux ont par ailleurs montré
qu’un régime riche en protéines induit I’expression du gene codant la POMC dans le noyau
arqué et I’expression du gene du NPY dans le noyau dorso-médian de I’hypothalamus, sans
modification des taux de leptine et de ghréline plasmatiques (Kinzig et al, 2007).

Cependant, les mécanismes impliqués dans I’effet anorexigéne des protéines n’ont
jusgu’a présent pas été complétement élucidés. Un certain nombre de travaux ont cependant
permis d’écarter plusieurs hypothéses sur I’origine de I’effet anorexigene des protéines. En
effet, I’effet anorexigéne ne semble étre d0 ni simplement & un mécanisme d’aversion
(L’Heureux-Bouron et al., 2004b), ni a la distension de I’estomac provoquée par I’ingestion,
induite par le régime riche en protéine, de quantités d’eau plus importantes (L’Heureux-
Bouron et al., 2004a). La palatabilité des aliments ne semble pas non plus étre un élément
déterminant dans I’effet anorexigene des protéines (L’Heureux-Bouron et al., 2004a,
Mithieux et al. 2005).

II. Homéostasie glucidique

Le glucose est la principale source d’énergie de I’organisme. 1l est donc nécessaire de
maintenir une glycémie constante et suffisante pour fournir cette énergie a I’ensemble des
tissus. En effet, certains tissus comme le cerveau, les globules rouges, la région médullaire du
rein, le cristallin et le muscle en contraction rapide ont besoin d’un approvisionnement
continu en glucose. La notion d’homéostasie glucidique a été confirmée par Mann et Magath
en 1924 (Mann and Magath, 1924). En dehors des périodes de repas, lorsque I’intestin

n’absorbe plus de nutriments, une production de glucose se met en place au sein des trois
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tissus glucoformateurs pour assurer le maintien de la glycémie. Cette stabilité est assurée en
grande partie par le foie qui stocke ou libére du glucose sous I’action de meécanismes
endocriniens (insuline, glucagon, catécholamines), metaboliques (nutriments) ou nerveux.
Dans certaines conditions d’insulinopénie, le rein et, plus récemment, I’intestin, sont apparus
comme d’importants régulateurs de I’homéostasie glucidique (Stumvoll et al. 1997 ; Croset et
al. 2001 ; Gerich al. 2001)

1. Production endogéne de glucose : les trois tissus glucoformateurs

a. Généralités

Le foie est généralement considéré comme étant le principal organe producteur de
glucose (Mittelman and Bergman, 1998). 1l contribue en effet a pres de 80% de la production
endogene de glucose (PEG) a I’état post-absorptif (5 a 6 heures de jeline). La production
hépatique de glucose (PHG) mobilise les deux voies métaboliques impliquées dans la PEG :
la glycogénolyse en premier lieu, puis la néoglucogenése (Nordlie et al., 1999).

La caractérisation de la PEG au cours du jelne prolongé a été révélatrice du role
majeur du rein et de I’intestin dans I’homéostasie glucidique (Mithieux et al., 2006 ; Owen et
al., 1969).

En effet, la production rénale de glucose (PRG) représenterait 20 et 45% de la PEG
chez les rats a I’état post-absorptif et & jeun 24h respectivement (Kida et al., 1978), proportion
qui se maintient lorsque le jelne se prolonge (Mithieux et al., 2006). A I’état post-absorptif
chez I’Homme, I’importance de la PRG reste sujette a controverse et varierait de 5% a 20%
(Cersosimo et al., 1999 ; Ekberg et al., 1999). Au cours du jelne prolongé de jeunes obeses (3
semaines), il a été suggéré que le rein contribuerait a la moitié environ de la PEG (Owen et
al., 1969).

En situation post-absorptive, la contribution de I’intestin & la PEG est trés faible,
inférieure a 10%. Celle-ci devient majeure dans les situations de jeline prolongé et peut
s’elever jusqu’a 20 et 35% de la PEG chez les rats a je(n pendant 48h et 72h respectivement
(Croset et al. 2001 ; Mithieux et al. 2004a). Ainsi, lorsque le jelne se prolonge, le foie
diminue sa production et est relayé par les deux organes néoglucogéniques, dans lesquels la
voie de la néoglucogenese est largement majoritaire, la quantité de glycogéne étant

négligeable dans ces tissus.
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L’ importance des organes extra-hépatiques dans le maintien de la PEG a été confirmée
durant la phase anhépatique d’une transplantation de foie chez I’'Homme (Battezzati et al.
2004).

b. R6le majeur de la glucose-6-phosphatase dans la production
endogéne de glucose.

Les études de Cori et coll. ont permis de mettre en évidence la présence d’une
phosphatase qui permet au glucose-6-phosphate (G6P) d’étre dégradé en glucose, lequel est
ensuite libéré dans le sang (Cori et al., 1939) (Figure 1V). De Duve et coll. purifient
partiellement cette phosphatase (la glucose-6-phosphatase (Glc6Pase)) qui catalyse
I’hydrolyse du glucose-6-phosphate (G6P) en glucose et phosphate inorganique, et montrent
plus tard qu’elle est localisée dans le réticulum endoplasmique (de Duve et al., 1949).
L’existence de mutations de la Glc6Pase responsables des glycogénoses de type 1 (ou maladie
de Von Gierke) apporte la preuve de son rdle essentiel dans la libération du glucose dans la
circulation sanguine. En effet, la perte d’activite Glc6Pase chez les patients atteints de ces
désordres métaboliques héréditaires se traduit notamment par de sévéres hypoglycémies et
une accumulation de glycogéne hépatique (Burchell, 1990). La Glc6Pase confere aux tissus
qui I’expriment, i.e. le foie, le rein et I’intestin, la capacité de libérer du glucose dans la
circulation sanguine (Adrogue, 1992 ; Mithieux, 1997, Mittelman and Bergman, 1999 ; Rajas
et al., 1999). La Glc6Pase est un complexe comprenant une sous-unité catalytique (G6PC) et
une sous-unité responsable du transport de G6P a travers la membrane du réticulum
endoplasmique (GIc6PT) (van Schaftingen et al., 2002). Ce modele est confirmé par
I’existence de seulement deux formes de glycogénose 1 (pathologie associée a un défaut de
I’activité Glc6Pase) dues a des mutations, soit dans le gene de la G6PC (glycogénose 1a), soit
dans le gene de la G6PT (glycogénose 1b) (Veiga-da-Cunha et al., 2000).

c. Synthése de glucose a partir du glycogene : la glycogénolyse

Le foie a longtemps été considéré comme le tissu glucogénique exclusif, du fait de sa

participation majeure dans la PEG, en situation physiologique post-absorptive. En effet, au
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X1Xeéme siecle, Claude Bernard découvre la « fonction glycogénique du foie » et introduit
I’idée d’une fabrication chimique de « sucre » dans le foie et désigne la substance hépatique a
I’origine de ce sucre par le nom de « matiére glycogéne » (Bernard, 1850). Plus tard, il purifie
« cet amidon animal » et présente sa méthode de préparation peu différente de celles encore
utilisées de nos jours (Bernard, 1857). Ce glycogéne hépatique constitue une réserve de
glucose rapidement mobilisable. En effet, la dégradation du glycogene par la glycogéne
phosphorylase active libére directement une molécule de glucose-1-phosphate (Figure 1V).
Cette enzyme constitue le site majeur de la régulation de la glycogénolyse. Contrairement aux
muscles squelettiques, dans lesquels le glucose-1-phosphate est pris en charge pour fournir
immédiatement de I’énergie via la glycolyse, le foie exprime la Glc6Pase qui lui permet de
produire du glucose a partir de G6P et de le libérer dans la circulation sanguine. Le foie a la
capacité de capter le glucose issu de I’absorption intestinale et apporté par la veine porte, de le
stocker sous forme de glycogéne et de le restituer ainsi par la voie de la glycogénolyse pour le
redistribuer rapidement aux autres tissus par I’intermédiaire de la circulation systémique
(Nordlie and Arion, 1964). Ainsi, au cours des premieres heures de je(ne, le foie est le
premier organe a étre mis en jeu car il maintient la glycémie en puisant dans ses réserves de
glycogene.

Lorsque le jeline se prolonge, le foie, de méme que le rein et I’intestin, synthétisent de

novo du glucose par la voie de la néoglucogenése.

d. Synthése de glucose a partir de substrats non glucidiques : la
néoglucogenese

Des travaux de Claude Bernard, résumés dans un ouvrage publié en 1877, ont
contribué aussi bien a la notion de néoglucogenése qu’a celle de glycogénogenése (Bernard,
1877).

La voie de la néoglucogenése est la synthése de novo de glucose a partir de
précurseurs non glucidiques (Figure 1V). Déja en 1937, en étudiant le devenir du lactate et du
pyruvate dans le cortex rénal, Benoy et Elliott mettent en évidence que ces composes ne sont
pas uniquement oxydes, mais qu’ils seraient précurseurs, en plus d’autres métabolites, d’une
néosynthése d’hydrates de carbone (Picckard, Benoy and Elliott, 1937). En effet, le pyruvate
issu de I’oxydation du lactate par le métabolisme anaérobie, le glycérol issu de la lipolyse
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adipocytaire, et certaines acides aminés libérés par la protéolyse musculaire, constituent les
principaux subtrats néoglucogéniques in vivo (Stumvoll et al., 1998a).

Par ailleurs, la glutamine et I’alanine, deux acides aminés circulants les plus
importants quantitativement, représentent également les subtrasts néoglucogéniques
majoritaires chez I’Homme et I’animal (Stumvoll et al. 1997 ; Tessari and Garibotto, 2000). 11
existe vis-a-vis de ces deux substrats une sélectivité des organes utilisateurs.

Stumvoll et coll. ont en effet montré chez I’Homme que la synthése de glucose a partir
d’alanine se produit principalement dans le foie (Stumvoll et al., 1998a). A I’état post-
absorptif, ce dernier ne capte pas ou peu de glutamine contrairement au rein ou a I’intestin
(Felig et al., 1973). Des travaux montrent cependant une augmentation du captage hépatique
de glutamine chez des sujets post-absorptifs sains perfusés par du glucagon a des
concentrations mimant celles mesurées en situation d’hypoglycémie (Stumvoll et al., 1998b).

Des travaux ont mis en évidence que le rein utilise préférentiellement la glutamine
comme précurseur néoglucogénique, plutét que I’alanine (Stumvoll et al., 1998a). Le fait que
la glutamine est majoritairement utilisé dans le rein, et peu dans le foie, s’explique par
I’existence de deux isoformes de la glutaminase aux propriétés cinétiques différentes et
exprimées de maniére tissu-spécifique (Curthoys et al. 1995). Cependant, plusieurs études
combinant I'utilisation de précuseurs néoglucogéniques marqués et la mesure de la balance
glycémique artérioveineuse rénale ont permis de mettre en évidence que le rein utiliserait
plutét le lactate comme substrat néoglucogénique (Cersosimo et al., 2000 ; Meyer et al.,
2002).

Windmueller et Spaeth ont mis en évidence que I’intestin gréle constitue un site
majeur d’utilisation de la glutamine et que le métabolisme entérocytaire de celle-ci conduit a
la production d’alanine dans la veine porte (Windmueller and Spaeth, 1974 ; Windmueller,
1984). En outre, notre groupe a démontré que I’intestin utilise la glutamine comme principal
substrat néoglucogénique chez le rat, et que cette voie de synthese contribue également a la
production d’alanine et de lactate, les deux principaux précurseurs néoglucogéniques
hépatiques (Croset et al., 2001 ; Mithieux 2004).

Ces différentes données soulignent I’existence d’interrelations complexes et de

coopérations entre les trois organes néoglucogéniques, notamment en terme de substrats.
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I11. Régulation du métabolisme glucidigue

Aussi bien une hypoglycémie qu’une hyperglycémie chronique, peuvent avoir de
lourdes conséquences sur les tissus et leur métabolisme. Aussi, de nombreux mécanismes
permettent de réguler finement I’utilisation et la production du glucose, et de normaliser au
mieux le taux de glucose plasmatique.

Parmi les désordres métaboliques rencontrés chez les patients diabétiques, la
dysrégulation de la production endogéne de glucose, qui fait suite a I’instauration de
I’insulino-résistance, reste la cause majeure du développement de la maladie (Ferrannini and
Groop, 1989 ; Granner and O’Brien, 1992). En effet, un exces de production hépatique de
glucose est associé a I’hyperglycémie chez les patients diabétiques de type 2 (Clore et al.
2000). Une étude tres probante a montré que la simple surexpression de la G6PC au niveau
hépatique par une technique adénovirale, chez le rat, est suffisante a I’instauration
d’anomalies métaboliques associées a un état de pré-diabete (Trinh et al., 1998).

1. Réqulation par I’insuline

En période d’absorption alimentaire, I’apport de glucose par I’intestin va stimuler la
sécrétion d’insuline par les cellules 3 du pancréas, au sein des flots de Langerhans. L'insuline
sécrétée va diminuer la concentration plasmatique de glucose en inhibant la PEG d’une part et

en induisant le captage et I’utilisation de glucose par les tissus d’autre part.

a. Inhibition de la production endogéene de glucose

1) Voies de signalisation de I’insuline

La fixation de I’insuline sur son récepteur induit la phosphorylation des résidus
tyrosine de ses substrats, en particulier des protéines IRS. Cette activation déclenche deux
voies principales de signalisation impliquant la PI3K d’une part, et les MAPK d’autre part.

La voie de signalisation induite par la PI3K régule principalement les effets

métaboliques de I’insuline via la phosphorylation de la « protein kinase B » (PKB), tandis que
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la voie des MAPK contrdle majoritairement les effets de prolifération et de différenciation par

de Il'insuline.

2) Action de I’insuline sur les enzymes de la glycogenolyse

L’insuline induit la phosphorylation de la glycogéne synthase Kinase, via la
phosphorylation de la PKB, favorisant ainsi I’activation de la glycogéne synthase, et la
synthése de glycogéne. L’insuline induit également la « protein phosphatase 1», ce qui
permet I’inhibition de la glycogene phosphorylase. L’insuline stimule ainsi le stockage de
glycogéne hépatique (Bollen et al., 1998).

3) Mécanisme général d’action de I’insuline sur les enzymes de la
néoglucogenése

Des études ont montré, par le biais de clamp hyperinsulinémique euglycémique chez
des patients obéses, que I’insuline inhibe fortement la PEG (Prager et al. 1986). L’action de
I’insuline prend place au niveau de la transcription des génes, et au niveau de I’activité des
enzymes-clefs de la néoglucogenése. L'insuline inhibe ainsi la transcription de la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et de la Glc6Pase par I'intermédiaire d'un
élément de réponse a l'insuline (IRE) (Streeper et al. 1997 ; Onuma et al. 2008 ; O’Brien et al.
2001 ; Foufelle and ferre 2002). Le mécanisme implique la voie de la PI3K, dont les
inhibiteurs abolissent I’action de I’insuline sur les génes néoglucogéniques (Agati et al. 1998 ;
Dickens et al. 1998), et dont la surexpression de la sous-unité catalytique est suffisante pour
inhiber I’expression de ces génes (Miyake et al., 2002). De plus, I'utilisation d’un inhibiteur
spécifique a la PKB a permis de démontrer I’implication de cette voie de signalisation dans
I’inhibition du géne de la G6PC par I’insuline (Logie et al. 2007). La mutation des IRS abolit
I'inhibition du gene de la G6PC par l'insuline (Schmoll et al. 2000 ; Streeper et al. 1998). Le
mécanisme moléculaire implique le facteur de transcription Foxol dont la liaison au
promoteur a été démontré par immunoprécipitation de la chromatine (Vander Kooi et al.
2003). L'insuline induit la translocation de Foxol dans le cytoplasme annulant ainsi son
activité transcriptionnelle. Par ailleurs, el Maghrabi et coll. ont montré que I’insuline inhibe la
transcription de la fructose-1,6-bisphosphatase (el Maghrabi et al. 1988).
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L’insuline contrble également I’activité de la fructose-1,6-bisphosphatase via la
régulation de la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (6P2K/F2,6BPase).
Cette derniere est & I’origine de la production de fructose-2,6-bisphophate (F2,6BP), puissant
inhibiteur allostérique de la fructose-1,6-bisphosphatase (Pilkis et al. 1981 ; Van Schaftingen
et al., 1981). En effet, la phosphorylation de la 6P2K/F2,6BPase dépend de la concentration
d’AMPc (Kurland et al., 1995). Le mécanisme d’action de I’insuline impliqgue notamment
I’activation de I’AMPc-phosphodiestérase par la PI3K, conduisant a une diminution de la
concentration intracellulaire d’AMPc (Bollen et al., 1998). En accord avec ces données, Wu
et coll. montrent que la surexpression d’un mutant de la 6P2K/F2,6BPase présentant un
déficit de I’activité phosphatase, chez la souris, conduit a une baisse de la glycémie

consécutive a une diminution de la PHG (Wu et al., 2001).

4) La néoglucogenese extra-hépatique est sensible & I’insuline

a) Effet de I’insuline sur la production rénale de glucose

Chez le chien, comme chez I’'Homme, il a été démontré que I’utilisation rénale de
glucose est augmentée en réponse a une perfusion intrarénale d’insuline (Cersosimo et al.
1994 ; Cersosimo et al. 1999). Cependant, il est mentionné que la perfusion d’insuline ne
diminuerait pas I’utilisation par le rein de ses principaux substrats néoglucogéniques. Ceci
s’expliquerait par un « shunt » des substrats de la voie de la néoglucogenese vers la voie de
I’oxydation (Meyer et al. 1998). Par ailleurs, notre groupe a montré que I’induction de la
Glc6Pase rénale par le diabéte et le jeline prolongé (situations insulinopéniques), chez le rat,
est totalement abolie par I’insuline (Mithieux et al., 1996) confirmant que, comme dans le
foie, I’expression d’un gene régulateur majeur de la néoglucogenése rénale est sensible a

I’insuline.

b)  Effet de I’insuline sur la production intestinale de glucose

La production intestinale de glucose est observable notamment en situations
d’insulinopénies telles que le jetine prolongé et le diabéte induit, situations pendant lesquelles

I’expression de la Glc6Pase et celle de la PEPCK intestinales sont induites (Croset et al. 2001,
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Mithieux et al., 2004a). D’autre études montrent que ces taux d’expression sont normalisés
par un traitement & [I’insuline, confirmant que, comme dans le foie et le rein, la
néoglucogenese intestinale est sensible a I’insuline, au moins a travers I’expression des genes
(Rajas et al. 1999 ; Rajas et al. 2000).

5) Autres régulations de la production de glucose par I’insuline

Outre I’action directe de I’insuline sur les enzymes néoglucogéniques, I’insuline
régule la PEG par le contrdle de I’apport de ses substrats néoglucogéniques. En effet, il a été
démontré notamment que I’insuline, par son action antilipolytique, réduit I’apport d’acides
gras libres et de glycérol au foie (Coppack et al. 1994) et qu’elle limite I’apport par les
muscles de substrats néoglucogéniques tel que I’alanine (Freyse et al. 1987).

Enfin, Iinsuline est aussi connue pour inhiber la sécrétion de glucagon (Unger et al.,
1985 ; Stevenson et al. 1987 ; Mittelman et al. 1997), ce qui constitue un autre effet indirect
de la suppression la PEG.

Par ailleurs, des travaux ont mis a jour une inhibition de la production hépatique de
glucose par I’insuline via le systéme nerveux central. En effet, une injection icv d’insuline
induit une diminution de la production hépatique de glucose (Obici et al., 2002c). Le groupe
de Rossetti a démontré que cette action hypothalamique de I’insuline sur I’expression des
génes néoglucogéniques hépatiques (Glc6Pase et PEPCK) impliquait des canaux potassium
ATP-dépendant au niveau central (Pocai et al., 2005). De plus, I’effet central de I’insuline
dépend des branches efférentes du nerf vague (Choudhury et al. 2005) et des neurones qui co-
expriment I'AgRP et le NPY. En effet, chez la souris, I'invalidation du récepteur a I'insuline
spécifiqguement dans les neurones a AGRP/NPY annule la suppression de la PHG induite par

I'insuline lors d'un clamp hyperinsulinémique euglycémique (Koénner et al. 2007).

b. Stimulation de I’utilisation périphérique de glucose

L’insuline stimule I'utilisation de glucose grace a I’activation de la glycolyse et a
I’augmentation du captage de glucose dans le muscle et le tissu adipeux. L’activation de la
glycolyse dans le foie porte sur une activation allostérique de la phosphofructokinase-1 (Pilkis
et al., 1981) par le fructose-2,6-bisphosphate (F2,6PB), comme décrit précédemment. La
production de F2,6BP est induite par I’insuline via I’inhibition de la phosphorylation AMPc-
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dépendante de la 6-phosphofructokinase-2/fructose-2,6-bisphosphatase (6P2K/F2,6BPase).
Par ailleurs, I'expression de la glucokinase est induite directement par l'insuline via SREB1c
(lynedjian et al. 1988 ; lynedjian et al. 2000 ; Kim et al., 2004) et indirectement par le
F2,6BP. En effet, des approches adénovirales impliquant des formes mutées de la
6P2K/F2,6BPase, chez la souris, démontrent une induction de I’expression du géne de la
glucokinase par le F2,6BP (Wu et al., 2004).

Dans les cellules musculaires et adipeuses, la liaison de I’insuline a son récepteur, et la
stimulation de la voie PI3K, stimule le captage du glucose en provoquant la mobilisation
rapide et réversible du transporteur de glucose GLUT-4 a la membrane plasmique (Zorzano et
al., 1996). L activation de la glycolyse par I’insuline prend également place dans ces tissus
(Culbert et al., 2002 ; Diabetes et al., 2004 ; Vasta et al., 1989). L’insuline induit également la
glycogene synthase par déphosphorylation de I’enzyme (Cohen P. 1993). Le mécanisme n’a
pas eté clairement mis en évidence mais semble impliqué la voie de la PI3K et PKB
(Lawrence et al. 1997 ; Wojtaszewski et al. 1999).

2. Autres régulations hormonales

Plusieurs autres hormones libérées en situations de stress, de pathologie, ou de jelne, ont une

action importante sur le métabolisme glucidique.

a) Le glucagon

Le glucagon est synthétisé par les cellules o du pancréas. Il est libéré lorsque la
glycémie est basse et a pour réle principal de stimuler la production hépatique de glucose.
L’administration de glucagon éleve le taux de glucose chez I’animal a jeun et nourri
(Cherrington 1999). Une revue de Jiang et Zhang rappelle le role majeur de cette hormone
dite « contre-régulatrice » dans I’induction de la PHG, et décrit les différents mécanismes
d’action impliqués (Jiang and Zhang 2003). Le glucagon se fixe a un récepteur
transmembranaire couplé aux protéines G (Jelinek et al. 1993) identifié dans de nombreux
tissus tels que le foie, le cerveau, le rein, I’intestin et le tissu adipeux (Burcelin et al. 1996),
mais son rdle n’est aujourd’hui bien caractérisé que dans le foie. Comme I’insuline, le

glucagon agit a la fois sur la transcription et sur I’activité des enzymes impliqués dans la
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production hépatique de glucose. Par I’intermédiaire des voies de signalisation impliquant
I’AMPc et le Ca2+, I’action du glucagon se traduit par une activation de la glycogene
phosphorylase et une inhibition de la glycogéne synthase, via phosphorylation de ces enzymes
par la protéine kinase A (PKA). De plus, des études ont montré que le glucagon inhibe la
phosphofructokinase 1 et active la fructose-1,6-biphosphatase, via le F2,6PB dont la
production est induite par I’AMPc (cf paragraphe sur I’action de I’insuline) (Pilkis et al.
1988).

Par ailleurs, une étude réalisée in vivo et in vitro a montré I’existence d’un mécanisme
d’activation a court terme de la Glc6Pase par le glucagon (Ichai et al. 2001). Le glucagon
stimule ainsi I’hydrolyse du G6P et augmente la production hépatique de glucose. Cette
activation prendrait place au niveau de la Glc6Pase et serait sensible a la température
(Guillam et al. 1998).

Les mécanismes de régulation transcriptionnelle du glucagon font intervenir la PKA.
La PKA est capable de phosphoryler certains facteurs de transcription, tels que CREB (CAMP
responsive element binding protein), qui participent & la régulation d’expression de genes
impliqués dans la production de glucose. En effet, CREB interagit avec d’autres facteurs de
transcription tels que HNF4 (hepatic nuclear factor 4) et C/EBP (CAAT/ enhancer binding
protein) pour induire la transcription du gene de la Glc6Pase dans le foie (Gautier-Stein et al.
2005) et I’intestin (Gautier-Stein al. 2006) et de la PEPCK dans le foie (Croniger et al. 1998).

Cependant, le glucagon ne stimule pas la néoglucogenése dans le rein de rat perfusé
isolé (Bowman 1970). Il a également été démontré qu’une perfusion de glucagon a un taux
équivalent a celui mesuré lors d’une hypoglycémie, ne stimule pas la synthése de glucose

dans le rein, que ce soit chez I’Homme ou chez I’animal (Gustavson et al. 2004).

b) Les glucocorticoides

Un déficit en cortisol se caractérise en partie par une perte de poids et une
hypoglycémie chronique alors qu’un exces produit une obésité et une intolérance au glucose
(Andrews and Walker 1999). Les effets des GC in vivo se caractérisent par I’induction d’une
insulino-résistance périphérique et d’une augmentation de la néoglucogenese hépatique
(Dinneen et al. 1993). L’injection de GC in vivo augmente I’activité de la Glc6Pase de 40%
dans le foie de rats témoins et surrénalectomisés (Ashmore et al., 1956 ; Nordlie et al., 1965).

L’administration de GC induit également la transcription de la G6PT (Hiraiwa and Chou,
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2001). En accord avec ces données, la dexaméthasone, une hormone glucocorticoide de
synthése, augmente la quantité d’ARNm de la G6PC, I’activité promotrice du géne de la
G6PT, et finalement I’activité du complexe Glc6Pase dans les cellules hépatomateuses
(Garland et al., 1986 ; Kallwellis-Opara et al., 2003 ; Schmoll et al., 1996). Les GC activent
également la transcription de la PEPCK par stabilisation du complexe glucocorticoide-
récepteur de type Il en présence de facteurs de transcription accessoires tels que HNF3[,
HNF4 ou encore C/EBP (Scott et al., 1998 ; Stafford et al., 2001 ; Mink et al. 1997 ; Hanson
et al.,, 1997). La transcription de la Glc6Pase est également induite par les GC, par
I’intermédiaire de leur récepteur et de facteurs accessoires (Foxo, HNF-1 et CREB) (Lin et
al., 1998 ; Vander Kooi et al., 2005). Ce role des GC a éte confirmé par une étude montrant,
chez des souris invalidées pour le gene codant le récepteur aux GC, I’absence d’induction de
I’expression des génes néoglucogéniques par le jeline (Opherk et al., 2004). Contrairement
aux effets immédiats provoqués par les catécholamines et le glucagon, I’action des GC sur la
production hépatique de glucose nécessite plusieurs heures (Corssmit et al. 2001).

Par ailleurs, les GC inhibent le captage et I'utilisation du glucose par les tissus
périphériques, en partie par une inhibition directe du transport du glucose dans la cellule. Ces
données sont confirmées par des études menées a I’aide d’antagonistes du récepteur aux GC,
montrant qu’une perfusion de ces antagonistes provoque une diminution de la production

hépatique puis une augmentation du captage périphérique de glucose (Zinker et al. 2007).

b. L’adrénaline et la noradrénaline

L’adrénaline est sécrétée par les glandes surrénales sous I’action du systeme nerveux
sympathique (SNS), tandis que la noradrénaline est libérée directement par les terminaisons
nerveuses sympathiques. Ces deux hormones se lient ensuite aux récepteurs
transmembranaires o et B. Dans une situation d’hypoglycémie induite par I’insuline,
I’adrénaline augmente fortement la production endogene de glucose en stimulant I’activité
Glc6Pase hépatique (Bady et al. 2001). Il a également été montré que I’adrénaline stimule la
sécrétion de glucagon et inhibe la sécrétion d’insuline amplifiant ainsi le mécanisme de
régulation de la PEG (Nonogaki 2000). La noradrénaline jouerait un role beaucoup moins
important que I’adrénaline in vivo (McGuinness et al. 1997). Par ailleurs, I’action de ces
hormones contre-régulatrices sur le rein est controversée (Gustavson et al. 2004). En effet,
d’aprés McGuinness et coll., I’adrénaline n’est pas nécessaire pour I’augmentation de la
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production rénale de glucose (McGuinness et al. 1997). Par contre, Cersosimo et coll. ont
démontré que la sécrétion de ces hormones en réponse a I’hypoglycémie induite par I’insuline
augmenterait la production rénale de glucose (Cersosimo et al. 1997 ; Cersosimo et al., 1999).
En outre, dans la méme situation, le blocage des récepteurs [-adrénergiques inhibe la
production rénale de glucose, impliquant I’adrénaline comme effecteur majeur (Cersosimo et
al. 1998).

c. Les autres hormones

L’injection intracérébroventriculaire et périphérique de leptine conduit & une induction
de I’expression du géne de la Glc6Pase dans le foie (Liu et al., 1998). L’ablation du tissu
adipeux viscéral (diminution du taux de leptine) chez les souris obéses inverse I’état
d’insulino-résistance et normalise la régulation des genes par I’insuline. En effet, I’expression
du géne codant pour la Glc6Pase est plus faible chez les souris opérées par rapport aux souris
non opérées (Barzilai et al., 1999).

L’adiponectine inhibe I’expression du gene de la Glc6Pase via I’activation de I’ AMPK
(Andreelli et al., 2006 ; Yamauchi et al., 2002 ; Lochhead et al. 2000).

3. Réle des systemes nerveux symphatigue et parasympathigue

De nombreuses études ont mis en évidence les liens existants entre le systéme nerveux central
(SNC) et le métabolisme des hydrates de carbone (Nonogaki and Iguchi 1997).
L’hypothalamus est considéré comme la région cruciale du SNC pour la régulation de
I’lhoméostasie glucidique, en particulier les fibres adrénergiques (SNS) invervant le VMH et
les fibres cholinergiques (systéme nerveux parasympathique (SNP)) afférente au LH
(Perseghin et al. 1997 ; Corssmit et al. 2001). Or les organes tels que le foie, le pancréas, les
muscles et le tissu adipeux sont sous I’influence directe du SNS et du SNP (Nonogaki 2000).
Les différentes populations de neurones hypothalamiques sont activées par des
neuromédiateurs spécifiques (acétylcholine, histamine, sérotonine, dopamine, etc.) libérés en
fonction de I’état physiologique de I’organisme (stress, jeline, choc hémorragique).

Le SNS joue un réle important dans la contre-régulation en réponse a I’hypoglycémie
(Hoffman 2007), notamment via I’activation de la voie de la glycogénolyse (Brodows et al.,

1975). Par ailleurs, I’activation du SNS, notamment par un exercice intense, stimule la

42



glycogénolyse musculaire (Villar-Palasi and Larner 1976), favorisant ainsi la formation de
G6P musculaire, métabolisé en lactate (Richter et al., 1982). Ce substrat néoglucogénique est
alors libéré pour étre utilisé par le foie. De plus, il a été montré que la stimulation du VMH
chez le lapin induit une diminution des stocks de glycogéne hépatique due a I’induction rapide
de I’activité de la Glc6Pase et de la glycogéne phosphorylase (Shimazu 1996).

A I’opposé, I'activation du SNP a pour conséquence de réduire la production
endogene de glucose. Notamment, le SNP diminue la concentration de glucose plasmatique
en activant I'activité de la glycogéne synthase (Shimazu 1983). Xue et coll. montrent
d’ailleurs que la dénervation spécifique des fibres cholinergiques hépatiques abolit d’une part
le stockage du glycogene induit par I’alimentation et d’autre part I’induction de la PHG
induite par le glucagon (Xue et al., 2000).

Par ailleurs, la sécrétion d’insuline est induite en réponse a I’activation du SNS et

inhibée en réponse a I’activation du SNP (Ahren et al. 1986).

4. Réqulation par les nutriments

a. Les acides gras

Les acides gras (AG) induisent la glycogénolyse in vitro et in vivo. En effet,
I’oxydation des acides gras dans le foie conduit a la production d’Acetyl-CoA, qui active
allostériquement la pyruvate carboxylase (donc la néoglucogenese) (Jitrapakdee S et al.,
2008), et de NADH, nécessaire a la formation de glycéraldéhyde-3P a partir de 1,3-
biphosphoglycérate dans la voie de la néoglucogenese. De plus I’oxydation des AG diminue
I’activité de la phosphofructokinase-1 et augmente celle de la fructose-1,6-biphosphatase ce
qui amplifie I’activation de la néoglucogenése (Lam et al. 2003).

Chez I’Homme, le réle des AG dans la régulation de la production hépatique de
glucose est controversé (Chen et al. 1999). En effet, I’élévation des acides gras libres
circulants, provoquée par une perfusion intraveineuse de lipides ou d’héparine, chez le sujet
sain semble induire la néoglucogenése (Clore et al. 1991). De plus, I’inhibition de la lypolyse
induirait une diminution de la néoglucogenése (Puhakainen et al. 1999). Pourtant, Fery et al.
montre que I’administration d’une drogue antilipolytique chez des sujets a jeun pendant 4
jours inhiberait la néoglucogenese (Fery et al., 1996).
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Par ailleurs, les acides gras induisent des effets opposés selon leur degré de saturation
et la longueur de leurs chaines. Il a été montré qu’une perfusion intraveineuse d’acide oléique,
chez le rat, induit la néoglucogenese hépatique (Williamson et al., 1969 ; Morand et al.,
1993). D’autres travaux ont montré également qu’une perfusion d’acides gras a longue
chaine, en conditions hormonales controlées chez le rat ou en culture cellulaire, induit
I’expression du géne de la Glc6Pase hépatique par stabilisation de I’ARNm (Massillon et al.,
1997 ; Chatelain et al. 1998).

Chez I’Homme, comme chez le rat, une concentration plasmatique élevée d’acides
gras libres circulants est corrélée a I’apparition d’une insulino-résistance et d’un diabéte de
type 2 (Paolisso et al., 1995 ; Lam et al., 2003 ; Delarue and Magnan 2007). D’ailleurs, un
régime riche en graisses induit des pertubations de la sécrétion d’insuline (Ahren et al., 1999).
Cependant, la présence d’acides gras insaturés permet d’atténuer I’insulinorésistance de la
production hépatique de glucose observée a la suite de I’ingestion de régime riche en graisses
(Storlien et al., 1987 ; Storlien et al., 1991), suggérant un effet opposé entre acides gras
saturés et insaturés. En effet, la présence d’acide gras insaturés dans un régime riche en
graisses prévient I’induction de [Iactivité Glc6Pase hépatique (Garg et al., 1985;
Venkatraman et al. 1991). Les acides gras polyinsaturés bloguent la transcription du gene de
la Glc6Pase en inhibant la liaison du facteur de transcription HNF4a sur le promoteur du géne
codant I’enzyme (Rajas et al. 2002).

Par ailleurs, plusieurs études mettent en évidence un effet des acides gras sur le
métabolisme glucidique via le systéme nerveux central. En effet, I’injection icv d’acide
oléique induit chez le rat une inhibition de la production de glucose (Obici et al., 2002b). A
I’opposé, pour Clément et coll., la perfusion d’une émulsion de lipides dans la carotide
induirait une insulinorésistance de la production hépatique de glucose (Clement et al., 2002).
Le mécanisme impliquerait une diminution du tonus sympathique due a la béta-oxydation des
acides gras dans I’hypothalamus (Cruciani-Guglielmacci et al., 2004 ; Cruciani-Guglielmacci
et al., 2005 ; Migrenne et al., 2007). De plus, il a été montré qu’une injection icv d’une
émulsion de triglycérides chez le rat provoque une augmentation de la sécrétion d’insuline
induite par le glucose, par le biais de la diminution du tonus sympathique (Magnan et al.
1999).
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b. Le glucose

Indépendamment des hormones gluco-régulatrices, le glucose inhibe lui-méme la
production de glucose in vitro et in vivo (Davidson 1981 ; Shulman et al. 1978). En effet,
I’hyperglycémie, indépendamment de I’insuline, provoque une suppression de la production
hépatique de glucose par une inhibition partielle de I’activité Glc6Pase (Guignot and Mithieux
1999). A [Iétat post-absorptif, les mécanismes d’autorégulation supprimant la PHG
impliguent une inhibition de la glycogéne phosphorylase (glycogénolyse) (Petersen et al.
1998) et une augmentation du flux de glucose a travers la glucokinase (glycolyse) (Rossetti et
al. 1993). Cependant, lorsque I’hyperglycémie survient dans des conditions ou les réserves
hépatiques de glycogene sont épuisées, le phénomene de suppression de la production
hépatique de glucose pourrait s’exercer sur la néoglucogenése mais les mécanismes sont
encore méconnus (Moore et al. 2003).

Outre son action sur la prise alimentaire, une élévation de la glycémie en veine porte
conduit & une diminution de la production hépatique de glucose chez le chien (Pagliassotti et
al. 1991, Pagliassotti et al. 1996, Moore et al. 1997), ainsi qu’a une stimulation du captage
périphérique de glucose, chez la souris (Burcelin et al., 2000). Une étude a I’aide de souris
invalidées pour le gene de GLUT2 indique que ce transporteur serait impliqué dans la
détection du glucose portal, point de départ du «signal glucose portal » (Burcelin et al.,
2000). La co-perfusion de glucose et d’un antagoniste du récepteur au GLP-1 (exendine 9-39)
en veine porte semble par ailleurs abolir les effets induits par la perfusion de glucose seul sur
le métabolisme glucidique, suggérant que la détection du glucose portal nécessiterait
I’activation du récepteur au GLP-1 (Burcelin et al. 2001). Il a par ailleurs été montré que
I’action du glucose portal sur la stimulation du captage de glucose par les muscles est
indépendant d’une action directe de I’insuline sur ce tissu (Burcelin et al. 2003).

c. Les protéines et les acides aminés

Chez I’Homme, un régime riche en proteines stimulerait la production endogéne de
glucose d’environ 12% (Linn et al. 2000). Cette variation pourrait &tre la somme de plusieurs
mécanismes, notamment d0 a I’afflux d’acides aminés glucoformateurs.

En effet, la perfusion d’acides aminés chez I’Homme provoque une hausse de la

production hépatique de glucose via la néoglucogenese (Krebs et al. 2003). L’afflux de
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substrats énergétiques (glutamine, alanine) constituerait un effet direct des acides aminés,
tandis qu’une induction des genes des enzymes clefs de la néoglucogenése traduirait un effet
indirect. Ce dernier serait d0 a la stimulation de la sécrétion de glucagon par les acides aminés
(Ohneda et al. 1968). En effet, une étude menée chez des sujets en clamp euglycémique
hyperinsulinémique a faible dose d’insuline (42pmol/L) indique que la glucagonémie des
sujets nourris par un régime riche en protéines est significativement plus importante que celle
de sujets nourris par un régime standard (Linn et al., 2000).

Par ailleurs, il a été montré que I’acidose métabolique, provoquée par cet afflux
d’acides aminés au rein, induit le gene de la PEPCK rénale (Hwang et al. 1991), sans induire
celui de la Glc6Pase (Burch et al. 1978).

De nombreux travaux montrent qu’un régime riche en protéines stimule la sécrétion
d’insuline et de glucagon dans les heures qui suivent le repas (Floyd et al. 1966a ; Nuttall et
al., 1984). Une supplémentation du repas en caséine, principale protéine du lait, provoque une
hausse de I’insulinémie d’environ 30 a 40% en situation post-absorptive, par rapport a des
régimes témoins (Westphal et al., 2004). Certains auteurs avaient attribué cette induction de la
sécrétion d’insuline a un effet spécifique des acides aminés (Floyd et al, 1965 ; Floyd et al.,
1966Db). L’effet des protéines alimentaires sur la sécrétion d’insuline serait d0 a une
augmentation de la sensibilité au glucose des cellules beta du pancréas (Linn et al., 2000).

Des travaux menés chez des patients diabétiques indiquent que leur insulinémie,
intégrée sur 24 heures, ainsi que leur taux circulant d’acides gras et de peptide-C,
naugmentent pas significativement en réponse au régime enrichi & 30% de protéines par
rapport au régime contréle, contenant 15% de protéines (Gannon et al., 2003). Par ailleurs, la
glucagonémie, intégrée sur 24 heures, des patients nourris par le régime enrichi en protéines
est 4 fois plus importante que celle des patients nourris par le régime contréle (Gannon et al.,
2003). Les travaux de M.C. Gannon et F.Q. Nuttal menés chez des patients diabétiques,
indiquent une amélioration des parametres glycémiques suite a I’ingestion de régimes riches
en protéines. En effet, un régime enrichi a 30% de protéines (contre 15% chez les patients
témoins), induit une diminution de 40% de I’aire sous la courbe de réponse du glucose,
mesurée sur 24h, et une diminution de 0.8% du taux d’hémoglobine glyquée au bout de 5
semaines de régimes (Gannon et al.,, 2003). Les mécanismes impliqués dans ces effets

bénéfiques des protéines alimentaires restent cependant tres mal compris.
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Des données de la littérature, rapportées dans I’introduction bibliographique de ce travalil,
démontrent tres clairement qu’une alimentation riche en protéines entraine une importante
diminution de la prise alimentaire, chez I’Homme et I’animal, par rapport a une alimentation
classique (riche en hydrates de carbone). S’il est bien montré que I’effet anorexigéne des
protéines n’est pas reli€ a une aversion conditionnée par le godt, les régions du systeme
nerveux central, les population neuronales et les mécanismes inducteurs impliqués ne sont pas
encore totalement compris.

Des travaux de notre groupe, en collaboration avec I’équipe du Pr C. Magnan, et
auxquels j’ai participé durant mon stage de master (En annexe : Mithieux et al., 2005),
montrent qu’une production intestinale de glucose (PIG) prend place chez les rats nourris par
un régime riche en protéines, par I'intermédiaire de I’induction des principales enzymes
néoglucogéniques. En effet, alors que la PIG est indétectable chez le rat nourri par un régime
standard (riche en hydrates de carbone), a I’état post-absorptif et aprés 24h de je(ne, des
études de flux de glucose, réalisées a I’état post-absorptif chez les rats nourris par le régime
enrichi en protéines, ont permis de mettre en évidence, dés le premier jour de régime, la
libération d’une quantité significative de glucose par I’intestin a I’état post-absorptif. Au
deuxieme jour de régime, cette PIG est estimée a environ 12,5 pmol/kg/min, soit 20% de la
production endogene totale, et se maintient ainsi jusqu’a 15 jours de régime, avec des valeurs
individuelles (par rat) atteignant 25umol/kg/min.

Notre groupe a également montré que la libération de glucose par I’intestin dans la
veine porte joue un role majeur dans I’effet hypophagique des protéines (En annexe :
Mithieux et al., 2005). Cependant, les effets des protéines sur I’ensemble du métabolisme
glucidique n’ont pas encore été totalement élucidés.

Le premier objectif de ce travail de these a été d’approfondir la compréhension des
mécanismes d’action des protéines alimentaires sur le métabolisme glucidique en étudiant
I’effet du régime enrichi en protéines sur les autres organes glucoformateurs, i.e. le rein et le
foie. Pour cela, nous avons analysé I’expression des principales enzymes néoglucogéniques au
niveau rénal et au niveau hépatique chez des rats nourris par un régime enrichi en protéines.
En paralléle, nous avons utilisé une méthode combinant la dilution de traceurs a la
détermination de la balance glycémique artério-veineuse pour estimer I’impact du régime sur
la production rénale de glucose. Ces données nous ont permis d’estimer la participation
respective des différents organes glucoformateurs a la production endogéne de glucose chez
les rats nourris par le régime protéique, a I’état post-absorptif.
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Par ailleurs, des études montrent que le glucose, délivré par la veine porte, est capable
d’améliorer, dans certaines conditions, le captage du glucose par les tissus périphériques chez
la souris (Burcelin et al., 2000) et d’inhiber la production hépatique de glucose (PHG) chez le
chien (Pagliassotti et al., 1991 ; Pagliassotti et al., 1996, Moore et al., 1997). Ces résultats
suggerent que la PIG, induite par une alimentation riche en protéines, pourrait avoir des effets
bénéfiques dans I’homéostasie glucidique. En accord avec cette hypothese, les études de
Gannon et coll. ont mis en évidence une amélioration de la tolérance au glucose chez des
patients diabétiques de type 2 consommant un régime enrichi en protéines (Gannon et al.,
2003). Dans ce contexte, le second objectif de ce travail a été d’étudier I’effet des protéines
alimentaires sur la sensibilité a I’insuline par la mise en place d’un clamp hyperinsulinémique

euglycémique chez le rat nourri par un régime riche en protéines.

Nous avons également complété ces travaux par des expériences permettant de
déterminer I’implication du « signal glucose portal » dans I’induction de la PRG par le régime
protéique. Pour cela nous avons étudié I’effet d’une perfusion portale de glucose (chez les rats
nourris par un régime standard) et d’une dénervation portale (chez les rats nourris par le
régime riche en protéines) sur la glucose-6 phosphatase rénale. Ces travaux font I’objet de la
troisieme partie de ce travail de these.

Dans une quatriéme partie, nous nous sommes intéressés a I’étude de I’influence de la
nature des protéines sur les régulations enzymatiques du métabolisme glucidique dans les
trois tissus glucoformateurs. Pour cela, nous avons utilisé des réegimes enrichis spécifiquement

en protéines d’origines différentes : caséine, soja ou viande.

Les travaux de notre équipe indiquent que la perfusion portale de glucose, de méme
que la consommation pendant quelques jours d’un régime riche en protéines, provoquent chez
le rat une importante activation des neurones des principaux centres hypothalamiques
impliqués dans le comportement alimentaire (En annexe : Mithieux et al., 2005). De plus,
I’activation des aires hypothalamiques et I’inhibition de la prise alimentaire par le régime
protéique d’une part et par les perfusions portales de glucose d’autre part, sont abolies apres
dénervation des afférences vagales au niveau de la veine porte. Ces données suggerent que la
libération de glucose en veine porte, en réponse a un régime riche en protéines, induirait un
signal nerveux qui transiterait via le systeme vagal et qui serait intégré dans les aires

hypothalamiques responsables du comportement alimentaire, induisant in fine une diminution
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de la prise alimentaire. Ces résultats montrent ainsi le rdle majeur de ce «signal glucose
portal » dans I’effet hypophagique des protéines mais n’ont cependant pas permis de
déterminer précisément la nature des neurones et des neuromédiateurs impliqués.

Par ailleurs, I’administration d’un régime protéique ou les perfusions de glucose
semblent activer plusieurs régions hypothalamiques ou est présent le systéme
mélanocortinergique, largement impliqué dans le contréle de la prise alimentaire. Nous avons
donc proposé de déterminer I’implication ou non de certaines composantes de ce systeme
dans I’effet anorexigéne des protéines. Cela constitue la cinquieme partie de ce travail de
these. Pour répondre a cette question, nous disposons d’un modele de souris invalidées pour
MC4-R et d’un modeéle de souris invalidées pour le géne de la POMC, a I’origine de la
sécrétion d’a-MSH. Cette étude consiste a déterminer si I’absence d’une de ces composantes
du systéeme mélanocortinergique provoque, ou non, la disparition de I’effet hypophagique des
protéines.
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MATERIELS ET METHODES
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. Animaux et régimes

1. Expériences chez le rat

Les expériences sont menées sur des rats males de souche Sprague-Dawley d’environ
250g (IFFA CREDO, L’Arbresle, France). A leur arrivée, les rats sont acclimatés pendant 3
jours avant I’ expérimentation. Au cours de cette période, les rats recoivent une alimentation
standard composée de 50% de glucides, 23,5% de protéines, 4% de lipides, 12% d’eau, 5,5%
de sels minéraux, 4% de cellulose et 1% de vitamines (en poids) et de I’eau ad libitum.

a. Régime hyperprotéigue Soja/Caséine

Aprés la période d’acclimatation des rats, deux groupes sont formés pour chaque
expérimentation (n=6) : un groupe témoin, nourri avec le régime standard, et un groupe nourri
avec un régime enrichi en protéines (23,5% glucides, 50% protéines (protéines de soja et
protéines de caséine (1 :1)). Aprés 3 jours de régime, les rats des 2 groupes sont mis a jeun

pendant 5 heures avant I’expérimentation (état post-absorptif (PA)).

b. Jeline

Trois groupes de rats (n=6), nourris par le régime standard, ont été mis a jeun pendant
24, 48 et 72 heures (pour permettre des mesures de production endogene de glucose).

c. Régimes spécifiques Soja, Caséine et Viande

Apres la période d’acclimatation, 4 groupes de rats (n=6) sont nourris pendant 3 jours
par un régime standard (23,5% de protéines) ou un des trois régimes suivants : enrichi
spécifiqguement en caséine, en protéines de soja ou en protéines de viande (tous contenant
50% de protéines). A la fin du régime, les tissus sont prélevés pour permettre I’analyse de
I’expression des genes de la néoglucogenése rénale, intestinale ou hépatique.
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d. Clamp hyperinsulinémigue euglycémique

Aprés la période d’acclimatation des rats, deux groupes sont formés pour chaque
expérimentation : un groupe témoin, toujours nourri avec le régime standard, et un groupe
nourri avec un régime enrichi en protéines. Aprés 5 jours de régime, les rats sont mis a jeun
pendant 4h avant le début de I’opération de I’animal (afin d’obtenir un état post-absorptif, de
6h de jelne, au démarrage du clamp).

2. Expériences chez la souris

Les souris sont agées de 4 semaines et proviennent de Charles River (L’Arbresle,
France) pour les souris C57/bl6 et de notre propre élevage (souris « sauvages provenant des
reproductions des souris hétérozygotes pour le géne de la POMC) pour les souris SV129.
Apres 5 jours d’alimentation standard, les souris sont nourries par un régime riche en
protéines (50% de protéines contre 23,5% dans le régime standard). Le contenu protéique du
régime est un mélange de caséine et de protéines de soja (50/50), semblable a celui utilisé
précédemment chez le rat. La mesure de la prise alimentaire et du poids des animaux est
effectuée quotidiennement.

Les souris déficientes en POMC sont dépourvues de GC circulants et sont donc
particuliérement sensibles au stress. Par ailleurs, les GC agissent comme un facteur facilitant
la prise alimentaire. Nous avons donc fait le choix d’ajouter de la corticostérone (25 mg/L) a
I’eau de boisson des souris deficientes en POMC. Afin de pouvoir comparer nos différents
groupes de souris, nous avons également ajouté la méme quantité de corticostérone a I’eau de
boisson des souris SV129 témoins (non modifiées). L’apport exogene de GC chez ces souris
inhibe leur production endogéne, normalisant ainsi le taux de GC circulants, qui sera dosé par
la suite dans le sang, dans les différents groupes de souris.
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I1. Mesure de I’expression de genes de la néoglucogeneése.

1. Prélevement des tissus

Les rats sont anesthésiés au pentobarbital, et les souris sont anesthésiées par un
mélange xylazine/kétamine afin de procéder a une laparotomie. Les tissus sont prélevés en
freeze-clamp a la température de I’azote liquide (-196°C) pour étre stockés a -80°C.

2. Quantification des ARNm

Les ARN totaux ont été extraits suivant le protocole décrit par Sambrook et al. (Sambrook et
al.,1989). La synthése de I’ADN complémentaire (cDNA) est effectuée sur 500ng d’ARNm a
I’aide de la M-MLV reverse transcriptase RNAse H minus (Promega, France) et des
oligonucléotides poly(dT) pendant 1h & 40°C. La PCR quantitative en temps réel est réalisée
par un appareil light-cycler (Roche Diagnostics, Germany). Une courbe standard est générée
automatiquement avec différentes quantités d’un fragment de cDNA cible. Le transcript de la
protéine ribosomale rL19 est utilisé comme référence et les résultats sont exprimés par un
ratio relatif & I’expression de rL19. La PCR est effectuée sur une dilution au 1/200°™ du
produit de transtription dans le milieu « Master SYBR Green 1 Mixture » (Roche diagnostics,
Germany) avec des primers spécifiques (0.25uM final pour chaque primer). Les séquences
des primers utilisées sont les suivantes : 5’-TTACGAAGACTCCCAGGACTG-3’ (sens) et
5-TGACTATTACAGCAACAGCTC-3’ (antisens) pour la Glc6Pase de rat, 5’-
AGTGCCTGTGGGAAAACCAA-3’ (sens) et 5’-CACCATCTTCACCAACGTGGCT-3’
(antisens) pour la PEPCK de rat, 5’-AGATTGACCGTCATATGTATCACA-3’ (sens) et 5’-
TCTAAGACCAAGGAAGCACGAA-3’ (antisens) pour le rL19 de rat, 5’-
GCACATTTCCCTCACCAAGT-3’ (sens), 5’-TCTTTCCTGGTCCATCAACC-3’ (antisens)
pour la G6PC3 de rat, 5’-TCTCTATGTCCACATGTTCCTG-3’ (sens) et 5°-
GGGGCCCAGCAGACAACAAAG-3’ (antisens) pour le MC4-R de souris, 5’-
CTCAAGAAGACAACTGCAGAC -3’ (sens) et 5’-TGAAGAAGCGGCAGTAGCAC-3’
(antisens) pour I’AgRP de souris, 5’-ATGCCGAGATTCTGCTACAGTCG-3’ (sens) et 5’-
TTCATCTCCGTTGCCAGGAAACAC-3’ (antisens) pour la POMC de souris et 5°-
TTCCAGTATGACTCCACTCACG-3’ (sens) et 5’-AGACTCCACGACATACTCAGCA-3’
pour la GAPDH de souris.
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3. Analyse en western-blot

L’analyse des protéines par western-blot a été réalisée a partir d’homogénats intestinaux. La
préparation des échantillons nécessite qu’un volume d’homogénat correspondant a une
quantité de protéines de 40ug soit mixé a un tampon de dénaturation, composé de : glycérol
10% ; 2-b-mercaptoéthanol 5% ; Tris-HCI 31.2mM a pH=6.8 ; sodium dodécyl sulfate (SDS)
4% ; bleu de bromophénol , puis incubé 5 minutes & 100°C.

Les échantillons sont déposés sur un gel a 9% d’acrylamide. Aprés la migration a 200V, les
protéines sont transférées sur une membrane PVDF Immobilon (Millipore) pendant 1 heure a
90V dans un tampon composé de Tris 25mM ; glycine 192mM .

La membrane est ensuite récupérée puis saturée dans un tampon PBS-Tween 0,2%, lait
écrémé 2%. La membrane est ensuite incubée en présence d’un antiserum de lapin anti-
PEPCK au 1/7000°™ (donné par P. lynedjian) ou anti-Glc6Pase dilué au 1/2000°™ (Inserm
U449) ou anti-Glutaminase au 1/1000°™ (donné par N.P Curthoys) puis en présence d’une
solution d’anticorps de chévre anti-lg G de lapin au 1/10000°™ couplé & la peroxydase. La

détection est effectuée par chimioluminescence.

4. Dosages enzymatiques

a. Activité de la glucose-6 phosphatase

La determination de I’activité Glc6Pase est réalisée selon la méthode décrite par
Baginsky et collaborateurs (Baginski et al., 1974). Cette méthode mesure par dosage
colorimétrique la quantité de phosphate inorganique (Pi) produite apres I’hydrolyse du GIlc6P
par I’enzyme au cours la réaction :

Glc6Pase
Glc6P+H20 — 5 Glc+Pi

L’activité Glc6Pase est dosée a 30°C dans un milieu contenant du Tris-Hcl (20mM,
pH=7,3), de I’eau et de I’homogénat. La réaction est initiée par I’ajout de Glc6P (20mM).
Aprés 10 minutes d’incubation, la réaction est stoppée par I'ajout d’une solution d’acide

trichloroacétique/acide ascorbique (10%/2%, P/V) qui précipite les protéines. Le mélange est
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ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 2000g et a 4°C. Le phosphate inorganique est dosé
sur le surnageant par complexation avec le molybdate d’ammonium (1%, P/V). Le complexe
phosphomolybdique formé est réduit par I’acide ascorbique en un complexe
phosphomolybdeux-molybdique de couleur bleu en 30 minutes. L’exces de molybdate est
neutralisé par I’ajout d’une solution d’arsenite citrate (2%/2%, P/V) qui stabilise le systeme.
La mesure de la densité optique est effectuée a 700nm contre un blanc réalisé dans les mémes
conditions mais sans activité enzymatique (la solution d’acide trichloroacétique/acide
ascorbique est rajouté avant I’homogénat inhibant toutes les réactions enzymatiques). Les
activités phosphatases non spécifiques sont effectuées dans les mémes conditions par
I’hydrolyse du R-glycérophosphate. Les activités Glc6Pase spécifiques sont déterminées en
retranchant les activités non spécifiques. L’activite Glc6Pase dans les homogénats est
exprimée en umoles de phosphate produites par minutes et par grammes de tissu.

b. Activité de la PEPCK

La détermination de I’activité PEPCK est réalisée selon la méthode décrite par
Jomain-Baum et Schramm (Jomain-Baum and Schramm, 1978). Cette méthode permet de
mesurer la formation de phosphoénolpyruvate (PEP) par le déplacement de I’équilibre de la
réaction catalysée par la malate déshydrogénase. La vitesse d’apparition du PEP est égale a
celle du NADH.

Malate < [ \v » Oxaloacétate / \ » PEP + CO»
NAD" NADH + H" Gt GDP

L’activité PEPCK est dosée a partir des cytosols obtenus par centrifugation 1h a
90000g et a 4°C des homogénats. La réaction s’effectue dans un milieu constitué d’un tampon
de décarboxylation (Tris 50mM, MnCI2 0,75Mm, NAD+ 1Mm (pH=8)), 6U de malate
déshydrogénase, 1IMm de GTP auquel on ajoute un volume de cytosol. Ce milieu réactionnel
est thermostaté a 37°C. La réaction est lancée par I’apport de 10Mm de malate. La cinétique
de formation du NADH est suivie au spectrophotométre a 340nm pendant 10 minutes. Pour
chaque échantillon, un blanc est réalisé dans les mémes conditions sans malate. L’activité

PEPCK est exprimée en umol/min/g de tissu.
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c. Activité de la glutaminase

La détermination de I’activité des 2 formes de glutaminase, la forme Pi dépendante et
la forme malate stimulée (g-glutamyltranspeptidase), est réalisée en suivant la procedure
décrite par Passoneau et Lowry (Passonneau and Lowry, 1993). L’activité des 2 formes est

effectuée dans 2 milieux réactionnels différents mais selon le méme principe :

glutaminase
Glutamine + H,0 » Glutamate + NH,"

glutamate

, dehydrogénase ) .
Glutamate + NAD" «—» a-cetoglutarate + NADH, H

-L’activité de la forme Pi dépendante est déterminée dans un milieu réactionnel
contenant : Tris-HCI 40 mM & pH=8,6 ; glutamine 20 mM ; tampon phosphate potassium 150
mM ; EDTA 0,2 mM ; BSA 0,2% et H,0.

-L’activité de la forme malate stimulée est déterminée dans un milieu réactionnel
contenant : tampon maleate 60 mM a pH=6,6 ; glutamine 10 mM ; EDTA 0,2 mM ; BSA
0,2% et H,0.

Dans les 2 cas, la réaction est initiée par I’ajout d’une fraction d’homogénat dans le
milieu préalablement thermostaté a 38°C. Aprés une incubation d’1 heure, la réaction est
stoppée par I’ajout d’une solution de HCl a 2 mM.

La seconde réaction est lancée par I'ajout d’un réactif contenant: 6U glutamate
déhydrogénase ; Tris-HCI 90 mM & pH=8,4 ; NAD" 1 mM ; ADP 0,3 mM ; H,0; 0,03% et
H,0. Apres 30 minutes d’incubation a température ambiante, les échantillons sont centrifugés
a 2000g pendant 20 minutes. Apres avoir récupéré les surnageants, la quantité de NADH
formé est eévaluée par spectrophotométrie & 340nm. Pour chaque échantillon, un blanc est
réalisé dans les mémes conditions sans glutamine. L’ activité des 2 formes de glutaminase est

exprimée en umol/min/g de tissu.
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I11. Mesure de la production rénale de glucose chez le rat

1. Opération des animaux

Les rats sont anesthésiés au pentobarbital pour permettre la pose de cathéters en
polyéthyléne dans la veine jugulaire droite, pour la perfusion du 3[*H]-glucose, et dans
I’artere carotidienne pour la collecte des échantillons sanguins. La température corporelle est
maintenue a 37,5°C & I’aide d’une couverture chauffante reliée a une sonde thermique rectale.
Les rats sont perfusés 90 minutes. Des études préliminaires montrent en effet que I’état
d’équilibre du traceur est atteint au bout de 40 a 50 minutes dans nos conditions
d’expérimentation (Croset et al., 2001). Une perfusion de charge de [3-*H] glucose
(1,87uCi/min) est effectuée lors de la premiere minute, puis le traceur est perfusé a
0,187uCi/min jusqu’a la fin de la perfusion. A la fin des 90 minutes de perfusion, du sang est
prelevé simultanément en carotide et en veine rénale. La fixation d’un cathéter a demeure
dans la veine rénale étant délicate, le prélevement est effectué a I’aide d’un cathelon placé
juste au moment du prélévement. Le plasma sanguin est ensuite séparé apres une
centrifugation de 10 minutes a 15009 a 4°C, puis déprotéinisé (par ajout de ZnSO4 (0,3M)
(1V) et de Ba(OH)2 (0,3M) (1V) puis centrifugation a 10 000g) pour déterminer la
concentration de glucose et I’activité specifique (AS) des échantillons.

- La concentration plasmatique de glucose se détermine en mesurant I’absorbance a

340nm du NADPH, H formé, dans les réactions suivantes (Bergmeyer, Bernt et al. 1974) :

HK
Glc + ATP » G6P + ADP

G6PDH
G6P + NADP+ » 6PGluconolactone + NADPH, H+

Ces réactions sont réalisées dans un milieu contenant : Triéthanolamine (TEA) (0,3M),
MgS04 (3mM), NADP (0,5mM), ATP (5,6 mM), G6PDH (1mg/mL). Apres lecture de la
ligne de base, I’hexokinase est ajoutée (HK a 1mg/mL) puis mesure aprés 30 minutes de
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réaction, en point final. Les valeurs sont validées par la mesure en paralléle d’un standard de

glucose. La glycémie est exprimée en mmol/L.
- Le signal radioactif dd au glucose tritié présent dans le sang déprotéinisé est mesuré

sur compteur béta aprés évaporation au préalable de I’eau tritié par évaporation. La valeur

obtenue est exprimée en cpm/mL de plasma.

2. Calcul de la production endogene de glucose

La production endogéne de glucose a été obtenue a partir du calcul suivant :
Rd= F/AS
Avec : Rd = débit de disparition du glucose (umol/min)
F = débit de perfusion de [3-*H] glucose (cpm/min)
AS = activité spécifique (cpm/umol)
A I’état stationnaire, on obtient :
Rd =Ra=PEG + Re
Avec : Ra = débit d’apparition du glucose (umol/min)
PEG = production endogene de glucose (umol/min)
Re = débit exogéne de glucose (umol/min)

Les résultats de PEG sont exprimés en pmol/kg/min.

3. Calcul de la production rénale de glucose

Le rein est un organe qui consomme et produit du glucose en méme temps. De ce fait,
la mesure de la différence artério-veineuse de glucose ne refléte que le bilan net (balance
nette), c’est-a-dire le résultat de la consommation et de la production. L’utilisation de traceur
irréversible va nous permettre d’estimer I’utilisation de glucose par le rein. Le 3[*H]-glucose
est un traceur car 1) il est perfuseé en quantité négligeable par rapport au glucose froid ; 2) il
est strictement utilisé de la méme fagon que ce dernier et 3) il est irréversible c’est-a-dire que

chaque molécule utilisée perd définitivement son marquage sous forme d’eau tritiee.
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@ Dans un premier temps, a I’aide des activités spécifiques, nous pouvons
déterminer I’extraction fractionnelle de glucose, c’est a dire la fraction de glucose captée par

le rein :
(ASartére ’ [Glc]artére)—(ASveine, [Glc]veine)

FX = -~
ASartére [G IC] arére

Avec< FX = Extraction fractionnelle
AS = Activité spécifique
[Glc] = Concentration en glucose (umol/ml)

@ L’extraction fractionnelle permet d’estimer I’utilisation du glucose par

lerein:
URG = FSR ’ [Glc]artére ’ FX

Avec%{ URG : Utilisation rénale de glucose (imol/min)

FSR : Flux sanguin rénal (ml/min)

Les flux sanguins ont été déterminés lors d’études antérieures par une technique utilisant

des microsphéres marquées au **'Cs (Croset et al., 2001).
@ La balance nette de glucose est calculée par la formule :
BRG =FSR " ([Glc]artere — [GlC]veine)
Avec BRG : Balance rénale de glucose (umol/min)

@ L’obtention de I’utilisation du glucose par le rein ainsi que la balance nette
de glucose permettent de déduire la production rénale de glucose :

PRG = URG - BRG

Avec PRG : Production rénale de glucose
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IVV. Dosage du glycogéne hépatique

La quantification du glycogéne tissulaire s’effectue indirectement par mesure du glucose
libéré apres digestion enzymatique du glycogéne (Keppler and Decker, 1974).

amyloglucosidase

Glycogéne + (n-1)H,O » nGlc

HK
Glc + ATP —_— Glce6P + ADP

Glc6PDH
Glc6P + NADP* —— » 6P Gluconolactone + NADPH,H*

Le tissus broyé est repris dans une solution d’acide perchlorique 6% (V/V) afin de
déprotéiniser I’homogénat. Apres 15 minutes de centrifugation & 500g, le surnageant est
neutralisé avec une solution de K,CO3; 3,2M puis centrifugé a nouveau. Le surnageant est
ensuite porté a ébullition 20 minutes en présence de 0,1M de NaOH. La digestion
enzymatique du glycogéne est réalisée pendant 1h a 45°C aprés ajout d’une solution
composée de tampon acétate 0,2M, pH 4,8 et d’a-amyloglucosidase (1mg/mL). Le glucose est
alors dosé par une méthode enzymatique, décrite précédemment. Les résultats sont exprimés

en mg de glycogéne / g de protéines.

V. Clamp hyperinsulinémique euglycémique

1. Opération des animaux

Les rats sont anesthésiés au pentobarbital pour permettre la pose de cathéters en polyéthylene
dans la veine jugulaire droite, pour la perfusion du 3[*H]-glucose, de I’insuline et du glucose,
et dans I’artére carotidienne pour la collecte des échantillons sanguins. La température
corporelle est maintenue a 37,5°C a I’aide d’une couverture chauffante reliée a une sonde

thermique rectale.
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2. Déroulement du clamp — calculs — dosage de I’insuline

L’Etat d’équilibre du traceur est atteint apres 40 a 50 minutes de perfusion (Croset et
al., 2001). Une perfusion de charge de [3-*H] glucose (250uCi/h) est effectuée lors de la
premiére minute, puis le traceur est perfusé a 25uCi/h jusqu’a la fin de la perfusion. Sur le
méme animal, nous avons testé deux doses d’insuline. La premiére, de 240pmol/h, permet
d’inhiber partiellement la production endogéne de glucose et la seconde, de 2880pmol/h,
permet d’inhiber totalement la production endogéne de glucose et de stimuler I'utilisation de
glucose. La glycémie des rats vérifiée toutes les 10 minutes par préléevement d’une goutte de
sang au bout de la queue et lecture immédiate au glucométre. Le débit de perfusion de glucose
est alors adapté en permanence pour maintenir une glycémie basale (estimée par plusieurs
mesures effectuées avant le début du clamp). Les débits moyens de glucose nécessaires pour
maintenir la glycémie stable pendant des clamps a une faible et a forte dose d’insuline ont été
estimés, dans des travaux précédents du laboratoire, a 1lpmol/min et 50umol/min. Ces
estimations nous ont permis ici d’établir un débit correct de glucose dés le début du clamp, et
d’obtenir ainsi plus rapidement un équilibre de la glycémie tout au long du clamp.

Les calculs de PEG sont les mémes que ceux précédemment présentés (paragraphe
« mesure de la production rénale de glucose »)
L’insulinémie a par ailleurs été mesurée dans les échantillons sanguins & I’aide d’un

kit commercial (Spibio).

V1. Dénervation portale chez les rats nourris par le régime
hyper-protéique

Afin d’effectuer une dénervation locale de la branche hépato-portale du nerf vague,
nous avons utilisé une solution de capsaicine (Sigma). La capsaicine est un neurotoxique
capable de provoquer une désensibilisation des afférences nerveuses. 80ul de solution de
capsaicine a 10mg/ml ont été appliqués a I’aide de fragments de compresses recouvrant les

nerfs hépato-portaux pendant 15 minutes.
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V1. Perfusion de glucose en veine porte chez les rats nourris par
le régime standard

Les rats sont anesthésiés au pentobarbital pour permettre la pose d’un cathéter en
polyéthylene dans la veine porte, fixé a I’aide de colle physiologique. Un espace est créé entre
la peau et le tissu conjonctif, de I'abdomen jusqu’au dos de I’animal, pour permettre le
passage du cathéter. Celui-ci est alors maintenu au dessus de la téte de I’animal par une
« piece de téte ». Apres suture des incisions chirurgicales, le rat, une fois réveillé, est replacé
dans sa cage pendant 5 jours de récupération postopératoire, avec accés a la nourriture
standard et a I’eau ad libitum. Chaque jour une perfusion de 100uL d’une solution dense de
PVP (polyvinylpyrrolidon 7% dans NaCl 9%, P/V) est effectuée pour empécher de boucher le
cathéter par du sang coagulé.

Apres cette période, les rats sont perfusés en continu pendant 5h avec une solution de
glucose 20%, a un débit contrdlé de 25umol/kg/min. Les animaux sont privés de nourriture
pendant la perfusion mais gardent un acceés a I’eau ad libitum. En paralléle, un groupe de rats
témoins est perfusé avec une solution saline (NaCl 9%o). Les rats sont euthanasiés a la fin de

la perfusion pour permettre le prélevement des tissus.
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RESULTATS
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Partie 1 : Action du régime enrichi en protéines sur
le métabolisme glucidigue
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Les précédentes études montrent qu’un régime riche en protéines induit, chez le rat, les génes
des principales enzymes néoglucogéniques intestinales, provoquant ainsi la libération de
glucose par I’intestin. Nous avons voulu déterminer I’impact de ce régime protéique sur les

deux autres tissus impliqués dans la PEG : le rein et le foie.

I. Le régime protéigue induit I’expression des principales enzymes
clefs de la néoglucogenése rénale

La glutamine est le principal substrat de la néoglucogenese rénale, nous avons donc mesuré
I’expression des trois enzymes clefs de cette néoglucogenése : la glutaminase, la Glc6Pase et
la PEPCK (Figure 1V).

Apres 5 jours de régime enrichi en protéines, la Glc6Pase rénale est induite de prés de deux
fois dans le rein, en comparaison des rats nourris par le régime standard. Cette variation est
présente au niveau de I’ARNm, de la protéine et de I’activité enzymatique mesurée a la Vmax
(Figure 1la A, B, C), indiquant qu’il s’agit d’une régulation pré-traductionnelle. L’induction
de I’expression du géne de la PEPCK est davantage marquée puisque la quantité d’ARNm de
I’enzyme est augmentée de 6 fois dans le rein des rats nourris par le régime riche en protéines,
comparé aux rats témoins (Figure 1a D). Des inductions similaires au niveau de la protéine et
de I’activité enzymatique ont également été observées (Figure la E et F). Il s’agit donc la
aussi d’une régulation pré-traductionnelle de I’enzyme. Nous avons parallelement observé une
induction d’environ 50% de I’activité de la glutaminase Pi-dépendante chez les rats nourris
par le régime riche en protéine (Figure 1b ). Par ailleurs, nous avons analysé I’expression de
la G6PC3. Cette protéine, appelée aussi UGRP, présente 36% d’homologies de séquences
avec la Glc6Pase (Martin et al., 2002). Elle est exprimée ubiquitairement mais son expression
maximale a notamment été observée dans le rein (Martin et al. 2002., Guionie et al., 2003 ;
Shieh et al. 2003). Son activité phosphatase n’a pu étre mise en évidence que dans les
expériences de forte surexpression, par transfection stable (Guionie et al., 2003) ou
transduction par adénovirus (Shieh et al. 2003) et sa spécificité vis-a-vis du GIc6P n’a par
ailleurs pas été établie. Dans nos conditions d’expérimentation, aucune variation de la
quantité d’ARNm de cette enzyme n’a eté observée chez les rats nourris par le régime riche
en protéines (2.9 + 0.6 vs. 2.7 £ 0.5 AU (normalisé avec la quantité d’ARNm de RL19),

valeurs + SEM., n=5), en accord avec d’autres travaux (Azzout-Marniche et al., 2007).
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IlI. La production rénale de glucose est induite par le régime
protéique

1. Validation de la méthode : effets du je(ine sur la production rénale de
glucose

La question que nous nous sommes posée était de connaitre I’impact de I’expression
des enzymes clefs de la néoglucogenese rénale sur les flux de glucose a travers I’organe. Pour
répondre a cette question, nous avons mis en place une méthode combinant dilution de traceur
et balance glycémique artério-veineuse, précédemment utilisées pour quantifier la production
intestinale de glucose (Croset et al., 2001 ; Mithieux et al. 2005).

Concernant la significativité des données, le test de Shapiro-Wilk a permis d’estimer si
la distribution des valeurs des différents groupes de rats suivait la loi « normale » ou non.
Nous avons choisi, en fonction des résultats de ce test, de calculer la significativité soit par le
test t de student non apparié (pour les valeurs de PEG et PRG), soit par le test de Wilcoxon
(pour les valeurs d’AS (apparié), de glycémie (apparié). Concernant I’extraction fractionnelle,
la significativité a été calculée par une méthode de comparaison globale (test de Kruskal-
Wallis) p<0,05 puis par des comparaisons multiples (test de Nemenyi).

Chez les rats nourris par un régime standard, I’activité spécifique (en post-absorptif)
du 3[3H]-glucose est plus faible dans la veine rénale que dans I’artére (environ -3,5%),
indiquant que du glucose froid a été synthétisé et libéré par le rein (Tableau 1). Cependant, la
glycémie artérielle n’est pas différente de la glycémie veineuse, suggérant que I’utilisation et
la production de glucose par le rein sont comparables (Tableau 1). Ainsi, la production rénale
de glucose chez le rat post-absorptif est d’environ 12,5 pmol/kg/min (Tableau 1). Le rein
contribue ainsi & 17% de la production endogéene totale de glucose en condition post-
absorptive, en accord avec d’autres résultats de la littérature chez le chien (Adrogue et al.,
1992) et chez ’Homme (Moller et al., 2001).

Dans un premier temps, nous avons choisi d’éprouver la méthode en effectuant des
mesures chez des rats a jeun. En effet, la littérature contient plusieurs données estimees de la
production de glucose par le rein, mais obtenues chez le rat a I’aide d’autres méthodes
critiquées (ligature des vaisseaux : Mithieux et al., 2006 ; retrait du foie : Kida et al., 1978),
ainsi que chez I’Homme (Ekberg et al., 1999).
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En accord avec des données précédemment obtenues au laboratoire (Croset et al., 2001 ;
Guignot et al., 1999), la production totale de glucose est diminuée dans tous les groupes
d’animaux a jeun par rapport a la production endogene de glucose mesurée chez les rats
témoins post-absorptifs. Par ailleurs, chez les rats a jeun 24h, la diminution de I’activité
spécifique dans la veine rénale est plus importante (p<0,05) que chez les rats post-absorptifs
6h (-9,5%) (Tableau 1). Comme chez les rats PA, il n’y a pas de différences entre la glycémie
artérielle et la glycémie veineuse. Cependant, I’extraction fractionnelle est plus élevée
(p<0,05) que chez les rats témoins (Tableau 1). Ainsi, la production rénale de glucose est
significativement plus élevée (p<0,05) chez les rats a jeun 24h que chez les rats nourris
témoins, i.e. 22,3 £ 2,1 umol/kg, et participe ainsi a environ 50% de la production endogéne
totale de glucose. Des résultats similaires ont été obtenus avec des jelnes plus longs, i.e. de 48
et 72 heures (Tableau 1). En accord avec cette rapide augmentation de la production rénale
de glucose chez le rat a jeun, nous avons observé une forte induction (d’environ 6 fois) de la
quantité de PEPCK rénale des 24h de jeGne (Figure 2).

2. Effets du régime protéique sur la production rénale de glucose

Chez les rats nourris par le régime riche en protéines, on observe une diminution
(environ -6,5%) de I’activité spécifique entre I’artére et la veine rénale (p<0,05) (Tableau 1).
La glycémie veineuse est plus élevée (+6%, p<0,05) que la glycémie artérielle (Tableau 1).
L’extraction fractionnelle est proche de zéro et n’est pas différente de celle du régime
standard. La production rénale de glucose est égale a 28,2 + 4,5 umol/kg/min, soit deux fois
plus que chez les rats témoins, et représenterait ainsi environ 45% de la production totale de

glucose.

I11. Effet du régime protéique sur I’expression des principales
enzymes clefs de la néoglucogenése hépatigue

Les situations d’insulinopénie induisent les genes de la néoglucogenése dans les trois
tissus glucoformateurs, i.e. I’intestin, le rein et le foie. Dans le cas des régime enrichis en
protéines, nous avons montré une induction des néoglucogenéses rénale et intestinale, sans

qu’il y ait pourtant d’augmentation de la production totale, suggérant que le foie freine sa
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production de glucose. Nous avons donc voulu déterminer I’impact du régime sur les génes de

la néoglucogenese hépatique.

Les activités enzymatiques de la Glc6Pase et de la PEPCK hépatiques ne varient pas
entre les rats nourris par le régime standard et les rats nourris par le régime riche en protéines
(Figure 3 B et D). La quantité de protéines de ces deux enzymes ne varie pas non plus d’une
condition a I"autre (Figure 3 A et C), suggérant que le régime ne provoque pas d’induction
pré-traductionnelle des génes hépatiques, comme c’est le cas dans I’intestin ou le rein.

Outre sa capacité a synthétiser du glucose a partir des substrats non glucidiques par la
voie de la néoglucogeneése, le foie produit du glucose a partir du glycogeéne, par la voie de la
glycogénolyse. La néoglucogenése ne semble pas étre affectée par le régime riche en
protéines, suggérant donc fortement que la participation moindre du foie dans le cas d’un
régime protéique serait due a des régulations au niveau des stocks de glycogene. Cette
hypothése est en accord avec des études réalisées chez le chien et qui montrent qu’une
perfusion de glucose en veine porte provoque I’accumulation de glycogene hépatique
(Pagliassotti et al. 1996). Ainsi, le glucose libéré par I’intestin dans la veine porte des rats
nourris par le régime protéique favoriserait la synthése de glycogéne dans le foie.

DISCUSSION : Le regime protéique induit une redistribution de la

production endogene de glucose.

Malgré I’induction de la production rénale de glucose par le régime riche en protéines,
la production endogéne totale de glucose n’est pas significativement différente de celle
mesurée chez les rats nourris en régime standard. Ces résultats sont en accord avec de
précédentes données obtenues au cours de la détermination de la production intestinale de
glucose (Mithieux et al., 2005). L’ensemble de nos résultats suggere que le régime enrichi en
protéine provoque une redistribution de la production endogéne de glucose au profit du rein et
de I’intestin, qui participent ainsi respectivement a environ 45 et 19% a la production
endogene de glucose, aux dépens du foie (dont la contribution passerait de 3/4 de la
production endogene de glucose en régime standard a moins de la moitié de la PEG dans le
cas d’un régime riche en protéines) (Figure 4).
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Partie 2 : Action du régime enrichi en protéines

sur la sensibilité a I’insuline
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Des études montrent que le glucose libéré par I’intestin, comme dans le cas d’un
régime riche en protéines (Mithieux et al. 2005), est capable d’améliorer, dans certaines
conditions, le captage du glucose par les tissus périphériques chez la souris (Burcelin et al.,
2000). De plus, des données de Gannon et coll. indiquent qu’un régime riche en protéines
chez ’Homme améliore la tolérance au glucose des patients diabétiques de type 2 (Gannon et

al., 2003), mais les mécanismes impliqués ne sont pas connus.

I Les protéines alimentaires améliorent la sensibilité a I’insuline
de la production endogéene de glucose chez le rat

Nous avons voulu vérifier I’hypothése d’une amélioration de la sensibilité a I’insuline
par les protéines alimentaires chez le rat. Pour cela, nous avons effectué un clamp
hyperinsulinémique euglycémique chez des rats nourris par un régime riche en protéines.
Deux doses d’insuline ont été testées. La premiere dose, faible (240 pmol/h), inhibe
partiellement la PEG et permet ainsi de tester la sensibilité a I’insuline de la PEG. La seconde
dose, forte (2880 pmol/h), inhibe totalement la PEG et stimule I'utilisation de glucose,
permettant ainsi de tester la sensibilité & I’insuline de I’utilisation de glucose. Le débit de
perfusion de glucose est adapté pour maintenir la glycémie basale.

Il n’y a pas de différence au niveau de la PEG basale chez les deux groupes de rats
(nourri par le régime standard et nourri par le régime riche en protéines). La production
endogeéne de glucose est inhibée d’environ 25-30% par une perfusion d’insuline (a faible
dose) chez les rats nourris par le régime standard (Figure 5 A). Cette inhibition est nettement
plus forte (environ 50%) chez les rats nourris par le régime riche en protéines en comparaison
des rats nourris par le régime standard (p<0,05) (Figure 5 A), indiquant clairement une
meilleure réponse a I’insuline de la PEG.

A forte dose d’insuline, la production endogene de glucose est inhibée de maniére
équivalente (plus de 90%) chez les deux groupes de rats. Il n’y a pas de différences inter-
groupe au niveau de I'utilisation du glucose a cette dose d’insuline (Figure 5 B), indiquant
que le régime riche en protéines n’affecte pas les mécanismes de captage de glucose par les

tissus périphériques.
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Il Etats des stocks de glycogene hépatigue apres un clamp
hyperinsulinémique euglycémique chez le rat nourri par un
régime protéigue

La glycogénolyse est plus sensible a I’insuline que la néoglucogenese. Nous avons fait
I’hypothése que I’amélioration de la sensibilité a I’insuline prenait place dans le foie (siége de
la glycogénolyse). Les stocks de glycogéne hépatique ont donc été mesurés a la fin du clamp a
petite dose d’insuline, par une méthode enzymatique sur homogénat tissulaire. Le contenu en
glycogéne du foie est significativement plus important chez les rats nourris par le régime riche
en protéines que chez les rats témoins (18 + 3.5 vs. 4.7 + 3.2 mg/g de foie, p<0.05) (Figure
6)), suggérant un mécanisme d’« épargne » du glycogene hépatique induit par I’insuline chez
les rats nourris par les protéines. Ces données suggerent fortement que la meilleure sensibilité
a I’insuline de la PEG induite par les protéines alimentaires met en jeu une suppression accrue

de la glycogénolyse hépatique.
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Partie 3 : Implication du signal glucose portal dans
I’induction de la néoglucogenése rénale par le régime
riche en protéines
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Les précédents résultats du laboratoire ont montré le réle clef du glucose libéré par
I’intestin dans I’inhibition de la prise alimentaire par le régime protéique (Mithieux et al.,
2005). La question a laquelle nous nous sommes proposé de répondre ici est donc de savoir si
I’action du régime protéique sur la néoglucogenése rénale implique également le « signal
glucose portal » résultant de la PIG. Nous avons utilisé la mesure de I’activité Glc6Pase
comme reflet de la PRG.

|. Effet d’une dénervation portale sur I’activité Glc6Pase rénale
chez le rat nourri par le régime riche en protéines

L’induction de I'activité de la Glc6Pase rénale chez les rats nourris par le régime riche
en protéines n’est pas abolie par la dénervation portale, dans nos conditions d’expérimentation
(Figure 7). Ces résultats suggérent que le régime protéique induit la PRG par des mécanismes

indépendants du « signal glucose portal ».

II. Effet d’une perfusion portale de glucose sur |’activité
Glc6Pase rénale chez le rat nourri par un régime standard

Pour confirmer notre hypothese, nous avons donc testé une deuxieme approche qui
consiste a mimer, chez des rats nourris par le régime standard, un afflux de glucose portal
équivalent a la PIG de rats nourris par le régime riche en protéines, a I’aide d’une perfusion de
glucose chez des rats nourris par le régime standard. En effet, dans de précédents travaux,
notre groupe a montré que des perfusions portales a 12,5 et 25 pmol/kg/min induisaient une
hypophagie similaire a celle provoquée par un régime enrichi en protéines. Nous avons donc
perfusé en veine porte, chez des rats nourris par le régime standard, du glucose a un débit de
25umol/kg/min et avons mesuré la réponse au niveau de la néoglucogenése rénale.

Nos résultats indiquent qu’une telle perfusion n’induit pas I’activité de la Glc6Pase
rénale, responsable de la libération de glucose par I’organe, par rapport a des rats témoins
perfusés par une solution saline (Figure 8). Ces données vont donc dans le méme sens que les
résultats obtenus par dénervation portale. Nous pouvons en déduire que I’apparition de
glucose, produit par I’intestin dans la veine porte, n’est pas responsable des effets observés
dans le rein des rats nourris par le régime protéique. Ces données suggerent I’implication

d’autres mécanismes indépendants du « signal glucose portal » et qui restent a déterminer.
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Partie 4 : Rble de la nature des protéines dans les

effets du régime protéique sur le métabolisme

glucidique
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Le régime protéique que nous avons utilisé lors de nos précédentes études est composé
a moitié de protéines de soja et a moitié de caséine. Nous avons émis I’hypothese que la
puissance du signal anorexigéne, de méme que son action sur le métabolisme glucidique,
pourraient dépendre de la nature des protéines composant le régime. Nous avons donc étudié
I’influence de régimes enrichis spécifiguement en protéines de natures différentes sur le

métabolisme glucidique

I.Impact de la nature des protéines sur les @énes
néoglucogéniques rénaux

L’activité de la Glc6Pase est induite d’un facteur 2,3, 2 et 2,8 chez les rats nourris par
les régimes « viande », « so0ja » et « caséine » respectivement, comparés aux rats nourris par
le régime standard (Figure 9 A). L’activité de la glutaminase est augmentée de 40% par le
régime «soja» et de 90% par le régime « caseine » (Figure 9 B). Enfin, I’activité de la
PEPCK rénale est induite d’un facteur 6 , 6,5 et 9 par les régimes « viande », « soja» et
« caseine » respectivement (Figure 10 A). La quantité de I’enzyme est induite de maniere
similaire, avec des inductions de 4, 6 et 9 fois, respectivement (Figure 10 B).

La nature des protéines affecte donc difféeremment I’activité des enzymes de la
néoglucogenese rénale. Ces résultats montrent que le régime caséine serait globalement plus

efficace pour induire la PRG.

II. Impact de la nature des protéines sur les genes
néoglucogéniques intestinaux

La significativité des données a été calculée par une méthode de comparaison globale
(test de Kruskal-Wallis) p<0,05 puis par des comparaisons multiples (test de Nemenyi).

L’activité de la Glc6Pase est significativement induite dans le jejunum par le régime
« caséine » uniquement (Figure 11A) p<0,01. L’induction de la Gl6-Pase intestinale observée
chez les rats nourris par un régime protéique (50% soja, 50% caséine) serait donc due a une
action spécifique de la caséine contenue dans le régime.

L’activité de la glutaminase, dans le jejunum, est induite de facon modérée par les
régimes « caséine » et « viande » (p<0,05), tandis qu’elle n’est pas modifiée significativement

par le régime « soja » (Figure 11B). La caséine semble étre la protéine efficace pour stimuler
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I’entrée de substrat dans la voie de la néoglucogenéese intestinale observée dans le cas du
régime « caséine/soja » (Mithieux et al., 2005).

I1l. Impact de la nature des protéines sur les genes
néoglucogéniques hépatiques

Nous avons précedemment montré qu’un régime riche en protéines (moitié caséine,
moitié soja) n’induit aucun changement dans I’expression des génes de la néoglucogenese
hépatique. En accord avec ces données, les régimes « caséine (seule) », «soja (seul) », de
méme que le régime « viande », n’induisent pas I’activité de la Glc6Pase (Figure 12). Ces
données suggerent en outre que I’absence d’induction de I’activité Glc6Pase par le régime
protéique (caséine-soja) n’est pas la résultante d’un effet opposé de la caséine vis-a-vis des
protéines de soja sur les enzymes néoglucogéniques hépatiques.

L’ensemble de nos résultats montre que la caséine semble plus efficace que les
protéines de viande ou de soja pour induire les néoglucogenéses rénale et intestinale. Ces
résultats suggerent que la nature des protéines composant un régime pourrait moduler la
puissance du pouvoir anorexigene de ce régime. Ces données posent également la question du
role de certains acides aminés spécifiques, ou certains peptides spécifiques, produits en
quantités variables selon la nature de la protéine ingérée, dans I’action du régime protéique
sur la néoglucogenése et la prise alimentaire. Des études complémentaires sont donc

nécessaires pour déterminer les molécules puis les mécanismes impliquées.

7



Partie 5 : Implication du systeme

mélanocortinerqgigue dans I’effet anorexigene des

protéines
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Ces travaux s’inscrivent dans le cadre d’un projet qui a été financé par la Société Francaise
de Nutrition (SFN) pour ma troisieme année de doctorat. Les résultats sont en cours

d’obtention.

Le principal objectif de cette partie de mon projet de recherche était de déterminer
dans le modele murin I'implication du systéme mélanocortinergique dans I’effet anorexigene
induit par les protéines et de savoir si I’intégrité de différents composants du systéeme est
nécessaire. Pour répondre a cette question, nous nous sommes proposés d’étudier I’effet d’un
régime enrichi en protéines sur la prise alimentaire et sur certains paramétres clefs du
métabolisme glucidique de souris transgéniques chez lesquelles certains genes impliqués dans
le systétme mélanocortinergique ont été invalidés. Nous nous sommes procurés deux modeles
de souris transgéniques: d’invalidation ubiquitaire du géne codant le récepteur aux
mélanocortines de type 4 (MC4-R) obtenue dans la lignée C57/BI6, et d’invalidation
ubiquitaire du gene codant la pro-opiomélanocortine (POMC), précurseur du ligand naturel
des récepteurs aux mélanocortines (I’a-MSH), obtenue dans la lignée S\V129.

Dans la mesure ou nos travaux précédents ont été réalisés chez le rat, il était nécessaire
dans un premier temps de Vvérifier dans les deux lignées de souris (C57/BI6 et SV129) si le
régime protéique utilisé était capable d'induire une inhibition de la prise alimentaire similaire,
puis dans un second temps, de déterminer I’amplitude et la chronologie de cette inhibition. En
paralléle, nous avons étudié les variations d’expression des génes de la néoglucogenese dans
le foie, le rein et I’intestin, en réponse au régime protéique. L’ensemble sera développé dans
le premier chapitre.

I. Variation de la prise alimentaire et du métabolisme glucidique
chez les souris C57/bl6 et SVV129 normales en réponse au régime

protéique

Pour la lignée SV129, seule la mesure de la prise alimentaire a pu étre effectuée.

1. Effets du régime protéique sur la prise alimentaire des souris

Chez les souris C57/bl6 normales, nous avons observé une chute importante (plus de
50%) de la prise alimentaire des le premier jour de régime protéique (Figure 13) qui peut

s’expliquer par le changement de nourriture, ce qui nécessite une période d’accoutumance. En
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effet, de maniére compensatoire a cette chute, on constate une remontée de la prise
alimentaire d’abord irréguliére sur une période d’environ 8 & 10 jours. Par la suite, on observe
une stabilisation a partir de 12 jours aprés le début du régime a un niveau correspondant en
moyenne & 80% de leur prise alimentaire mesurée en régime standard. Ces resultats sont
similaires a ceux obtenus précédemment chez le rat (Mithieux et al., 2005).

Des résultats similaires ont été obtenus chez les souris SV129 témoins nourries par le
régime riche en protéines,avec cependant une moindre diminution de la prise alimentaire au
changement de régime, et une absence de remontée compensatoire aprés quelques jours
(Figure 14).

2. Effets du régime protéique sur le poids des souris

En régime standard, le poids des souris C57/Bl6 augmente d’environ 1g en une semaine
(Figure 15). Ces données sont cohérentes avec le fait que ces souris, a 4 semaines de vie, sont
en pleine croissance. Le poids des souris diminue assez fortement deés le premier jour de
régime protéique, avec une perte de poids de I’ordre de 5 a 10% au bout de 3-4 jours (par
rapport au jour qui précéde le régime protéique). Le poids des souris augmente ensuite
progressivement pendant une semaine, puis semble se stabiliser a une valeur proche du poids
basal (c’est-a-dire le poids des souris au jour précédant le debut du régime protéique).

Des résultats similaires ont été obtenus chez les souris SV129 témoins nourries par le
régime riche en protéines (Figure 16).

3. Effets du régime protéique sur I’activité de la Glc6Pase intestinale des
souris C57/bl6

Les dosages ont été réalisés aprés 4 jours et 12 jours de régime protéique. Dans les
deux groupes de souris, I’activité de la Glc6Pase est significativement plus élevée (environ
50%) par rapport aux témoins nourris en régime standard, indiquant une induction de la

néoglucogenese intestinale par les protéines (Figure 17).
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4. Effets du régime protéiqgue sur I’activité de la Glc6Pase rénale des souris
C57/bl6

Contrairement aux resultats obtenus chez le rat, nous n’avons pas observé, chez la
souris, d’induction de la Glc6Pase rénale par le régime riche en protéines, quelque soit la
durée du régime (4 et 12 jours) (Figure 18).

5. Effets du régime protéigue sur I’activité de la Glc6Pase hépatique et sur
les stocks de glycogéne hépatique des souris C57/bl6

Contrairement aux résultats obtenus chez le rat, I’activité de la G16-Pase hépatique est
induite chez les souris nourries par le régime protéique (Figure 19A). Cette augmentation, de
45% environ, est significative apres 4 jours de régime protéique, et reste identique apres 12
jours de régime. De plus, les stocks de glycogene hépatique des souris nourries par le régime
protéique sont diminués (10,9 + 1,2 mg/g de tissus par rapport a 22,9 + 1,6 chez les souris
nourries par le régime standard) (Figure 19B). Ces résultats observés au niveau du rein et du
foie different de nos résultats précédents, montrant une « épargne » du glycogéne hépatique

chez les rats nourris par le régime riche en protéines.

DISCUSSION : validation du modele pour I’étude du comportement

alimentaire

En accord avec nos précédentes données chez le rat (Mithieux et al., 2005), nos
résultats indiquent que les protéines alimentaires induisent une hypophagie chez les deux
lignées de souris (C57/bl6 et SV129). De plus, nos résultats montrent une induction de la
Glc6Pase intestinale chez la souris nourrie par le régime protéique, ce qui suggere une
induction de la PIG et confirmerait ainsi I’existence d’un mécanisme d’action des protéines
alimentaires sur la satiété similaire a celui démontré chez le rat (Mithieux et al., 2005). Ceci

constitue un ensemble d'arguments en faveur de la faisabilité et de I’intérét de I’étude qui sera
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réalisée chez la souris en utilisant les deux modeles d'invalidation (invalidation des genes de
la POMC ou de MC4R).

Par ailleurs, pour confirmer les données moléculaires et s'il existe ou non une
redistribution de la PEG, il sera nécessaire d'effectuer des mesures directes de la PRG, de la
PIG et de la PEG chez les souris nourries par le régime riche en proteines, par rapport aux

souris nourries par le régime standard.

En outre, nous avons précédemment associé I’amélioration de la sensibilité a I’insuline
a une épargne du glycogéne hépatique chez les rats nourris par le régime riche en protéines.
Cependant, chez les souris nourries par le régime protéique, les stocks de glycogene sont plus
faibles que chez les souris nourries par le régime standard, ce qui est en accord avec
I’observation concomitante de I’augmentation de I’activité basale de la Glc6Pase (Figure 19).
Il serait intéressant d’étudier ce parametre « stockage de glycogene » a la fin d’un clamp
hyperinsulinémique euglycémique chez la souris nourrie en régime protéique, afin de le
correler a la sensibilité a I’insuline de la PHG. Des données récentes du laboratoire ont été
obtenues chez des souris ayant subi une chirurgie de type « bypass ». Elles montrent en effet
une amélioration de la sensibilité a I’insuline consécutive a l'induction de la production
intestinale de glucose. La détection portale du glucose, ainsi libéré par I’intestin, serait
responsable de I’'amélioration de la sensibilité & I’insuline (Troy et al. 2008). Dans notre
modeéle de souris nourries par le régime protéique, la néoglucogenése intestinale est également
induite, suggérant la mise en place du signal glucose portal, et ainsi une possible amélioration
de la sensibilité a I’insuline.

La mise en place de clamps hyperinsulinémiques euglycemiques chez la souris s’avere
donc nécessaire dans I’étude de I’action des protéines alimentaires sur la sensibilité a

I’insuline.

1. Impact du régime protéigue sur I’expression des génes
hypothalamiques du systeme mélanocortinergique chez les
souris C57/BI6

Dans I’hypothalamus de souris C57/BI6 nourries pendant 4 jours par un régime
protéique, la quantité relative d’ARNm de la POMC est diminuée de plus de 50% (8,4 £ 1 en

régime protéique versus 23,6 + 2,6 en régime standard) tandis que la quantité relative
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d’ARNm de I’AgRP est augmentée (25,4 + 6 en régime protéique versus 10 + 1,8 en régime
standard) (Figure 20). Le rapport POMC/AgRP est ainsi réduit chez les souris nourries par le
régime protéique par rapport aux souris témoins, en dépit de I’hypophagie mesuree
précédemment. Par ailleurs, la quantité relative d’ARNm de MC4-R reste inchangée (Figure
20).

Ces résultats suggerent que les variations d’expression des genes du systeme
mélanocortinergique apres 4 jours de régime sont consécutives a la diminution rapide de la
prise alimentaire des animaux au moment du changement de régime (standard-protéique).
Elles correspondraient a un effet « contre-régulateur », pour freiner la phase d'anorexie des
animaux. Les données de la littérature montrent, chez le rat, une légére augmentation de
I’expression de la POMC, par rapport au régime standard, aprés 4 semaines de régime
protéique, quand la prise alimentaire s'est stabilisée (Kinzig et al. 2007). Ainsi, chez les
souris, l'effet contre-régulateur du systéme mélanocortinergique, spécifique au début de
régime, pourrait s’estomper lorsque le régime protéique se prolonge. Cela n’exclut pas qu’a
long terme le systéeme mélanocortinergique puisse donc étre impliqué dans I’effet de satiété
induit pas le régime protéique.

Pour déterminer le rdle du systeme mélanocortinergique dans cet effet anorexigene a
long terme, nous avons choisi d’utiliser des modéles d’invalidation de deux génes du systeme
mélanocortinergique : POMC et MC4R.

I11. Variation de la prise alimentaire et du poids chez les souris
SV129 invalidées pour le gene codant POMC en réponse au
régime protéigue

Les souris SV129 témoins nourries en régime standard et traitées aux glucocorticoides
mangent en moyenne 3,9g contre 3,3g par jour chez les souris SV129 témoins non traitées,
suggérant que l'effet orexigene de Il'administration de glucocorticoides reste limité. Ces
données permettent de valider la méthode d’administration des glucocorticoides necessaire
chez les souris invalidées pour le géne codant la POMC. La prise alimentaire des souris
invalidées pour le gene codant POMC est significativement plus élevée (5,89 par jour)
indiquant une hyperphagie due a I’absence de POMC.

Par ailleurs, les souris SV129 traitées aux glucocortoides ont des variations de poids
globalement semblables a celles des souris SV129 non traitées (Figure 22) avec, cependant,
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en régime standard, un poids d’environ 1g plus élevé, en accord avec une prise alimentaire
également légerement plus élevée. Cependant, les souris traitées aux glucocorticoides et
nourries par le régime protéique semblent avoir plus de difficulté a récupérer un poids proche
de leur poids initial. Les glucocorticoides sont apportés par I’eau de boisson et ne sont donc
plus libérés de maniere cyclique chez ces souris traitées. Cet apport exogene de
glucocorticoides inhibe theoriqguement la production endogéne et rend négligeables les
régulations de cette derniére. Le faible regain de poids chez les souris traitées aux
glucocorticoides et nourries a long terme par le régime protéique pourrait ainsi s’expliquer par
I’absence d’une régulation, induite en temps normal par le régime protéique, au niveau de la

libération de glucocorticoides endogenes.

La prise alimentaire des souris invalidées pour le géne codant POMC et nourries par le
régime protéique est identique a celle des souris SV129 témoins nourries en régime protéique,
avec une prise alimentaire plus faible de 20% environ par rapport au régime standard (Figure
21). Ces derniéres données tendent a suggérer que l'a-MSH via la POMC n'est pas
directement impliquée dans l'effet anorexigene des protéeines alimentaires.

Le poids des souris invalidées pour le géne codant POMC reste stable pendant 2-3
jours apres le changement de régime puis augmente a nouveau régulierement. Cette
augmentation est cependant moins importante que pendant le régime standard (2,0 = 0,7 pour
les souris POMC™" vs. 4,5 + 0,4 pour les souris standards). Le régime protéique freine la prise
de poids des souris POMC” mais ne suffit cependant pas a arréter totalement cette
augmentation du poids, comme c’est pourtant le cas chez les souris témoins. Cette persistance

de la prise de poids peut s’expliquer par I’hyperphagie due a I’absence de POMC.

IVV. Variation de la prise alimentaire et du poids chez les souris
C57/bl6 invalidées pour le gene codant MC4R en réponse au
régime protéigue

Les souris invalidées pour le géne codant MC4R et nourries par le régime standard
mangent en moyenne 6,5g par jour. Cette valeur est significativement plus élevée que chez les
souris C57/BI6 témoins nourries en régime standard (3,2g), en accord avec les données de la
littérature qui rapportent I’effet hyperphagique consécutive a I’invalidation du gene de MC4R.
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La prise alimentaire des souris invalidées pour le gene codant MC4R est cependant
plus faible (environ 20%) en régime protéique qu’en régime standard. Ce profil d’évolution
de la prise alimentaire est donc semblable & celle des souris C57/BI6 témoins nourries par le
régime protéique (Figure 23). Cependant, au changement de régime (standard-protéique) la
prise alimentaire chute de 80% (contre 50% en moyenne chez les souris C57/bl6 témoins) et
remonte de facon plus progressive, consolidant I’hypothése que lintégrité du systeme
mélanocortinergique est nécessaire pour assurer un mecanisme de « contre-régulation » face a
la chute de prise alimentaire en début de régime.

En accord avec une prise alimentaire plus élevée chez les souris invalidées pour le
géne codant MC4-R, par rapport aux souris témoins, le poids des souris MC4-R”" augmente
plus rapidement, en régime standard, que le poids des souris témoins (2,2 £ 0,4 pour les souris
MC4-R™ vs. 1,0 + 0,1 pour les souris témoins) (Figure 24).Par ailleurs, la courbe d’évolution
du poids des souris MC4-R™ est semblable & celle des souris témoins, avec une diminution
d’un peu plus de 5% du poids pendant 3-4 jours a partir du changement de régime, suivit d’un

regain de poids.
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DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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Des perturbations du comportement alimentaire sont associées au développement de
I’obésité et des pathologies qui lui sont inhérentes, telles que le diabete de type 2. Ainsi, la
prise en charge de ces pathologies associe souvent, aux traitements thérapeutiques, des
stratégies nutritionnelles de mieux en mieux adaptées, notamment une augmentation de la
fraction protéique du contenu des repas. Bien que les protéines alimentaires induisent

effectivement une hypophagie, le mécanisme d’action reste encore a élucider.

1) Les protéines induisent une modification de la répartition de la production endogene

de glucose

Chez le rat, la production rénale de glucose (PRG) est fortement induite par le régime
riche en protéines. En effet, chez les rats nourris par un régime riche en protéines, les enzymes
néoglucogéniques sont induites et la production de glucose du rein augmente pour atteindre,
aprés 3 jours de régime protéique, pres de 45% de la PEG, contre 15-20% de la PEG chez les
rats nourris en régime standard (En annexe : Pillot et al., 2009). Les précédents travaux du
laboratoire ont montré que, dans les mémes conditions, la PIG des rats est fortement induite
pour atteindre environ 20% de la PEG, tandis que cette derniere reste inchangée (Mithieux et
al. 2005). L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure a une diminution concomitante
de la PHG, qui participerait dans ces conditions a moins de 50% de la PEG. Le régime
protéique induit donc chez le rat une redistribution de la PEG au profit du rein et de I’intestin.
Cette situation est proche de I’état de jedne trés prolongé, pendant lequel les PRG et PIG sont
induites tandis que les stocks de glycogéne hépatique augmentent a nouveau, a 72h de jelne
(Croset et al. 2001 ; Minassian et al. 1994). L’environnement hormonal est cependant bien
différent, puisque les rats a jeun ont un rapport insuline/glucagon trés faible, alors que le
régime riche en protéines n’induit pas de modifications tres significatives des taux circulants

de ces hormones (Mithieux et al. 2005), confirmant I’implication de mécanismes différents.

La dénervation des afférences vagales chez le rat abolit I’effet des protéines sur la
prise alimentaire mais pas sur I’induction des genes néoglucogéniques rénaux, suggérant que
la régulation de la PRG par les protéines alimentaires serait indépendante du signal glucose
portal. Cette hypothese est confirmée par I’absence d’induction des génes néoglucogéniques
rénaux par une perfusion de glucose en veine porte chez des rats nourris en régime standard.
Cette hypothése explique par ailleurs I’absence d’induction des genes néoglucogéniques
rénaux chez des souris dont la PIG semble pourtant induite par le régime protéique.
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Un repas riche en protéines entraine un afflux important d’acides aminés dans la
circulation sanguine et se traduit par une acidose qui pourrait en partie expliquer I’induction
des génes rénaux observée chez les rats nourris par le régime protéique. En effet, des études
préliminaires du laboratoire montrent qu’une acidose induite par I’ajout de NH4+ dans I’eau
de boisson des rats provoque une augmentation de I’activité PEPCK rénale. Cependant, ces
travaux indiquent que I’acidose n’affecte pas la Glc6Pase rénale (données non publiées). Ces
résultats confirment d’anciennes données de la littérature qui suggéraient que I’acidose induit
le gene de la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) rénale (Hwang et al. 1991), sans
induire celui de la Glc6Pase (Burch et al. 1978). Ainsi, d’autres voies de régulation, par
exemple une régulation transcriptionnelle par certains acides aminés circulants, seront a
étudier afin de mettre en évidence les différents mécanismes impliqués dans I’induction de la
néoglucogeneése rénale par le régime protéique. Le régime caséine, particulierement riche en
glutamine, est le plus efficace pour induire les génes néoglucogéniques rénaux. Nous
mesurerons donc en particulier I’effet d’une perfusion de glutamine sur la néoglucogenése

rénale.

Chez les souris nourries par un régime protéique, bien que la néoglucogenése
intestinale soit induite, I’activité de la Glc6Pase n’est pas affectée dans le rein et est induite
dans le foie. Etant donné que la Glc6Pase ne répond pas de la méme facon au régime
protéique chez le rat et la souris, la comparaison des deux modeles sera utilisée pour

caractériser les mécanismes impliqués dans les régulations de ces génes.

2) Le régime protéique améliore la sensibilité & I’insuline, probablement via le signal
glucose portal

Nous avons montré, chez le rat, que le régime enrichi en protéines induit, en plus de la
PIG, une augmentation de la sensibilité a I’insuline de la PEG, associée a une épargne du
glycogéne hépatique (En annexe : Pillot et al., 2009). D’autres travaux réalisés chez I’Homme
par Gannon et coll. montrent également une amélioration des parametres glycémiques de
patients diabétiques de type 2 alimentés par un régime riche en protéines (Gannon et al.,
2003). Nos expériences de dénervation portale chez le rat, afin de déterminer le mécanisme a
I’origine de I’augmentation de la sensibilité a I’insuline, n’ont pas été concluantes. Cependant,

il a été montré, pour une autre situation dans laquelle la PIG est également induite (souris
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« By-pass » ; Troy et al. 2008), un réle causal du signal glucose portal sur I’lamélioration de la
sensibilité & I’insuline.

Chez le chien, une perfusion de glucose spécifiguement en veine porte et a un débit
équivalent a la PEG induit une rapide augmentation du captage de glucose par le foie (Moore
et al. 2004). Chez la souris, une perfusion semblable de glucose en veine porte stimule
I’utilisation de glucose en périphérie, favorisant le maintien de I’équilibre des paramétres
glycémiques (Burcelin et al., 2000). Cependant, la mise en place d’un clamp
hyperinsulinémique euglycémique a permis de mettre en évidence que I’amélioration de la
sensibilité a I’insuline observée chez les souris « by-pass », et consécutive a une induction de
la PIG, consiste en une meilleure suppression de la PEG et pas en un meilleur captage du
glucose par les tissus périphériques. Les effets du glucose portal sur la sensibilité a I’insuline
pourraient donc dépendre de la quantité de glucose libéré dans la veine porte.

Dans ce travail de these, nous avons montré que les modifications induites par le
régime protéique au niveau hépatique semblent tres différentes entre rat et souris, avec
induction des enzymes néoglucogéniques et diminution du stockage de glycogéne chez la
souris. La mise en place d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique chez ces souris
permettra de montrer si, comme chez les souris by-pass, I’induction de la PIG est associée a
une augmentation de la sensibilité a I’insuline, et également de confirmer si cette
augmentation de la sensibilité a I’insuline par les protéines est liée a la PEG ou a une
augmentation du captage de glucose par les tissus périphériques. Par la suite, I’application du
clamp chez des souris ayant subi au préalable une dénervation portale et nourries par le
régime protéique permettra de mettre en évidence, ou non, I’existence d’un lien causal entre le
signal glucose portal et I’amélioration de la sensibilité a I’insuline induite par les protéines

alimentaires.

3) L’effet anorexigéne des protéines alimentaires : régulation directe de la PIG ?

Chez la souris, le régime protéique semble ne pas induire la méme redistribution de la
PEG que chez le rat (au profit du rein et de I’intestin et au détriment du foie). Par contre, dans
les deux espéces étudiées (rat et souris), I’effet anorexigéne des protéines est toujours associé
a une induction de la néoglucogenése intestinale. Les travaux du laboratoire, auxquels j’ai
participé pendant mon master, ont permis de proposer, chez le rat, le modele d’action suivant :
un régime protéique induit la P1G. Le glucose, ainsi libéré dans la veine porte ou il est détecté,

induit P’apparition du signal glucose portal transitant via le nerf vague jusqu’aux aires
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hypothalamiques de contrdle de la prise alimentaire qui sont activées (Mithieux et al. 2005).
L’étude de I’effet du régime protéique sur la prise alimentaire de souris invalidées pour la
Glc6Pase intestinale permettrait de démontrer que la PIG est indispensable pour I’inhibition
de la prise alimentaire par les protéines.

Le régime riche en caséine semble plus efficace qu’un régime riche en protéines de
viande ou en protéines de soja pour induire les néoglucogeneses intestinale et rénale. Des
travaux chez le rat indiquent que I’extraction de leucine par I’organisme a partir d’un régime
riche en caséine est significativement plus importante qu’a partir d’un régime riche en soja
(Luiking et al., 2005). Par ailleurs, des travaux de la littérature suggerent que la leucine
contenue dans les régimes protéiques pourrait étre impliquée dans la diminution de la prise
alimentaire. Il a notamment été montré que I’ajout de leucine a un régime standard entraine
une diminution de la prise alimentaire similaire a celle mesurée dans le cas d’un régime riche
en caséine (Ropelle et al., 2008). Ces données suggérent que la leucine pourrait jouer un role
dans I’induction de la PIG par les protéines alimentaires, et induire ainsi la satiété par le signal
glucose portal. Cependant, la validation d’une telle hypothése nécessite des études plus
approfondies, en particulier I’étude de I’effet d’une perfusion de leucine sur la PIG chez des
rats nourris en régime standard.

De plus, le groupe Ropelle et coll. a montré, par des injections icv de leucine
notamment, que le mécanisme de la leucine impliquerait, au niveau de I’hypothalamus, une
induction de I’activité de mTOR associée a une inhibition de I’activité I’AMPK (Ropelle et al.
2008), deux senseurs du statut énergétique cellulaire jouant un réle dans la régulation de la
prise alimentaire (Anderson et al., 2004 ; Woods et al., 2008). Ces régulations aboutiraient a
I’inhibition de I’expression de NPY et a I’augmentation de I’expression de POMC dans
I’hypothalamus des rats (Ropelle et al., 2008). 1l avait en effet été montré que la leucine, plus
que les autres acides aminés, était capable d’activer mTOR (Shigemitsu et al. 1999) et que
I’activité de celui-ci serait étroitement liée a I’activité de '’AMPK (Kimura et al. 2003 ;
Tokunaga et al. 2004). Des injections de leucine d’une part et des perfusions de glucose en
veine porte d’autre part, deux signaux consécutifs a une alimentation riche en protéines, sont
capables d’induire la satiété. L’effet du régime protéique sur la prise alimentaire, chez
I’animal, pourrait s’expliquer par un role inducteur de la leucine sur la PIG. Des mesures
d’activité des enzymes néoglucogéniques intestinales chez des animaux nourris par un régime
standard enrichi en leucine permettront de confirmer cette hypothése. De plus, des mesures de

prise alimentaire aprés dénervation des afférences vagales chez des animaux nourris en
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régime standard enrichi en leucine permettront de préciser le réle majeur du signal glucose
portal dans I’action de la leucine sur la prise alimentaire.

Par ailleurs, un mécanisme impliquant I’hormone intestinale « PYY » a été proposé
par I’équipe de Batterham pour expliquer I’effet anorexigéne des protéines (Batterham et al.
2006). Ces travaux montrent que chez I’Homme et la souris, la concentration plasmatique de
PYY est plus élevée aprés un régime riche en protéines qu’aprés un régime riche en hydrates
de carbone ou en lipides. De plus, I’effet anorexigene des protéines semble totalement aboli
chez les souris invalidées pour le géne codant le PYY. Ces données suggerent que le PYY est
nécessaire a I’effet anorexigéne des protéines et qu’il pourrait étre un signal en amont, ou en
aval, du signal glucose portal. Afin de caractériser le mécanisme, nous pourrons 1) verifier
I’induction de la PIG par le régime protéique chez les souris invalidées pour le gene codant le
PYY (PYY enamont du signal glucose portal), 2) mesurer la prise alimentaire chez des souris
invalidées pour le géne codant le PYYY perfusées en veine porte par du glucose (signal glucose
portal en amont du PYY).

4) Implication du systeme mélanocortinergique dans les effets du régime protéique sur la

prise alimentaire

Comme précédemment montré chez le rat, le régime protéique induit, chez la souris,
une diminution de la prise alimentaire de I’ordre de 20% comparée au régime standard. Par le
biais de [I’utilisation de modeles de souris transgéniques, nous avons montré que ni
I’invalidation du géne codant MC4-R, ni I’invalidation du gene codant la POMC, ne
provoquaient la perte de cet effet hypophagique du régime protéique. Ces données suggérent
que le systtme mélanocortinergique ne serait pas impliqué directement dans I’effet
anorexigene des protéines. Cependant, s’agissant de modeles KO non inductibles, nous ne
pouvons pas ecarter I’hypothése de la mise en place, en particulier au stade néonatal, de
systemes de compensation responsables de la persistance d’un effet hypophagique des
protéines alimentaires chez les souris dont le gene codant MC4-R a été invalidé. D’autres
expériences, en particulier a I’aide d’injections icv d’oligonucléotides antisens ciblées contre
la POMC ou I’AgRP chez la souris nourrie en régime protéique, permettraient peut-étre de
répondre également a la question, tout en s’affranchissant de I’absence de glucocorticoides
chez les souris POMC™ et de la mise en place de systémes de compensation.

De plus, I’injection icv d’un antagoniste des récepteurs aux mélanocortines (de type 4
plus spécifiquement) avant et pendant le régime protéique chez la souris permettrait aussi, par
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une autre approche, de répondre a la question de I’implication du systéme aux mélanocortines
dans I’effet satiétogene des protéines tout en s’affranchissant de la mise en place de systemes
de compensation.

Par ailleurs, le modele invalidé pour le géne codant MC4-R dont nous disposons offre
la possibilité, par croisement avec des souris exprimant la recombinase « Cre » (de maniére
tissu-spécifique selon le choix du promoteur de la recombinase), de ré-induire I’expression du
géne codant MC4-R par clivage de la cassette « stop » placé en amont du gene. Le suivi de la
prise alimentaire de souris MC4-R™™ nourries en régime protéique et dont on ré-induit le géne
aprés plusieurs jours de régime protéique permettra de mieux comprendre I’implication du

systeme mélanocortinergique dans I’effet anorexigéne des protéines alimentaires.

5) Rble majeur du systéme mélanocortinergique dans la contre-régulation mise en place face a

la chute de la prise alimentaire au moment du changement de régime.

Des mesures de I’expression de la POMC et de I’AgRP hypothalamiques a 4 jours de
régime protéique chez des souris témoins indiquent un rapport POMC/AgRP plus faible que
chez les souris témoins nourries en régime standard. Ce rapport serait plutot en faveur d’un
effet orexigéne du régime protéique. Par ailleurs, cet effet s’estomperait lorsque le régime
protéique se prolonge, puisqu’a 12 jours déja la différence d’expression de la POMC entre les
souris des régimes standard et protéique est bien plus faible qu’a 4 jours. Ces données nous
permettent de faire I’hypothése qu’il s’agirait d’un effet « contre-régulateur » du systeme
mélanocortinergique, a court terme, face a I’hypophagie brutale provoquée par le changement
de régime. Confirmant cette hypothése, des données obtenues chez un modéle de souris
invalidées pour le géne codant MC4R (qui ne disposent plus de ce systéme de contre-
régulation) montrent une chute de la prise alimentaire plus marquée chez ces souris au
moment du changement de régime, associée a une reprise de la prise alimentaire plus lente
que chez les souris témoins.

Dans ce travail, nous avons observé que la chute de prise alimentaire en réponse au
changement de régime s’accompagne d’une perte de poids des souris. Ceci pourrait étre
associé a une diminution de la leptine circulante. Les données de la littérature indiquent
gu’une perfusion de leptine induit une augmentation de I’expression de la POMC
hypothalamique (Gout et al. 2008) et une diminution de la libération d’AgRP (Breen et al.
2005). Cependant, la leptine induit également une augmentation de I’expression de MC4-R
(Gout et al. 2008), non affectée a 4 jours de régime protéique chez nos souris. Des dosages de
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la leptine chez les souris nourries a 4 jours, puis 30 jours, de régime protéique doivent étre
effectués pour mettre en évidence des variations de leptine corréléesaux variations de
I’expression de POMC et d’AgRP hypothalamiques. Ces expériences apporteront des
éléments de réponse concernant le role de la leptine dans la mise en place de la contre-
régulation par le systéme mélanocortinergique.

Par ailleurs, il a été montré qu’en situation de jelne le rapport POMC/AgRP est en
faveur d’une forte diminution, semblable a celle observée chez nos souris nourries en régime
protéique (Breen et al. 2005). D’autre part, des travaux de Makimura et coll. montrent qu’une
adrénalectomie, supprimant ainsi la synthese des glucocorticoides, provoque I’abolition de la
régulation des génes hypothalamiques de la POMC et de I’AgRP par le jeline (Makimura et
al. 2003). Ces travaux indiquent que les glucocorticoides sont nécessaires dans la régulation
du systeme mélanocortinergique induite par le jene. Afin de Vérifier I’hypothése selon
laguelle la « contre-régulation » que nous observons au moment du changement de régime
implique également les glucocorticoides, il serait intéressant de Vérifier la perte de cette
contre-régulation en absence de glucocorticoides (mise en évidence par une chute de prise
alimentaire drastique au moment du changement de régime). Des données préliminaires
obtenues chez les souris invalidées pour le gene codant la POMC (et non traitées par la
corticostérone) semblent confirmer cette hypothese.
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Summary

Protein feeding is known to decrease hunger and subsequent food intake in animals and humans. It has also been sug-
gested that glucose appearance into portal vein, as occurring during meal assimilation, may induce comparable effects.
Here, we connect these previous observations by reporting that intestinal gluconeogenesis (Le., de novo synthesis of
glucose) is induced during the postabsorptive time (following food digestion) in rats specifically fed on protein-enriched
diet. This results in glucose release into portal blood, counterbalancing the lowering of glycemia resulting from intestinal
glucose utilization. Comparable infusions into the portal vein of control postabsorptive rats (fed on starch-enriched diet)
decrease food consumption and activate the hypothalamic nuclei regulating food intake. Similar hypothalamic activation
occurs on protein feeding. All these effects are absent after denervation of the portal vein. Thus, portal sensing of intestinal
gluconeogenesis may be a novel mechanism connecting the macronutrient composition of diet to food intake.

Introduction

The disorders of food intake have a major impact on the
worldwide expansion of obasity and type 2 diabates mellitus
{(Flier, 2004; Friedman, 2000). This urgas the scientific com-
munity to sesek novel mechanisms of control of the sensations
of hunger and satiety. The brain, particularly spacific hypothal-
amic nuclei, plays a crucial role in this control. It ceaselessly
sensas nutrients and hormones provided by the periphery, and
adapts energy intake and expenditure to the needs of the body
{Obici et al., 2003; Schwartz and Morton, 2002).

In this context, it is well known that protein feading de-
creases hunger sensation and subsequent food intake in ani-
mals and human (Barkeling et al., 1990; Booth et al, 1970;
Jean et al., 2001; Rolls et al., 1988). Howaver, the mechanism
by which proteins induce their specific hypophagia effects is
still unsolved (Barkeling et al., 1990; Booth et al., 1970; Jean
et al., 2001; Rolls et al., 1988). Actually, the major homones
decreasing food intake produced by the body are either unaf-
fected (leptin) or even slightly decraasad (insulin) if the propor-
tion of protein in the diet is increased (Jean et al., 2002). Simi-
lady, the participation of the two main gut-derived hormones
possibly involved in food intake i.e., cholescystokinin (Moran,
2000) and PYY;5 (Batterham et al, 2002; Halatchev and
Cone, 2005) seems excluded. In fact, PYY3_s¢ is unspecifically
secreted in response to food in proportion to the calories in-
gested (Pedersen-Bjergaard et al., 1998; Schwartz and Morton,
2002) and the cholecystokinin release is stimulated by proteins
as well as by lipids in animals (Backus et al., 1995; Douglas et
al., 1990) and humans (Hopman et al., 1985), whereas lipids

have a much lower suppressing effect on food intake than pro-
teins (Rolls et al., 1988).

Besides homones, glucose per sa is a key signaling mole-
cule able to suppress food intake (Thorens and Larsen, 2004).
Contrasting with most of the circulating hormonal signals (for
instance, leptin or insulin), which are supposed to be diractly
sensed by the brain (hypothalamus) through the median emi-
nence (Flier, 2004; Schwartz and Morton, 2002), the sensing of
glucose-induced effects takes place in the portal vein (Lang-
hans et al., 2001; Thorens and Larsen, 2004; Tordoff and Fried-
man, 1986; Tordoff et al., 1889). It is depandent on gluccse-
sensitive calls presant in the wall of the portal vein, the signal
being transmitted to the brain via afferences of the vagus nerva
(Adachi et al., 1984; Schmitt, 1973; Shimizu et al., 1883; Thor-
ens and Larsen, 2004). As a rdated point, we previously re-
ported that gluconeogenasis genes ara exprassad in the small
intestine (SI) in rats and humans (Rajas et al., 1699, 2000). This
confers on this tissue the capacity to form gluccss and release
it into the portal blood, this capacity actually taking place only
when thesa genes are induced, such as in fasting and diabetes
(Croset et al., 2001; Mithieux et al., 2004a). Becausa portal glu-
cose is able to induce hypophagia, this raised the attractive
hypothesis that intastinal gluconeogensesis might have the ca-
pacity to decraase hunger sensation and food intake. More-
over, it as been previously reported that rats fed on a high-
protein and carbohydrate-free diet can adapt very rapidly by
inducing hepatic gluconeogenesis, the induction of the main
liver gluconeogenesis enzymes is even more rapid than during
the adaptation to fasting (Boisjoyeux et al., 1988). Thence, we
tested the hypothesis that protein feeding might induce gluco-
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neogenesis in the SI, which gives the possibility of detecting
glucose reease by the portal glucose sensor, and thus of
decreasing food intake.

Results and discussion

Protein feeding induces hypophagia, Sl gluconeogenesis,
and portal glucose release during

the postabsorptive period

In agreement with previous results (Jean et al., 2001), rats fed
on a diet moderately enriched in protein (50% by weight as
protein) ate and grew less than rats fed on a control starch
enriched diet (SED) (17% as protein). Rats ate slightly less the
first day they wera given the PED, but this was rapidly compen-
sated within a couple days, as praviously raported (Jaan et al.,
2001). Food intake, monitored over & successive days from the
third day on PED feading, was 17.4 + 0.8 g/day/rat in PED-fed
rats versus 20.5 £ 0.7¢/day/rat in SED-fed rats (mean + SEM,
n =6 per group, p < 0.05, Student's t test for unpairad value).
This reprasented a 15% lower food intake in PED-fed rats, very
comparable to that previously reported (Jean et al., 2001). This
resulted in a weight gain of 498 + 2.6 g in rats fed on the
protein-enriched diet (PED) versus 0.8 + 3.1 g in SED-fed rats
(mean + SEM, n = 8 per group) after 7 days, and 84.7 £+ 34 g
versus 102.4 + 2.9 g, respectively, after 15 days (differencas
wera significant at p < 0.01, Student's t test for unpaired value),
whereaas rats were perfectly matched for waight at the begin-
ning of the expariment: 201.0 + 1.4 g for SED-fed and 200.7 +
1.6 g for PED-fed rats. Because rats fed on PED weighad pro-
gressively less, we also expressad the results as keal ingasted
per kg per day during the monitoring period of 6 days. PED-fed
rats ingested 276.0 + 2.2 keal’kg/day whereas SED-fed rats
ingested 319.2 + 2.6 kcalkg/day. The difference was slightly
lower compared to the exprassion of rasults as g of food in-
gestad/day/rat, but still significant (p < 0.05, Student’s t test
for unpaired values). It is interasting to mention that the com-
position of the protain diet given herain was chosen on the
basis that rats allowed to salf-salect the macronutrient compo-
sition of their diet chocse a very comparable protein-enriched
diet (Jaan et al., 2002). It seams themfora unlikely that the pro-
tein-induced hypophagia might be due to lasser palatability of
the diet or malaise. Also in disagreement with the latter hypoth-
esis, it has been praviously reported that protein-feeding de-
creases food intake by inducing satiety phencmena and not
malaise or taste aversion (L'Heursux-Bouron et al., 2004; West-
erterp-Plantenga, 2003). However, becausa the role of palat-
ability was not addressed here, it could not be formally ex-
cluded that differences in palatabilities of SED and PED may
account at least in part for the affects cbsarved.

In line with our hypothesis, the expression of the two rmajor
regulatory genes of gluconeogenasis in the SI, i.e., glucose-6
phosphatase (GlcePase) and pheephoendlpyruvate carboxyki-
nase (PEPCK] (Mithieux et al., 2004b) was dramatically inducad
in rats fed on the PED compared to those fed on the SED. A
double induction was observed on the amount of protein de-
tected by immunoblotting (Figures 1A and 1B) and on the en-
zyme activity determined under condtions of maximal velocity
(Figure 1C). Moreover, there was a marked induction by about
80% of the expreesion of the glutaminase gene in rats fed on
the PED (Figure 1). The latter gene was strongly suggested to
have a crucial potentiating role in Sl gluconeogenesis (Mithieux
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Figure 1. Induction of gluconeogenasis ganes In the rat Sl upon FED faeding
A) Reprzentative Western biot analysis of giutaminasa and PEPCK In the prox-
mal jpjunum for thres rats fd on the SED (left) and 3 rats fad on ths PED (nght)
for 7 ciays.

B) Dersiometric analysis parformed from sb rats par group. The results ars
expressad as amitrary unlts (AL, °, p < 0.05, Student's t tast for urpaired
samples.

C) Brzymatic activities assayed undar conditions of maxmal velcity (n = € par
group) (Mithiewx et al, 2004a; Rajas et &., 1638, 2000). The rsuits ars expressad
as pmoliminvg of wet tiszus, *, p < 0.05, Student's t teet for unpairad valuss.,

et al., 2004a). The experiments shown in Figure 1 were per-
formed on day 7, but separate experiments dearly indicated
that induction occurred from the first 24 hr of PED feeding
(data not shown). Mcreover, results from the proximal jejunum
are shown in Figure 1, but comparable induction occumed in
all parts of the SI, from duodenum up to ileum. It is of note
that in previous studies in which carbohydrates were totally
replaced by protein, induction of gluconeogenesis enzymes
was reported in the liver (Boisjoyeux et al., 1988). In contrast,
no induction of either gluconeogenesis genes occumed in the
liver with the diet moderately enriched in protein used herein
(data not shown). In the liver, this was consistent with the fact
that no change in plasma insulin occumad (Table 1) and, in the
Sl, with our previous obsarvation that more than the insulin
status was crucial to detarmine GlcéPase gene induction in
this tissue (Mithieux et al., 2004a, 2004b). It must be mentioned
that the induction of gene exprassion by protein diets in the Sl
is not unique to genes of gluconeogenesis. The gene of the
intestinal oligopaptide transporter PepT1 for example was
shown to be markedly induced under such nutritional condi-
tions (Adibi, 2008). In line with the induction of intestine gpa-
cific genes by proteins in vivo, protein hydmolysates were
shown to activate in vitro the transcription of cholecystokinin
and proglucagon genes, via cAMP-dependent activation of the
nuclear factor CREB (cCAMP response element binding protein)
(Gevrey et al., 2002, 2004). Interestingly, the latter factor was
also shown to be essential in the transcriptional control of
GlesPase and PEPCK genes by cAMP (Gautier-Stein et al,
2005; Quinn et al., 1988).

We then tested whether gluconeogenic gene induction re-

322

CELL METABOLISM : NOVEMBER 2005

96



Int2sUnal gluconacgenasis diminkhes 1004 Intake

Table 1. Plasma glucidic parameters In SED- and PED-fad rats

Fractiona Flasma Insuln
Feadng pattern  [3-"H] gluocee spacific activity (dpm/umal) Plasma glusosa jmmaid) extraction fpmaiA)
anery van artary vein
SED 10,529 = &1 10,728 = 810 £3=08 B8 =05 006 = 0.01 Wi 0
PED 1 days 12,269 = 568 11874 = 816 85=08 82=09 006 = 0.02 288 = 182
PED 2 days 10,384 = 565 9,777 = 4325 84205 e =05 004 0.1 24=3
PED 3 days 10,902 = 484 10273 = 4420 106=04 10608 004 =0.01 852 = 136
PED 7 aays 11,143 = 267 10,401 = 209" 84203 #5=02 008 =0.01 234 =5
PED 15 days 9,650 = 477 9,011 = 482 1023=04 101=04 007 =0.02 212=90
PED 2 days + 10,801 = 800 10,363 = 809 E8 =08 B3 =07 007 =0.02 Re=N
SED 1 day

Rats N = 9 per group) wars elther fed on tha oontred SED or fad on SED and then on the PED 1or 1, 2, 3, 7, and 15 days or the PED for 2 days and the SED Tor 1 more
Gay. The results am axpressad as maan = SEM. “*\alué In vain diferant from that in antery, P < 0.05 and p < 0.01, raspactively (Stidant's t tast for paired valuss).

sulted in the releasa of glucosa into the portal vein, as demon-
strated in fasting or diabates (Croset et al., 2001; Mithieux &t
al., 2004a). Bacause the 8l is also a strong glucose-utilzing
organ, we used the previcus combination of arterio-venous
balanca determination and glucose tracer dilution analysis to
separate the uptake and release of glucose by the Sl (Croest
et al., 2001; Mithieux et al., 20048). Though rats ate slightly
less the first day they were given the PED (see above), this was
not sufficient to significantly alter plasma glucose and insulin
concentrations in comparison with rats fed on the SED (Table
1). The SI blood flow in rats fed on tha PED for one day (8.2 +
0.7 m‘min) was not different from that in SED-fed rats (5.9
0.9 mlmin), and it was not further madified during the following
days. Rats were deprived of food for 6 hr, anasthetized, and
fitted with cathetars. This was a time when the S| was com-
plately cleared up to the very distal ileum in both SED-fed and
PED-fed rats. This prevented glucose abscrbed from the intes-
tinal lumen from giving ambiguous results. it should be notad
that the plasma concentration of cholecystokinin, i.e., the main
candidate hormone putatively affected by protein ingestion
(Jean et al., 2002), was identical in PED-fed rats (for 7 days)
(2.85 + 0.8 pg/ml, mean + SEM, n = &) and in SED-fed rats
(3.82 + 1.14 pg/ml. Blood was then sampled after 90 min of
[3-*H]-glucose infusion (Crosat et al., 2001). The [3-2H]-glucose
specific activity (SA) was the same in portal and arterial blood
in SED-fed rats (Table 1). This was an indication that there was
no releasa of glucose into the portal blood in these rats. This
also confirmed that food digestion was completed (sea above).
Therewas a significant decreasa in plasma glucose concentra-
tion in the portal vein as compared to the artery (Table 1), re-
flecting glucose utilization by the tissue. The intestinal glucose
balanca (IGB), calculated from these glucose concantrations,
was in the same order range as that of the intestinal glucosa
uptake (IGU), which was deduced from the arterial glucoss
concantration and the [2-*H]-glucose removal by the SI (i.e.,
fractional extraction or FX) (Tables 1 and 2). Consequantly, the
calculated intestinal glucose release (IGR) was not different
from nought (-2.4 + 2.7 pmolkg/min, mean + SEM., n = 8)
(Table 2). These data were in agreement with our previous data
in postabsomtive and/cr short-term fasted rats previously fed
a starch-based diet (Croset et al., 2001; Mithieux et al., 2004a).
In contrast, in rats fed on the PED, the glucose SA was signifi-
cantly lower (-3.4%) in the portal compared to arterial blood
from the first day of PED feeding (Table 1). This revealed a

significant release of unlabeled gluccsa into the portal blood.
Consequently, the decraase in glycemia observed in the portal
blood was almost negligible as compared to that in SED-fed
rats. From the sacond day and up to 15 days of PED feading,
the decrease in glucose SA between the portal vein and the
artery was deaper (around -6%), and there was no more differ-
ence in plasma glycamia betwean vein and artery (Table 1).
Accordingly, the calculated intestinal glucose balance (IGB)
was lower than that in SED-fed rats from one day of PED fead-
ing crward and then approached zero between 2-15 days (Ta-
ble 2). The intestinal glucose uptake (IGU) was the same in
PED- and SED-fed rats (Table 2) with no alteration throughout
the feading period. Thesa data revealed a significant intestine
glucose release (IGR) of 8.9 £ 2.1 pmol’kg/min, representing
12% of the endogenous glucose production (EGP) the first day
of PED feeding. The glucose release increased twice (13.1
2.8 wmolkg/min or 19% of PEG) from day 2 and underwent
no further change thereafter (Table 2). In PED-fed rats infused
with [U-"4C] glutamine, there was a significant (p < 0.05) in-
creasa (+3.6%) in the "“C-glucose SA in the portal vein com-
pared to the artery. This indicated that glucose molecules re-
leased by the Sl had incorporated 4C-glutamine. This was in
agreement with the increased expression of the glutaminase
gene (Figure 1) and with tha fact that glutamine is the main, i
not the only, substrate of SI gluconeogenesis (Croset et al.,
2001; Mithieux, 2001). It was noticeable that the total endoge-
nous glucese production (EGP) was not altered in PED-fed
compared to SED-fed rats, while an intestinal component ap-
peared with PED feeding. This was in agreement with the ob-
servation that glucosa production by the liver is proportionally
inhibited by portal glucose appearance (Sindelar et al., 1997).
Interestingly, intastine glucose production was highly charac-
teristic of PED. It was in fact equal to nought in rats fed on the
PED for 2 days and refed on the SED for 1 day (Tables 1 and
2), or in rats fed on a high-fat diet as previously described
(Mithieux et al., 2002) (data not shown). These data strongly
suggested that the induction of gluconaogenic genes in the Si
resulted in the portal release of glucosa during the postabsom-
tive period in rats specifically fed on the PED.

Portal glucose appearance induces hypophagia per se
Next, the question arose of whether such intestinal glucose

fluxes deliverad to the portal vein, which were quartitatively
low but continuous, were capable of decraasing food intake in
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Table 2. Intastinal glicosa fimes In SED- and PED-1ed rats

Feading pattem IGU I8 IGR (9% of EGP) EGP
SED 129 £ 65 16260 -34=27 7202465
PED 1 aays 147 =568 79299 6.0=21(12%) 619227
PED 2 days a0=22 -41=42 131229 (18%) 707236
PED 2 days 97229 28227 1252 1.9 (17%) 745218
PED 7 gays 104 =40 -38=12 143 =24 21%) E2e=18
PED 15 days 16543 40244 123228 (17%) 737224
PED 2 days + SED 103y 11729 B9=243 28437 E36=50

Rats were elther fed on the confrol SED or fed on the SED and than on the PED for 1, 2, 3, 7, and 15 days or the PED for 2 days and tha SED for 1 mora day. All
procedures ragquined for the detarmination of IGU, IGB, IGR, and EGP are fully deecibad In Experimantal Procedures. The results are axpressad as pmolkg/min and

are the mean = SEM [N = 9).

a way similar to the previously studied glucoss fluxes, which
wera quantitatively higher but more transient (the latter being
meraly designed to match postprandial glucose absorption)
(Langhans et al., 2001; Tordoff and Friedman, 1288; Tordoff at
al., 1989). Rats were fitted with indwelling catheters into the
portal vein. After ona week, allowing complete recovery after
surgery, rats were infused with glucose at 12 and 25 pmaol/
kg/min, i.e., matching the mean and maximal values of IGR
determined individually in PED-fed, rats respactivaly. It must
be noted that this rather high scatter in IGR valuas (Table 2)
may be either intrinsically inharent in IGR or at least partly at-
tributable to the lack of precision of the tracer approach (this
point is discussad in Croset et al., 2001). In separate experi-
ments (data not shown), we checked that thare was no modifi-
cation of either plasma glucosa or insulin in peripheral blood
induced by such low portal glucose infusions. This was in
kagping with the coordinate suppression of hepatic glucose
production (see above). In a first approach, we studied rats fed
on the control SED (i.e., they exhibited none of the alterations
putatively induced by PED-feeding). This allowed us to nule out
that any other parameter altered on PED feeding could hide
the effects inducad by portal glucose appearance. Glucosa in-
fusion with both the above fluxes significantly decreased the
rats food intake compared to saline infusion (Figure 2). The de-
crease amounted to about 18% and 22% at 12 and 25 pmol/
ka/min, respectively, at the beginning of the dark period, i.e.,
the time of preferential feading in rodents (Figure 2A). The sup-
pression of intake was aven more pronounced at the beginning
of the light period: -30% and -38% at 12 and 25 pmol/kg/min,
respectively (Figure 24). This was a specific effect of glucosa
becausa there was no decrease in food intake caused by portal
infusions of other nutrient metabolites such as lactate (25
wmol/kg/min) or alanine (25 pmolkg/min) (data not shown).
These data strongly suggested that portal glucose appear-
anca, as occurring on PED feeding during the postabeomtive
period, was able per se to account for the decreased food in-
take induced by the diet.

In a second approach, we studied rats fed on the PED (i.e.,
they exhibited all the alterations putatively induced by PED
feeding induding endogencus IGR). In line with the results of
continuous food consumption monitored over several succas-
sive days (see above), food intakes tended to be lower than
those in the previous protocol involving the SED diet under the
three conditions of infusion (Figure 2A). Howsaver, the differ-
ences wera not significant (p > 0.1) in this short-term fasting-
refeeding transition study. This might pessibly ba due to subtle

differances in the food behavior adaptation to this type of tran-
sition, which weare out of tha scope of the prasent study. It was
of note that portal glucose infusion at both rates was still able
to further decraase food intake compared to saline infusion
(Figure 2A). The decreasas in regard to the control saline infu-
sion valua wer in the same order range as those in the proto-
col involving the SED diet. These data strongly suggested that
among the varicus parameters putatively altered by PED fead-
ing during the postabsorptive period, portal glucose appear-
ance has a dominant effact in relation to the control of food
intake.

Because the rcle of the portal glucose sensor in deriving
either the central resporse to hypoglycamia (Hevener et al,
2000; Thorens and Larsen, 2004) or the activation of the cantral
areas involved in the response to portal glucose is established
(Adachi et al., 1984; Schmitt, 1973; Shimizu &t al., 1883), we
further focused on the role of the portal nervous system in the
decraased food intake induced by glucoea infusion. Rats wera
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Figure 2. Effact of gluccee Infusions on food Intake In SED-fed (flled symbols)
ard PED-fad (open symbols) rats

A) Eftect of Infusions of saline (0) or gusoss (12 or 26 pmikg/min irko the portal
wain In SED-fed (data from aix rats, fillad circles) and PED-fad rats (data from 6
rafs, open cicias) at ths beginning of the dark phass; and In SED-fed rats at ths
beginning of tha light phase (data from eight rats, filed squares). Tha results are
tha mean = SEM: *, **, differ@nt from respective saline Nfuskon p < 0.05 and p <
0.01, raspactively (Studant's t tast for palred valugs).

B) Effect of similar poetal nfusions In rats with capeacin-treated portal veln (data
from five rats under each condiion, symboks a5 abowe). Fllled friangles refer to
an ewperimant of mechanical danervation of tha portal vein (data from four rats).
) Effact of infusions Into peripheral bicod (data from four rats, symbol as above).
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treated by local application of capsaicin around the portal vein
at the time when portal cathetars weara inserted into the portal
vein (Jancso et al., 1980). Capsaicin is a neurotoxic agent in-
ducing the sdlective inactivation of weakly myelinated or unmy-
dinated autonomic afferent fibers (Blackshaw et al, 2000;
Holzer, 1991). After recovery, rats were studied for their food
intake in response to portal infusions as above. Thare was no
effect of portal glucose infusion on food intake in capsaicin-
treated rats, either during the dark or the light phasa. This ab-
sence of effect was noted in SED-fed asin PED-fed rats (Figure
2B). It is known that, even if extreme care is taken during the
application, capsaicin might impact neighboring tissues and/or
nerve fibers (Zafra et al., 2004). Thus, portal vein denervation
was also mechanically performed (by gentle scrapping). The
results were identical to those in capsaicin-treated animals
{(Figura 2B). However, one must baar in mind that nerve fibers
from the liver travel along the sarme way than those from the
portal vein. Therefore, it cannot be formally excluded that they
might also be impacted by the denervation treatment and that
a part of the glucose signal may be detacted in the liver. Also,
because we did not check the neuroanatomical result of dener-
vation, it is possible that not all nerve fibers wera impacted by
the treatment. However, it seems cbvious that at least thoss
involved in the glucose signal transmission were inactivatad.
At last, rats were fitted with indwelling catheters placed into
the right jugular vein instead of the portal vein. They wemr also
studied for food intake in response to saline or glucose infu-
sions. Again in line with the key role of portal vagal afferencas
in the central control of food intake by portal glucose, there
was no alteration of food intake induced by glucose infusions
into this peripheral vein (Figure 2C).

We further ascertained that the hypophagia effect induced
by PED (see above) was dependent on the presence of a func-
tional portal glucoss sensor. With this aim, rats wera either de-
nervated around the portal vein as above (without catheter in-
sertion) or sham-operated (i.e., treated by local application of
saline instead of capsaicin around the portal vein). After recov-
ery for 7 days under SED feeding, they were further given either
the SED or the PED. After two days for familiarization with the
PED (see above), the growing rate of rats was studied during
5 more days. In line with former data, sham-operated rats fed
on the PED ate and graw less during the study period than
their counterparts fed on the SED. In contrast, in rats with inac-
tivated portal glucose sensor, there was no effect of PED on
food intake and the animals ate and grew as sham-operated
rats fed on the SED (Figure 2). This strongly suggestad that the
PED-induced hypophagia was dependent on a functional por-
tal glucose sensor. It is interesting to note that the reversal of
PED effect by capsaicin disagread with the hypothesis that a
lower palatability might account for the induced decraase in
food intake (se2 above). It was notaworthy that thera was no
significant effect of portal denervation of the growing rate of
rats fed on the SED (Figure 2). The latter had the possibility to
sense portal glucose deriving from food assimilation and not
glucose deriving from gluconecgenesis (see Figure 1 and Takle
2). This strongly suggested that the decreasing effect on food
intake promoted by portal glucose might not evidencad during
the periods of active food assimilation, possibly because of
redundant potent machanisms of control of food intake con-
comitantly taking place (e.g., mechanical distension). Con-
versely, these results also emphasized that the contral of food
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Weight gain (g)

1 2 3 4 5
Days

Flgure 3. Dependancy of tha sensiivity 1o PED feeding on the portal vein Inner-
vation

The groatng fats of sham-cperated rats fad on the PED (fllad squanes) was
compared 1o rats with dananvated portal vain fad on the same dist (opan squaras)
and to sham-oparated rats (filed circles) and denervated rats jopen circles) fed
on the SED. The resuts ar2 the maan = SEM from six rats par group. *, **,
diftarant from valus In courtarparts with denervated pertal vein, p < 0.05 and

P < 001, respectialy [Student's t test for urpared vauss).

intake depending on portal glucose sensing should be a mech-
anism essential in the periods of low portal appearance and
specific of glucose from intestinal gluconeogenic origin (a situ-
ation taking place in the postabeorptive period in rats fed on
the PED and/or when food assimilation is close to ending). In-
terestingly, our data are in keeping with previcus results sug-
gesting that portal glucoss infusion is important in determining
future food intake rather than in terminating ongoing meal
(Baird et al., 1097). It is likely that, when available, animals with
sdlactive blockade of intestinal gluconeogenesis (e.g., mica
with targeted inactivation of Glc8Pase ganein the S{ will allow
not only to confirm our data, but also to address more in depth
these questions.

Activation of hypothalamic nuclei induced by portal
glucose appearance matches that induced

by protein feeding

Finally, we studied whether the hypophagia effects evidencad
in postabsorptive rats fed on PED, or in postabeormptive rats
fed on SED and infused with glucose into the portal viein, wara
both consistent with the occumence of central avents taking
place in the main hypothalamic nuclei known to be involved in
the regulation of food intake. Bacause c-fos expression is a
well-recognized marker of neuronal activation (Halatchev and
Cone, 2005; Pocai et al., 2005), we studied c-fos exprassion in
the arcuate nucleus (ARC), the ventromedian nucleus (VMN),
the dorsomedian/paraventricular nucleus (DM/PVN), and lat-
aral hypothalamus (LH). The results shown in Figure 4 were
from the PVN, but it was notavorthy that infusions of glucose
into the portal vein or protain feeding elicted very similar c-fos
expressions in all aforementionad hypothalamic areas. The sa-
lectivity of c-fos activation in these hypothalamic areas was
ascertained from photomicrographs showing lamger brain areas
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Figure 4. nducticn of c-fos expression by portal gucesa Infuslon or PED-feading In rat hypothalamus

A-C) Protomicrographs showing c-fos-Ike Immunoraactha neurcns In PVN of normal rats Infused into the portal vain 'with saline (A) or glucose at 28 pmolka/min (B),
and of denarvatad rats Infused with gluocee (C). Magnification = 100x. 3V refars to third vemricie.

D) Numnber of c-fos-like Immunoreactive neurons In arcuats rucleus (ARC), vantromadan by pothalamus (W), dorsomedian hypothalamus (DM), paraventricuar nucleus
(PVN), and lataral fiypothalamus (LH). Saline and ghlcosa Infusiens In normal rats: open and fllzd colmns, respectivaly; Glusoss Infusion n denarvatad rats: gray
column. The results are expressed as the mean = SEM of threa rats per group; * diffarant from saline, p < 0.08 (Studant's t tast for unpalred values).

E-G) Photomicrographs shoming ¢-fos-Ika immuncmactive neurons In PYN of normal rats 'd on SED (E) or PED (F) and of denervatad rats fad on PED (G).

H) Numbar of c-54Ike Immunc@active neurens In ARC, VM, OM, FVN, and LH. SED-fed and PED-fed normal rats: opan and flled coumns, mspactively; PED-Rd
danervated rats: gray columns. Magnification and expreesion of rasults as above.
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{(Figure S1 in the Supplemental Data available with this article
online). The number of c-fos immunoraactive neurons was in-
creased by a factor of 2 to 3 in all amas in postabsomptive
rats infused with glucose compared to control rats infused with
saline (Figures 4A, 4B, and 4D). The increases wera quantita-
tively comparable in postabsorptive rats fad on PED in regard
to control rats fed on SED (Figures 4E, 4F, and 4H). In contrast,
there was no increase in c-fos labaling in any of these areas in
rats in which the portal vein had been denervated (Figure 4C,
4D, 4G, and 4H). it may appear paradoxical that activation took
placa in the LH, especially becausa the latter has been classi-
cally considerad as a feeding center (global destruction of the
LH leading to hypophagia) and becauss reciprocal relation-
ships between activities of the LH and VMH (corversely as-
sumed to be a satisty center) wera previously reportad (Anand,
1961; Oomura et al., 19e4). However, changes in the neuronal
activity in the LH promoted by portal glucose were already re-
ported (Schmitt, 1973; Shimizu et al., 1983). Moreover, one
cannot predict from c-fos activation the final effect of thoss
neurons that were salectively activated by PED or portal glu-
cose in the LH. Further identifications of the neuromediators
axpressed in the c-fos-activated neurons by double labeling
axperiments would allow to specify the mechanisms inducad
by glucose and/or diet proteins. However that may be, our data
strongly suggested that the central hypothalamic events eic-
ited either by portal glucose infusion or PED-feeding wera sim-
ilar, and as a whole msulted in decreasing food intake.

In conclusion, wa raport in this study that protein feading
markedly increases the expression of the regulatory genes of
gluconeogenasis in the Sl in rats. This promotes endogenous
glucose synthesis and release into the portal blood, a phenom-
enon lasting during the postabsorptive time, i.e., after the
period of assimilation of food glucese. This portal glucoss flux,
sensad by the portal glucose sensor, is able per se to activate
the hypothalamic nuclei involvad in the reguiation of food in-
take and to cause a decrease in subsaquent food consump-
tion. As such, these results provide an answer to the question
of how protein-enriched meals dacrease hunger and induce
hypophagia, unsolved up to now (Barkeling &t al., 1990; Booth
et al., 1970; Jean et al., 2001; Rolls at al., 1988; Westerterp-
Plantenga, 2003). Together with other recent results (Abbott et
al., 2005; Gutierrez-Juarez et al., 2004, Peters et al., 2005; Po-
cai et al., 2005), our data further point out the connection be-
twean the central nervous system and the integrated digestive
system, and the crucial rale of the vagal transmission in the
central control of @anargy homecstasis. Moreover, they bring to
light a novel concapt of control of food intake, involving the
Sl gluccse metabolism as a key relay from the macronutrient
composition of the diet to the amount of food ingested. Be-
cause gluconeogenssis is present in the human intestine (Bat-
tezzati et al., 2004; Mithieux et al., 2004b; Rajas et al.,, 1999,
2000), and protein-induced diminution of hunger concarns hu-
man beings (Barkeling et al., 1990; Booth et al., 1970; Ralls et
al., 1988), the S| glucose metabolisrn may ba a new tamget in
the treatment of food intake disorders.

Experimental procedures
Animals and tissues sampling
Rats weighing 260-280 g wee acclimated 1o our animal houss undee con-

trolled temperature (22°C) end light conditions (ight/dark, 12 hr/12 br) with
fres acceas 1o water and SED diet. The composition of the dists wes essen-
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tially bassd on that of a stendard chow diet, as previously described
(Mithieux et al., 200€), with modifications in the ratio eterch-glucose/protein,
that was S006/17% in SED and 17 9%6/500% in the PED (weight basis), reepec-
tively. Protein was a mbdure of soya protein and casein (S0/50). All experi-
ments intended for tissus sampling were parformed in the postabecrptive
state, i.e., 8 hr after food rmmoval, a time when food abscrption was com-
pletad. The intestine was sampled sesentially s deecribed (Mithieux =t al.,
2004a). All procadures for gens axpreesion analyses were praviously de-
scribed in detail (Mithisux et d., 2004a; Rajas &t al., 1889, 2000).

Glucose flux measurements

Rats in the postabeorptive stete were anacsthetized with pentobarbital (70
mg/kg), fitted with cathsters and infussd with [3-°H) ducces as previously
deecribed (Croest et al., 2001; Mithieux &t al., 2004a). After infusion for 10
min, & laparotomy was parformed, the inferior meesnterc dredation wes
stopped by ligatures to excluds the blood flow coming from the cscum and
the colon. After 80 min, a time where a steady state of glucoss SA wes
obtained (Croset et al, 2001), blood was gently sampled simultansously in
the cerotid artery end in the portal vein, using a cathster inserted into a
supsrior mesenteric vein and pushed up to ths junction with pancreeticodu-
odend vein. Totd EGP was obtained from the [3-°H] ducoes infusion rate
and the SA of antecdal duccee (Croset et al., 2001; Mithisux et al., 2002).
The FX repreesnts the fraction of [3-°H] guccee removed by the &I, It wes
cakulated as [[3-°H] glcose x glucoss concentration = [z
*H] gicose SA,,,, » duoces concentration, . J}J{[3-°H] ducces x
duccse concentralion ). The intestinal glcose uptake (IGU) was de-
duced from this FX, the anerial plasma guoce=s and the intsstinal blood
flow (IBF): IGU = IBF x plasma ducces concantration ey » FX. The deter-
miration of IBF using redicdlabelad microsphere techniqus wes previously
deecribed (Croset &t al., 2001} The intestinal ducces balence (GB) is the
net resut of both the uptake and rlesss of glucose by the S, It was calcu-
lated from the difference between the arterial and venous glucose concen-
trations and IBF, a8 IGB = IBF x (glucose concentration,,.., - gluzos= con-
centration,,, ). Finally, the inteetinal gluzose redease |GR) wes derived from
IGB end IGU by resolving: IGB = IGU - IGR.

Al procedurse used for determinations of plesma guooes, insulin, and
duccee SAwsrs deecribad in detail previously (Crosst et al., 2001; Mithieux
<t al., 2004a). Plasma CCK concentration was determined by radioimmunc-
assay after athanol extraction, as praviously dsecribed (Miszza et al., 1885),
The crosereactivity of the antibody used with gastiin was less than 19.

Studies in conscious animals

To equip them with indwsling catheters, rats wers anesthatized by intre-
peritonesl injection of pentoberbitd (70 mgkg). In rats intended for infu-
sions into portal blood, a laparctormy wes performed. A polysthylens cathe-
ter wes insartad into a supsrior messnteric vein, pushad up 1o the unction
with pancreaticoducdenal vein, and secured with biclogical glus. A passags
under the skin up to the basis of the neck was dons to recover the other
and of the catheter, which was secured with a dacron mesh button tathee
(Hervard apparatus). In rats intended for inactivation of portal vein irnerva-
fion, a gawuzs comprees maistenad with 20 W of a solution of cepesicin (10
mg‘ml) in waterethanoltwesn 20 (8:1:1, volivol), was applied around the
portal vein for 15 min at the time of surgery. In rats intended for infusions
in paripheral blood, the indwalling catheter was insertad into the right jugu-
lar wain, and the other end recoverad at the basie of the neck as above.
After eswing up the incisions, rats were allowed 1o recover from surgeey for
one wesk with free access to SED and water A solution of pobyvinylpyrroli-
don (79 (wéw) in ealines, 200 pl) wes infused sach day to prevent coagu-
lation.

In food intake experiments, 4 br beforsthe food consumption pediod, rats
were placed into individud cagee without food, with fres access 1o water,
and were infused with either saine or glucose (12 or 25 pmolkg/min). At
the time when the conditions of llumination changed (beginning of dark or
light), they wees given SED (or PED) for 3 br while infusion was maintainad.
The latter time was supposed 1o match the transition from postprandia to

ive pariod. The amount of food ingseted was monitered at the
end of this 3 hr time. Each rat was studiad at least two to three times with
sfther sclution, infused in a random order. Mean velues were first cakoulated
for aach solution in each rat taken individualy. These valuse were then used
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10 caleuate a mean valus for each solution in each group, and to carry out
statistical andlysia

To c-foe immunochsmistry experiments, rats were infussd under the
same condtions as above, sxcept that they were not given feod when illu-
mination changsd. Infusions were prolonged for 2 additional hr before anes-
thesia and further brain postfixation (ses below).

All protoocts usad in this work were perfarmed according to the reoom-
mendations of cur local animal ethics committse for animal expsrimean-
tation,

c-fos immunochemistry

To allow veluable comparison with rate with portal infusions (ses above),
animals fed either on SED or PED were anseth=tized 6 hr after removal of
food. When portal vein densrvation was involved, it was performed 7 days
befors the experiments &8 in the study rlative 1o Figure 3. Ater anestheeia,
rats wees tranacardiacaly infused with ice—cold 0.8% saline for 10 min, fol
lowed by 4% parsformeldatyde in PBS (phosphete-buffer salne) infusion
for 20 min. The braina wer= removed, postfixed in io= cold 49 peraformal-
dehyds for 2 hr and cryoprotectad in 30% sucroes in PBS for 2-3 days, at
4*C. They weea then frozen end cut into 40 pm coronal sections using a
fresing cryostat. The s=ctions were exposad to 0.3% hydrogen peroxids
for 30 min. They were then preincubated in PBS containing 3% normal goat
seum and 0.25% Tiiton (blocking solution) for 2 hr, and further incubated
for 48 hr with rabbit polyclonal o-foe antisscum (1/20,000 dilution; Ab-5,
Cnoogens Scienose, San Diego, California) in blocking solution. Subse-
quently, the s=ctions were incubated with bictinylsted gost anti-rabbit kG
diluted at 1/800 (Vecter Laboratoriee, Budingame, California) for 1 hr, and
with streptavidin horssradish peroxidase for 30 min, both in blocking solu-
fion. C-fos expreesion was visuslized for foe-like immunoreactivity (FLI)
uging dismincberzidins and hydrogan peroxide. A BH2 micrescope (Olym-
pus Corp, Meblville, New York) connected via a color video camera to a PC
computer using the Imagsnia 2000 softwars (Biocom, Lee Ulis, Francs) was
usad for cell counting. Each stained section wes scresned for visusization
of FLlin neurona. Inthe regions of intereet, foe-positive nucks were counted
following the ara outlined, on numercus ssctions end on bath sides, ac-
cording to The Rat Brein in Stereotactic Coordinates (Paxince and Wat-
son, 1908).

Supplemental data
Supplemental Data include one figure and cen be found with this anicls
online at http/Awww.cslimetaboliem.omg’'ogicontentTul/2/5/321/DC1/.
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Protein Feeding Promotes Redistribution of
Endogenous Glucose Production to the Kidney
and Potentiates Its Suppression by Insulin

Bruno Pillot,* Maud Soty,* Amandine Gautier-Stein, Carine Zitoun,
and Gilles Mithieux

Institut National de la Sarté et de la Recherche Médicale, Unité 855 and Université de Lyon, Lyon F-69008, France,
and Université Lyon 1, Villeurbanne F-69622, France

The aim of this study was to assess in rats the effect of protein feeding on the: 1) distribution of
endogenous glucose production (EGP) among gluconeogenic organs, and 2) repercussion on the
insulin sensitivity of glucose metabolism. We used gene expression analyses, a combination of
glucose tracer dilution and arteriovenous balance to quantify specific organ release, and hyper-
insulinemic euglycemic clamps to assess EGP and glucose uptake. Protein feeding promoted a
dramaticinduction of the main regulatory gluconeogenic genes (glucose-6 phosphatase and phos-
phoenolpyruvate carboxykinase) in the kidney, but not in the liver. As a consequence, the kidney
glucose release was markedly increased, compared with rats fed a normal starch diet. Protein
feeding ameliorated the suppression of EGP by insulin and the sparing of glycogen storage in the
liver but had no effect on glucose uptake. Combined with the previously reported induction of
gluconeogenesis in the small intestine, the present work strongly suggests that a redistribution of
glucose production among gluconeogenic organs might occur upon protein feeding. This phe-
nomenon is in keeping with the improvement of insulin sensitivity of EGP, most likely involving the
hepatic site. These data shed a new light on the improvement of glucose tolerance, previously
observed upen increasing the amount of protein in the diet, in type 2 diabetic patients.

(Endocrinology 150: 616624, 2009)

nsulin resistance is the hallmark of the so-called merabolic
syndrome and of its associated pathology type 2 diabetes.
Among various altered metabolic functions, increased endoge-
nous glucose production (EGP) has long been recognized to be a
crucial step in the metabolic staging of the illness from insulin
resistance toward impaired glucose tolerance and further to di-
abetes (1, 2). Until recently it was considered that only the liver and
kidney are capable of releasing glucose in blood because both are
the only organs considered to express glucose-6 phosphatase
(GlcaPase), the key enzyme of glucose production. In contradiction
to this dogma, we demonstrated that the small intestine (SI)is a third
gluconeogenic organ, expressing GlcéPase and other genes required
for gluconeogenesis, and is able to contribute to EGP in the fasting
situation and insulinopenic diabetes (3—6) (for review, see Ref. 7).
As a first analysis, one may suppose that the induction of
glucose production in any of the three gluconeogenic organs, in
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the postabsorptive state, should result in a global augmentation
of EGP, thereby favoring a possible deleterious action on glucose
homeostasis. However, previous data from our group have sug-
gested that the reality is probably more complex. For instance, in
insulin-resistant high-fart fed rats, we reported that the beneficial
decreasing effect of the antidiabetic agent metformin on EGP
takes place despite the concomitant appearance of a small com-
ponent of glucose production by the intestine (8). Furthermore,
the induction of gluconeogenesis in the SI of rars fed a protein-
enriched diet (PED) does not correlate with any increase of EGP
in these animals (9). This suggests that a compensatory decrease
of the contribution of either the liver or the kidney to glucose
production should occur in these situations. Actually, a decrease
of glucose production principallv raking place in the liver might
be favored because of the well-known inhibitory effect of portal
glucose on hepatic glucose release (10).

Abbreviations: EGP, Endogencus glucose production; FX, fractional extraction; GloéPase,
glucose-6 phosphatase; IGP, Intestinal glucose production; PED, protein-enriched diet;
PEPCK, cytosclic phosphoenolpynuvate; FEPCK-C, cytosclic phosphosnolpynavate car-
bowykinase; REF, renal blood flow; RGE, renal glucose balance; RGR, renal glucose release;
RGU, renal gluccse uptake: SA, specific actiity; SED, starch-enriched diet: 51, small
Intestine.
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High-protein feeding represents a special nutritional sicua-
tion, deserving further characterization. It is well known that
food protein ingestion may play an indirect beneficial role in
glucose homeostasis, via the induction of satietv effects and
weight loss in both animals and humans (11). We recently re-
ported that the induction of intestinal gluconeogenesis, by way
of the portal sensing of intestinal glucose released, and activation
of the hypothalamic areas regulating energy homeostasis, is a
mechanism by which food proteins induce the diminution of
food intake in rats (9). Moreover, recent results also indicate that
the parameters of glucose tolerance, including the level of gly-
cared hemoglobin, are markedly improved in the short-term in
type 2 diaberic parients after increasing the proportion of dietary
proteins for a few weeks, independently of any effect on body
weight (12, 13) (for review, see Ref. 14). However, over the long
term, it is considered thart the improvement of insulin sensitivity
in diabetic patients is the result of weight loss (11). Given the
importance of EGPin glucose homeostasis (1, 2), and possibly in
the initiation of type 2 diabetes, we raised the question of the
effect of protein feeding on both liver and kidney gluconeogen-
esis. To this aim we used gene expression analysis to evaluare
whether protein act as a regulatory signal on gluconeogenic
genes in both tissues, and a combination of glucose tracer dilu-
tion and arteriovenous glucose balance determination to evalu-
ate whether this rranslares in glucose release by the rargeted tis-
sues (3, 9. It must be noted that gluconeogenesis may proceed
from different precursors, e.g. alanine, lactate, glutamine, or
glycerol, the urilization of which may vary accordingro the organ
considered. Specific gluconeogenic pathway from these sub-
strates could be quantified using relevant carbon-labeled pre-
cursors (5, 15). The question addressed herein (repartition of
EGP among gluconeogenic organs) makes it relevant to use the
tritiated glucose approach. Indeed, the latter allows one to quan-
tify the whole glucose release from the organ considered, regard-
less of the precursor. In combination with these studies, we ad-
dressed the question of the effect of protein feeding on insulin
sensitivity of both EGP and rotal glucose uptake, using the clas-
sical hyperinsulinemic euglycemic clamp approach (16).

Materials and Methods

Animals and diets

Seven-week -old male Sprague Dawley rats {Charles River, L’arbresle,
France), weighing about 230-250 g, were acclimated to our animal
house under controlled temperature (22 C) and lighr (12-h light, 12-h
dark) conditions, with free access to warter and to a control starch-en-
riched diet (SED). The composition of the SED was as follows: starch
glucose (50% ), protein (23,5%), lipids (4%, water (12%), mineral salts
(5.5%), cellulose (4% ), vitamins { 1%), weight basis. The compaosition of
the PED (isocaloric regarding the SED) was essentially the same with a
modification of the starch/glucose to protein ratio, i.e. starch/glucose
(23.5%) and protein ( 50% ). Protein used was a mixture of soya protein
and casein (50/50). Fasted rats (n = § per group) always had free access
to water. PED-fed rats (n = 8) were switched on the PED for 3 d before
studies. All experiments in fed rats were performed in the postabsorptive
state, i.e. 6 h after food removal.

All protocols used in this work were performed according to the
recommendations of our local animal ethics committee for animal
experimentation.

endo.endojournals.org 617

Tissue sampling, metabolites, and gene expression
analyses

Rats were anesthetized using an injection of pentobarbital (7 mg/100
g body weight). A laparotomy was performed to expose the liver and one
kidney, which were rapidly removed and frozen using tongs previously
chilledin liquid N,. The frozen tissues were kept at —80 Cuntil use. They
were powdered at the temperature of liquid N, and homogenized by
ultrasonication in 10 mmol/liter HEPES, 0.25 mol/iter sucrose (pH 7.3)
(9 volig tissue).

Glycogen was derermined according ro the method described by
Bergmeyer and Gawehn (17). GlcéPase activiry was assayed ar maximal
velocity (20 mmolfiter glucose-6 phosphare) at 30 C, by complex for-
mation of the phosphate produced. The contribution of nonspecific
phosphatase activities was estimated through hydrolysis of B-glycer-
ophosphate, as previously described (3). Cytosolic phosphoenolpyru-
vate (PEPCK ) carboxykinase (PEPCK-c) activity was assayed under con-
dirions of maximal velocity at 30 C in the 100,000 x g supernatant of
tissue homogenates, using the decarboxylation assay described by Rajas
et al. (4) and Jomain-Baum and Schramm (18). Glutaminase acrivity
(w-dependent) was assayed in kidney homogenates under condirtions of
maximal velocity, according to previously described procedures (6, 19).

For Western blotting studies, 30 pg protein was separated by elec-
trophoresis in 9% polyacrylamide gelsin the presence of sodium dodecyl
sulfate, After electrotransfer to polyvinylidene fluoride immobilon mem-
branes (Millipore Corp., Billerica, MA), immunodetection was per-
formed using anti-Glc6Pase and anti-PEPCK (kindly provided by Dr.
Granner, Valderbilt University Medical School, Nashville, TN) antibod-
ies at dilutions of 1:1500 and 1:7000, respectively (4, 20). Membranes
were reblotted with anti-B-tubulin (use at 1:2000; Santa Cruz Biotech-
nology, Inc., Santa Cruz, CA,) for standardization.

Toral RNA was extracted following the protocol described by Sam-
brook et al. (21). cDNA synthesis was performed from 500 ng mRNA
using Moloney murine leukemia virus Reverse Transcriptase ribonucle-
ase H Minus (Promega Corp., Charbonniéres, France) and poly{deoxy-
thymidine) oligonucleotides, incubated for 1 h at 40 C. Real-time PCR
was performed using a LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). A standard curve was systematically generated with different
amounts of a purified target cDNA fragment. Ribosomal protein rL19
transcript was used as a reference, and the results were expressed as a
ratio referred to the expression of rL19. PCR was performed witha 1:100
dilution of the reverse transcription product in the Master SYBR Green
1 mixture (Roche Diagnostics) with specific primers (0.25 M final of each
primer). The following specific primers used were: 5'-TTACGAAGACTC-
CCAGGACTG-3' (sense) and 5'-TGACTATTACAGCAACAGCTC-3"
{antisense) for the rat Glc6Pase, 5'-AGTGCCTGTGGGAAAACCAA-3'
{sense) and 5'-CACCATCTTCACCAACGTGGCT-3' (antisense) for the
rat PEPCK, 5-AGATTGACCGTCATATGTATCACA-3' (sense) and
S'-“TCTAAGACCAAGGAAGCACGAA-3 (antisense) for the rat L19,
and §'-GCACATTTCCCTCACCAAGT-3' (sense) and 5'~-TCTTTCCT-
GGTCCATCAACC-3' (antisense) for the rat G6PC3.

Determination of kidney glucose fluxes

Anesthetized rars were firted with polyethylene catheters inserted
into the right jugular vein for 3[*H]glucose infusion and into the left
carotid artery for blood sampling, as previously described (5, 9). The
body remperarure was maintainedar 37.5 C by arectal probe-monitored
heating blanket. Rats were infused for 90 min. In preliminary experi-
ments we checked thata steady stare of glucose-specific activity (SA) was
obrained in the venous and arterial blood from 40-50 min and after-
wards under our conditions of infusion. At the end of the infusion time,
blood was sampled from the carotid artery and one renal vein simul-
taneously, as previously described (3, 9). Blood plasma was separated
and used for determinations of glucose concentration and SA. Total
EGP was calculated from the 3[*H]glucose infusion rate and glucose
SA (16). The fractional extraction (FX) of glucose was calculared as:
(3(H]glucose SA .., X glucose concentration ...} — {3[*H]glucose
SA vein X glucose concentration yeip V(3P H]glucose SA ey X glucose con-
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CRNLration ..., ). The renal glucose uptake (RGU) was deduced from this
FX, the arterial plasma glucose and the renal blood flow (RBF), as:
RGU = RBF x plasma glucose concentration e, X FX. The determi-
nation of RBF using a radiolabeled microsphere technique was per-
formed as previously described, from separate groups of rats (5). The
RBFs determined were: 11.2 + 0.8, 9.4 + 0.6, 7.5 = 1.0, 8.19 = 0.5,
11.3 = 1.0 m/min in SED-fed, and 24-h, 48-h, 72-h fasted and PED-fed
rats, respectively. The renal glucose balance (RGB) was calculated from
thedifference between arterial and renal glucose concentration and RBF, as:
RGB = REF (glucose concentration .., — glucose concentration ).
Finally, the renal glucose release (RGR) was deduced from RGB and
RGU, using the equality RGB = RGU — RGR.

Determination of insulin effect on EGP and glucose
utilization

PED and SED-fed rats were anesthetized using pentobarbital. Rats
were equipped with catheters as described previously, in the lefr carorid
artery for blood sampling and in the right jugular vein for infusion of
3[*H]glucose, of insulin at either 240 or 2880 pmol'h, and of glucose
{1.67 mmolfliter) at an adapted rare ro maintain euglycemia (8, 16, 20).
Glycemia was monitored every 15 min with a glucometer (OneTouch
Ultra; LifeScan, Inc., Milpiras, CA) to adapt the infusion of glucose if
necessary. After 90 mininfusion, a laparotomy was performed to remove
a freeze-clamp liver lobe. A blood sample was taken for plasma insulin
and glucose SA determinations. Plasma insulin was assayed using a RIA
procedure withan ultrasensitive ratinsulin ELISA kit (Crystal Chem Inc.,
Downers Grove, IL). The glucose appearance and disappearance rates
were calculared from the 3[*H]glucose SA dara (8, 16, 20). EGP was
calculared from the appearance rate by subtracting the exogenous glu-
cose infusion rare.

Statistical analyses

Data are presented as means * SEM, and staristical analyses were
performed using the Student’s ? tests (for paired or unpaired values as
indicated). When appropriate, ANOVA rests were performed
beforehand.

Results

Protein feeding stimulates gluconeogenesis gene
expression in the kidney, but not in the liver

The GlcéPase was increased about 2-fold in the kidney of
PED-fed rats (n = 5), compared with SED-fed rats (n = 3). This
took place arthe level of mRNA, protein, and enzymaric activity
assayed at the maximal velocity (Fig. 1, A-C). The induction of
the PEPCK gene expression was even more marked. The
PEPCK-¢c mRNA abundance was augmented by about é-fold in
the kidney of PED-fed rats compared with SED-fed rats (Fig. 1D).
Similar increases at the protein and enzymatic activity levelswere
also observed (Fig. 1, E and F). Glutaminase activity was in-
creased by 50% at the end point of maximal velocity (data not
shown). A ubiquitously expressed nongluconeogenic Glc6Pase-
related protein (called UGRP or GEPC3) is expressed in the kid-
ney. No change was found in the kidney mRNA content of this
protein in PED-fed rats compared with their SED-fed counter-
parts [2.9 =+ 0.6 vs. 2.7 = 0.5 Arbitrary Units (normalized with
r119 mRNA abundance ), means + sem, n = 5], in agreement wich
previous results from others (22).

Unlike the results obrained in the kidney, no increase was
noted either for the Glc6Pase or PEPCK in the liver of rarts fed
with the PED (Fig. 2). In keeping with the results ar a protein

Endocrinology, February 2009, 150(2):616-624

level, no change was observed ata mRNA level (dara not shown).
No change was observed in the hepatic triglyceride content in
PED-fed rats compared with SED-fed rats (7.6 £ 0.7 v5. 6.2+ 0.6
mg/g liver, respectively, means * sem, n = 5).

Protein feeding markedly augments kidney glucose
release

Next, we raised the question of the effect of PED-induced
gluconeogenesis gene expression on glucose fluxes in the kidney.
We used a combinarion of glucose tracer dilution analysis and
arteriovenous glucose balance determination to separate the
RGU and RGR, as previously used to quantify intestinal glucose
fluxes (5, 9.

In SED-fed rats (n = 5, the 3[*Hlglucose SA was lower (P <
0.05) in the renal vein than in the artery (~—3.5%), indicating
that unlabeled glucose was released by the kidney (Table 1).
However, the plasma glucose concentration was not different in
the vein compared with the artery, suggesting that both kidney
glucose release and uprake were comparable. Accordingly, from
the FX and RBF (11.2 = 0.7 ml/min, mean * sem, n = 4), the
RGR derived from the calculated RGB and RGU amounted to
12.5 = 1.9 pmol/kg™" - min~"(Table 1). This represented about
17% of toral EGP.

Because a quantification of kidney glucose release has
never been performed using this approach in fed and fasted
rats, we characterized kidney glucose production along fast-
ing. In 24-h fasted rats (n = 3), the decrease in glucose SA in
the renal vein was greater (P < 0.05) than that in 6-h post-
absorptive rats (—9.5%) (Table 1). As in fed rats, there was no
difference in plasma glucose concentrations in the renal vein
and the artery. However, the FX was higher (P < 0.05) than
thatinfed rats(Table 1).In line with this FX increase, the RGU
and RGB calculared from these dara and from the RBF (9.8 =
1.5 ml/min), RGR was markedly higher (P < 0.05) in 24-h
fasted rats than in SED-fed rats, ie. 22.3 = 2.1 pmol/
kg™" + min~". This represented about 50% of EGP, the latter
being lower in fasted rats than fed rarts, in agreement with
previous data (5, 20). Similar results were obtained from rats
fasted for a longer time, i.e. 48 and 72 h (Table 1). In agree-
ment with the rapid increase in kidney glucose release in the
fasting situation, we observed a marked increase (by abour six
times) of the renal PEPCK amount from 24 h fasting (data not
shown). Moreover, we previously reported the induction of
the renal GlcéPase gene in the fasted stare (23).

In PED-fed rats (n = 8), there wasa decrease (~—6.5%) in
glucose SA between the artery and the renal vein (P < 0.05)
{Table 1). Arterial plasma glucose concentration was higher
(+6%;: P < 0.05) than the venous glucose concentration. The
FX was close to zero and not different from thar in SED-fed
rats (Table 1), The RGR, derived from RGB and RGU, was
equalto 28.2 + 4.5 pmol/kg ™" - min~', i.e. 2-fold higher than
that found in SED-fed rats (P << 0.05). This represented about
45% of total EGP, the latter being not significantly different
than thar in SED-fed rats (Table 1), in agreement with previ-
ous results (9).
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FIG. 1. Analysis of gluconeogenesis gene exprassion in the kidney of PED and SED-fed rats. Aand D, Glc6Pase mRNA and PEPCK-c mRNA abundance, respactively,
normalized with 119 mRNA abundance (n = 4). B and E, Dersitometric Westem blot analyses of GlcEPase and PEPCK <, respectively, abtained from five animals under
each condition (upper panels, reprasentative analysis from three animals in each group). C and F, GlcSPase and PEPCK-c activity, respectively, assayed under maximal
velocity condition (n = 5). Data are expressed as mean = sem. *, 1, Statistically different from SED value (P < 0.05 and P < 0.01, respectively, Student's ¢ test for
unpaired values).

Effect of insulin infusion on EGP and glucose utilization shown to partially inhibit EGP and a higher dose (2880 pmol/h)

We addressed the question of insulin action on bothEGPand  to obtain a maximal velocity of glucose utilization (16, 20, 24).
glucose utilization in rats fed the PED compared with those on  There was no difference in basal EGP (saline infusion) in both
the SED. A low dose of insulin (240 pmol/h) was previously  groups (Fig. 3). EGP was suppressed by 25-30% by insulin in-
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FIG. 2. Analysis of gluconeogenic enzyme activities in the liver of PED and SED-fed rats. A and B, Glc6Pase and PEPCK-c activity, assayed under conditions of maximal
enzyme velocity (n = 5). Values are means = sem. C and D, Wastern blot analyses of Glc6Pase protein and PEPC K< protein, respectively. Values are means = sem.

fusion (low dose) in rats fed the SED. The suppression was sub-
stantially stronger (~50%) in their counterparts fed the PED
(P < 0.05 with regards ro SED-fed rats). EGP was similarly sup-
pressed (by atleast 90%) in both groups of rats at the high-insulin
dose (Fig. 3). There was no difference in glucose urilization at
either dose of insulin infused. Plasma insulin levels at the end of
clamp experiments were comparable in SED and PED-fed rats in
either basal or insulin-infused conditions (Table 2).

Glvcogen stores were studied in the liver of SED and PED-fed
rats infused with 240 pmol/h ar the end of the clamp experiment.
The heparic glvcogen content was markedly higher in PED than
SED-fed rats (18 + 3.5 vs. 4.7 = 3.2 mg/fg wet liver; P < 0.05)

(Fig. 4). Glycogen was not detectable in the kidneyv of either
groups of rats.

Discussion

The dysregulation of EGP is known to be a crucial alteration of
glucose homeostasis, likely involved in the development of type
2 diaberes. However, the mechanisms regularing the release of
glucose from the organs responsible for EGP are still poorly
characterized, especially regarding their control in various nu-
tritional states (6, 25). A recent study has reported that PEDs

TABLE 1. Renal glucose fluxes in SED-fed, fasted, and PED-fed rats

Glucose
concentration
3[*H]glucose SA (dpm/pmol} (mmol/liter) pmol -kg="- min~"

Diet/fast Artery Vein Artery Vein FX RGB RGU RGR EGP
SED 39,647 £ 2,467 38244+ 2330° 86*04 8704 002x001 -63x46 62x32 125%x19 75049
Fasted

24 h 39,748 = 1,332 35975* 1,296° 55+0.1 55+0.1 009*002®> -1.8%55 20554 223+21% 40214

48 h 43,080 + 3,280 39,036+ 3,008 60+0.1 60+01 008+003* -18x61 180%£59 198+14% 391+ 16

72 h 40,673 £ 2,107 37,294+ 2093 73+02 76x02* 0042001 -=132x20 116%£25 248*14 450x23
PED 32,526 873 30,255+931" 90+03 96+02" 000+£002 -261%£63 21+64 28245 63311

The results are expressed as mears = sem (n = 5 for SED-fed and fasted rats; n = & for PED-fed rats).

2 Different from value in artery (P < 0.01, Student’s two-tailed ¢ test for paired values).

b Different from value in SED-fed rats (P < 0.05, ANOVA test, followed by Student’s ¢ test for unpaired values).
© Different from value in SED-fed rats (P < 0.01, ANOVA test, followed by Student’s ¢ tast for unpaired values).
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FIG. 3. Effect of insulin on glucose fluxes in SED (dotted finel and PED-fed (fulf
line) rats maintained in euglycemia. A and B, EGP and glucose uptake (GU) were
determined as described in the text. Basal EGP and glucose uptake were 75 = 2
pmalkg™" « min~" and 80 = 5 pmolkg™ /- min~", in SED and PED-fed rats,
respectively. Values are means * sen. *, Statistically different from SED value

(P = 0.05, Student's ¢ test for unpaired values).

increase intestinal glucose release, without global variation of
total glucose production. This has suggested a compensatory
decrease of the contribution to EGP of at least one of the other
gluconeogenic organs (i.e. the liver or kidney) (9). To study fur-
ther this hypothesis, we characterized in this work the contri-
bution of both the liver and kidney to glucose production under
the same diet. To this aim we used both gene expression studies,
and a combination of glucose tracer dilution and arteriovenous
glucose balance determinations to quantify the organ glucose
release.

We report herein that the rat kidney might contribute to a
significant part of EGP {15-20%) in the postabsorptive state in
rats fed a standard chow diet. Our results are in agreement with
previous studies in fed postabsorptive dogs (26) and humans

TABLE 2. Plasma insulin concentration in SED-fed and
PED-fed rats after a hyperinsulinemic euglycemic clamp

Plasma insulin (pmol/liter)

Insulin infusion rate (pmol/h) SED PED

0 204 = 26 291 =54
240 895 = 203 922 + 66
2,880 16,907 17,463 = 1,868

Values are the means = sem(n = 4).
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FIG. 4. Glycogen content in the liver of SED and PED-fed rats after a
hyperinsulinemic euglycemic clamp performed with 240 pmobh insulin (n = 4),
Values are means + sem. *, Statistically different from SED value (P < 0.05,
Student's ¢ test for unpaired values).

PED

(27). Interestingly, the kidney glucose release rapidly increases
during fasting and might contribute about one half of EGP after
24 h. This sustained production then plateaus if fasting is pro-
longed. It must be noted thar a similar contriburion of the kidney
to EGP was previously reported in fasted rarts, based on either a
liver removal approach (28), or when kidney vessels were ligated
(29), and in long-term fasted humans (30).

It should be noted that despite evidence for kidney glucose
release in both the postabsorptive and fasted states, there is no
alteration of the renal net glucose balance (but in PED-fed rats),
and, therefore, no net increase in glycemia in blood exiting the
kidney. Thus, one may legitimately ask the question of the use-
fulness of this glucose release for the whole body. This relevant
question has been raised by Malcolm Watford (15) in a com-
prehensive critical analysis of our previous works related to glu-
coneogenesis in the gut, which exhibits the same characteristics.
Both the SI and kidney exhibit the other common feature to be
high glucose-consuming organs {27-29). Without their glu-
coneogenic capacity, the blood plasma glucose concentration
would certainly be strongly decreased by passage across these
organs. This would be detrimental ro other tissues of the body.
Therefore, that both the kidney and SI are able, via their regu-
lated gluconeogenic function, to counterbalance the lowering of
glycemia resulting from glucose utilization, isof major usefulness
for systemic glucose homeostasis, especiallv during fasting.

It is obvious that a critical data set in the approach we used
relates to the estimation of glucose SA inthe artery and vein. This
has previously been pointed out by us (5, 8) and others (15, 27,
31). Because of interindividual differences among rars, which
may be complicated by the relative inaccuracy of radioactivity
determination and the high blood flow, there is a large dispersion
in the mean SA dara. This may cast doubts about whart dara are
analvzed and how, when significance is established from such
dispersed darta sets,as pointed our ( 15). Regarding this particular
point, venous and arterial glucose is obtained from the same
animal. Thus, statistical analyses may be performed using paired
test analyses (3, 6, 8, 9). This allows one to evidence differences
between arterial and venous glucose SA, even if the means are
very close and obtained from variable data (Table 1), because the
sense of variation is tested and not the mean (9). An additional
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difficulty is that these small differences have to be multiplied or
divided by other values (e.g. blood flow), which themselves are
inaccurate, to be converted into glucose fluxes. Moreover, be-
cause the gold method microsphere technology necessarily in-
troduces perturbarions of the blood microcirculation, the blood
flow cannot be determined in the rats infused with 3[*HJelucose.
Thus, RBFs were determined in separate groups of animals, and
a single mean value was used for all animals within a group. The
resulting calculated glucose fluxes, thus, display large variations
(5,8, 15). As a related point, FX values sometimes are not dif-
ferent from zero, which is theoretically impossible for glucose-
consuming organs. This problem has been encountered by us
herein (Table 1) and in previous studies (5), and by others, which
are renowned experts in the field (27, 31). As aconsequence, even
when differences inarterial and venous glucose SA are significant
{and so attest of a release of glucose), the final calculated glucose
fluxes constitute estimations and not, from a quantitative point
of view, definitive values. It should be noted that we determined
very comparable values of kidney and gut glucose fluxes from a
vessel-ligating approach, which allowed us to free of the diffi-
culries linked to the high blood flow and o the determinartion of
arterial and venous glucose SA (29). An interesting observation
relates to the higher glucose removal (as revealed from FX) in
fasted rats compared with SED-fed rats (Table 1). The fasting
state is characterized by increased lipolysis and proteolysis,
which are both associated with increased acidosis and ammoni-
agenesis. This may warrant a higher metabolic demand for the
kidney in fasted states compared with the fed states.

It must be mentioned thart a recent study questioned both i
vitro and in vivo the occurrence of the release of glucose by the
SIin 72-h fasted rats (32). It was concluded that glutamine glu-
coneogenesis is underecrable in the SI of 72-h fasted rats. The i
vitro approach involved a SI ring mixture composed of samples
taken along the whole SI length {including the distal ileum), with
the aim to mimic the i vivo structure of the SI (32). We previ-
ously highlighted that the ileum exhibits at best a very weak
expression of the gluconeogenic enzymes with regards to the
duodenum and proximal jejunum (3, §). This experimental
choice could result in a high proportion of glucose-consuming
cells, making it possible in vitro a reuse of glucose potentially
produced. Despire this possible reuse, a glucose production, con-
sidered as “very small” by the authors, was detected after incu-
bation inthe presence of glutamine (by enzvmatic determination)
(32). This is in agreement with previous data from numerous f#
vitro studies reporting glucose production from either jejunal
mucosa or perfused intestines obrained from rodents or humans
({33-36). However, '*C-glucose was not detected after incuba-
tion of the SI ring mixture with "*C-glutamine, using a *C-
nuclear magnetic resonance approach (32). Because of the ne-
cessity of a sophisticated treatment of the '*C-nuclear magneric
resonance signal, to eliminate the background noise, it is known
that a weakness of the approach is its low capacity to detect low
concentrations of '*C-metabolites. This may explain the dis-
crepancy with the detection of glucose by the enzymatic method.
In the in vivo study, the authors failed to evidence a net glucose
release. They even observed a significant net glucose extraction,
i.e. the porral vein glucose concentration was lowered compared

Endocrinology, February 2009, 150(2):616-624

with the arterial one. This was interpreted as a discrepancy with
our net glucose balance data: we measured a net balance equal to
zero, i.e. plasma glucose concentrations were the same in the
portal vein and the artery in 72-h fasted rats (6). This slight
discrepancy could be explained as follows. To optimize the de-
termination of tracer dilution and, thus, of intestinal glucose
release, we removed the blood flow irrigating the large intestine
by ligaturing the related vessels (5, 6). The lacter exhibits the
capacity of glucose utilization, but not that of glucose production
(3). Another choice was done in Ref. 32, i.e. to not remove this
blood from the determinations. As a consequence, the capacity
of glucose utilization of the gur system studied in Ref. 32 was
higher than that we studied (€). This may warrant why a net
glucose extraction by the SI was observed in Ref. 32, and not in
Ref. 6. It is well known that the metabolic complexity of the SI
makes it able to either use or produce glucose, sometimes simul-
taneously (for reviews, see Refs. 7 and 36). A similar reasoning
may be applied to glutamine and various precursors (36). There-
fore, reasoning about the utilization and release of glucose in the
SI (a comparable rationale may be applied to the kidney) cannort
be based solely on net glucose balance determinations. It defin-
itively requires the separation of the actual uptake and the actual
production of glucose, which is possible by combining net bal-
ance determination and tracer dilution (see herein and Refs. 5
and 9). This was not performed in the study by Martin et al. (32).
Moreover, we previously showed that a net glucose uptake is
quite compatible with the occurrence of a glucose release, e.g. in
the SI of 48-h fasted rats (5).

Despite the limitations of our approach, we here report that
kidney glucose release of PED-fed rats is increased and might
account (with the cautions exposed previously) for about 45% of
EGP in the postabsorprive state. Moreover, this results in a small
net glucose release. In agreement with this result, the mRNA
expression and the activity of renal gluconeogenic enzvmes
(PEPCK, GlcéPase) are dramatically increased in PED-fed rats
compared with SED-fed rats (results of Fig 1). In contrast, the
protein activities of hepatic PEPCK and GlcéPase measured at
maximal velocity are not modified by the PED. We recently re-
ported in rats that the same PED induces intestinal glucose pro-
duction (IGP) by increasing the activities of gluconeogenic en-
zymes (9). In this previous work, we estimared that IGP might
account for about 20% of EGP in PED-fed rars. Moreover, EGP
was altered by PED in neither the previous nor the current study.
Together, our dara suggest that protein feeding induces redistri-
bution of glucose fluxes among gluconeogenic organs. Because
both RGP and IGP are induced without global increase of EGP,
this suggests a blunting of liver glucose production. By combin-
ing RGP to IGP, one might infer thart the production of glucose
by the liver might represent less than 50% of EGP in PED-fed
rats. This might appear unlikely because the liver is generally
considered as the main glucose-producing organ of the body in
the postabsorptive situation (1, 2). However, one must keep in
mind that in another special situation, ¢.g. long-term fasting (72
hin the rat), the same inference could be made, as we previously
suggested that the SI glucose release might possibly account for
abourt one third of EGP (6, 7) (Table 1). Obviously, these as-
sumptions should be regarded in light of the cautions abour ac-
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curacy exposed previously. However, arguing for aminored role
of the liver in long-term fasting, we previously reported that
hepatic Glc6Pase gene decreases from 48 h fasting, which is as-
sociated with a marked rebound of their glycogen stores (37, 38).
Interestingly, we observed in separate unpublished studies that
the heparic glycogen stores are higher (P < 0.05) in the liver of
PED-fed rats than SED-fed rats (36 + 3 vs. 26 = 2 mg/g liver,
means = seM, n = 4). Thus, the blunting of hepartic glucose
release might occur and benefit of hepatic glycogen storage in
PED-fed rats as in long-term fasting rats. It must be mentioned
that a recent study dealt with the effect of protein feeding on
gluconeogenic genes in the liver, kidney, and SI in the rat. The
respective tissue mRNA conrents of PEPCK, GlcéPase, and
G&PC3 [a ubiquitous Glc6Pase-related protein, known to be
nongluconeogenic (39)] were studied. Interestingly, PEPCK and
GlcéPase mRNA contents were higher in the SI of high-protein
fed rats than in the SI of low-protein fed rats, and the glycogen
content was also higher in the liver of overnight-fasted high-
protein fed rats (22). Both observations corroborate our own
dara (see herein and Ref. 9).

We then raised the question to know whether a PED may
improve insulin sensitivity in rats. We chose to perform hyper-
insulinemic euglycemic clamp. This is the gold method, com-
pared with glucose and/or insulin tolerance tests, because it al-
lows us to assess insulin sensitivity, separating the effect on either
production or utilization of glucose. We demonstrate that pro-
tein feeding markedly ameliorates the suppression of EGP by
insulin (results of Fig. 3 and Table 2), whereas having no effect
on peripheral glucose uprake. Gluconeogenesis is considered less
sensitive to inhibition by insulin than glycogenolysis. Thus, one
may hypothesize that the improvement of insulin suppression of
EGP in PED-fed rats might mainly concern the glycogenolysis
pathwav. In keeping with this proposal, heparic glvcogen stores
are higher in PED-fed rats at the end of the clamp experiments
compared with SED-fed rats (results of Fig. 4). The liver is amain
contributor to glucose production in various situations and the
sole among gluconeogenic tissues to be capable of glycogen stor-
age. Therefore, it is likely that the improvement of insulin sen-
sitivity of liver glycogenolysis should have major beneficial ef-
fects on glucose homeostasis, nor only in rats but also in normal
and/or insulin-resistant human subjects. As a related point, re-
cent human studies show that prorein feeding in type 2 diabetic
patients markedly improves glucose tolerance (12-14). Con-
versely, impaired liver glycogen storage due to uncurbed hepatic
glycogenolysis has been a key feature involved in the anomalies
of regularion of EGP in type 2 diaberic patients (40).

Including our results herein, there now exists a body of ar-
guments arguing for the beneficial effects of food protein in glu-
cose homeostasis in obese and diabetic patients. We previously
reported in the rat thart protein diet induces glucose release by the
intestine, initiating satiety signals to the brain (9). This is in line
with the satiety effects induced by food protein in humans (11).
Moreover, it is known that the presence of glucose and insulin in
the portal blood is necessary and sufficient to suppress hepatic
glucose release and promote glycogen storage (10, 20). This is in
agreement with our results of a blunting of glucose production in
the liver on the benefit of the two other gluconeogenic tissues.

endo.endojournals.org 623

This is also in keeping with the improvement of the suppression
of EGP and the promotion of hepatic glycogen storage by insulin
reported herein. Finally, our results might explain at least in part
the rapid and spectacular improvement of glucose homeostasis
observed in type 2 diabetic patients, upon increasing the pro-
portion of protein in their diet (12-14).

In conclusion, we have better defined here the mechanisms
regulating EGP under the specific nurtritional condition that rep-
resents a protein-rich diet. Our results highlight the key impor-
tance of a redistriburtion of glucose production among gluconeo-
genic organs in the improvement of glucose homeostasis. Thus,
targeting specific sites of gluconeogenesis either by pharmaceu-
tical or nutritional approaches mighr constitute an artractive
approach to correct the defaults of glucose metabolism in tvpe 2
diabetic patients.
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Figure |l : Structures de I’hypothalamus , interactions entre les différentes populations
neuronales et présentation des principaux signaux peériphériques. NTS : noyau du tractus
solitaire ; LHA : aires hypothalamiques latérales ; PVN : noyau paraventriculaire ; DMH :
hypothalamus dorsomédian ; VMH : hypothalamus ventromédian; ARC : noyau arqué ;
TRH : thyrotropin-releasing hormone ; CRH : corticotropin-releasing hormone ; MCH :
melanin concentrating hormone ; AgRP : agouti related protein ; NPY : neuropeptide Y ;
POMC : pro-opiomélanocortine ; CART : cocaine-and-amphetamine-regulated-transcript ;
CCK : cholecystokinine ; GLP-1 : glucagon-like peptide 1 ; PYY : peptide YY.
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Figure 11 : Description simplifiée du systéme mélanocortinergique. AgRP : agouti related
protein ; NPY : neuropeptide Y ; POMC : pro-opiomélanocortine ; CART : cocaine-and-
amphetamine-regulated-transcript ; a-MSH : melanocyte-stimulating hormone-a ; MC3-4R :

recepteurs aux mélanocortines de type 3-4.
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Figure 111 : Interactions entre les populations neuronales de premier ordre (NPY/AgRP et o-

MSH). NPY : neuropeptide Y : AgRP : agouti-related protein ; MC3-4R : récepteurs aux
mélanocortines de type 3-4 ; PYY : peptide YY ; a-MSH : melanocyte-stimulating hormone-a.
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Figure IV : Voies métaboliques impliquées dans la production de glucose.
En vert : les enzymes clefs impliquées dans les regulations des différentes voies.
En bleu : voies de synthese du glucose, qui sont :

- induites en particulier par I’insuline et le Fructose-2,6-bisphosphate

- inhibées principalement par le glucagon.
En orange : voies d’utilisation du glucose, qui sont :

- induites notamment par les glucocorticoides et le glucagon

- inhibées principalement par I’insuline, la leptine et I’adiponectine.
F-1,6-BPase : Fructose-1,6-bisphosphatase ; G1P : glucose-1 phosphate ; G6P : glucose-6
phosphate ; GK : glucokinase ; PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase ; Glc-6Pase :
glucose-6 phosphatase ; PEP : phosphoenolpyruvate ; OAA : oxaloacétate ; aKG: o-
cetoglutarate. Les précurseurs de la voie néoglucogénique sont principalement I’alanine et le
lactate dans le foie et la glutamine dans I’intestin et le rein.
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Nom Effet sur la prise alimentaire Effet d'un jeune court (<24h) Effet d'un jeune prolongé (>48h)
Inhibition (Lechan et al. 2006 ; Inui et al.
a- MSH anorexigene Pas d'effet (Palou et al. 2009)  [2008)
Inhibition (van Vugt et al. 2006 ; Inui et al.
CART anorexigene Pas d'effet (Palou et al. 2009)  |[2008)
CRH anorexigene / Inhibition (Nazarloo et al. 2002)
TRH anorexigene / Inhibition (Lechan et al. 2006)
Neuropeptides |Orexines / Induction (Komaki et al. 2001)
Induction, maximum a 4h de Induction (Bertile et al. 2005 ; Inui et al.
AgRP orexigene jedne (Palou et al. 2009) 2008)
Induction, maximum a 4h de Induction (ven Vugt et al. 2006 ; Inui et al.
NPY orexigene jedne (Palou et al. 2009) 2008)
Pas d'effet (48h de je(ne : Inui et al. 2008)
MCH orexigene / ou Induction (>48h de jeline Bertile et al.

Tableau Il : Principaux neuropeptides impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et
leur régulation par le jeGne. a-MSH : melanocyte-stimulating hormone-a ; CART : cocaine-
and-amphetamine-regulated-transcript ; CRH : corticotropin-releasing hormone ; TRH :
thyrotropin-releasing hormone ; AgRP : agouti related protein; NPY : neuropeptide Y ;
MCH : melanin concentrating hormone.
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Effet sur la prise alimentaire / autres

Nom fonctions importantes Principal site de synthése

Insuline Anorexigéne / régule la glycémie Cellules b du pancréas
Leptine Anorexigéne Adipocytes

Anorexigéne / ralentit la vidange gastrique,
CCK inhibe les sécrétions gastriques Cellules | du duodenum et jejunum

Hormones — — -

Anorexigene / potentialise I'action du
GLP-1 glucose sur la sécrétion d'insuline Cellules L de l'intestin distal et du colon
PYY Anorexigéne / réduit la motilité intestinale  |Cellules L de l'intestin distal et du colon
Ghréline Orexigéne / stimule la motilité gastrique Estomac

Tableau 111 : Principales hormones impliquées dans la régulation de la prise alimentaire.
CCK : cholecystokinine ; GLP-1 : glucagon-like peptide 1 ; PYY : peptide YY ;
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Nom Localisation principale Roles principaux
MC1-R Mélanocytes Pigmentation
MC2-R Cortex adrénal Stéroidogenése
Systeme nerveux central, tractus
Récepteurs |[MC3-R gastrointestinal, rein Balance énergétique, natriurie

MC4-R Systeme nerveux central Prise alimentaire, fonction érectile
Synthese et sécrétion des produits

MC5-R Cellules endocrines des glandes exocrines

Tableau | : Principales caractéristiques des récepteurs aux mélanocortines. MC1-5R :

récepteurs aux mélanocortines de type 1-5.

148



2,0
—
()]
3
[«B}
@ = 15
Qs
2
=2 9.
e g
Z 3
o0 o 05
<o
e}
©
F S
\_/0’0,
—
<
)
N
[¢D)
(72}
©
o
@
2
O]
(¢B)
=
N¢b)
d—
(@]
S
o
=)
[«B}
& 8
o +
O o
L')'O
- O
O=
S E
S =
"38
< 3
N
Figure la:

90 -

75 A

60 -

45 -

30

15

12 4

10 -

Glc-6Pase

A *

Régime Régime
standard proteique
T e

B x

Régime
protéique

Régime
standard

*

C

Régime
protéique

Régime
standard

Activité PEPCK-c
(umol/min/g de tissu)

ARNmM PEPCK-c
(ratio par rapport a rL19)

Protéine PEPCK-c (UA)

PEPCK-c

"D i
15 |
1,0 |
0,5 |
0,0
Régime Régime
standard protéique
——— -?d
o E
75 1
60 -
45 -
30 A
15 |
0 Bl
Régime Régime
standard protéique
10 F 1
8 i
6 i
4 i
2 i
0 i
Régime Régime
standard protéique

Analyse de I’expression des genes néoglucogéniques dans le rein de rats
nourris par un régime standard ou enrichi en protéines. A et D : ARNm de la Glc-6Pase et
de la PEPCK-c respectivement, normalisés avec ’ARNm de rL19 (n=4). B et E:
Quantification par Western blot des protéines Glc-6Pase et PEPCK-c respectivement (n=5)
(panneau supérieur : film photographique représentatif avec trois animaux dans chaque
groupe). C et F: Activités Glc-6Pase et PEPCK-c respectivement, mesurées a la Vmax des
enzymes (n=5). Les données sont présentées en valeur + SEM.
*, T, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 et p<0,01 respectivement
(test t non apparié)

149



Glutaminase

10

Activité glutaminase
(umol/min/g de tissu)

Régime Régime
standard protéique

Figure 1b: Effet du régime riche en protéines sur I’activité de la glutaminase,
mesurée a la Vmax (n=5). Les données sont présentées en valeur + SEM.
*, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 (test t non appari€)
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Figure 2 : Effet du jelne sur la quantité de PEPCK-c dans le rein. Quantification par
Western blot de la protéine PEPCK-c (n=3) (panneau supérieur : film photographique
représentatif avec deux animaux dans chaque groupe). Les données sont présentées en
valeur + SEM.

T, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,01 (test t non apparié)
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Figure 3: Analyse des génes néoglucogéniques hépatiques de rats nourris par un régime
standard ou enrichi en protéines. A et C : film photographique représentatif de I’analyse en
Western blot de la quantité de protéines de le Glc-6Pase et de la PEPCK-c respectivement
(n=3). B et D : Activités Glc-6Pase et PEPCK-c respectivement, mesurées a la Vmax des
enzymes (n=5). Les données sont présentées en valeur + SEM.
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Figure 4 : Estimation de la part respective de chagque organe glucoformateur dans
la production endogeéne totale de glucose.
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Figure 5: Effet de I’insuline sur les flux de glucose chez les rats nourris en régime standard
(pointillés) et les rats nourris en régime protéique (lignes pleines) et maintenus en euglycémie. A
et B : les PEG et I'utilisation du glucose ont été déterminées comme décrit dans le texte. La PEG
et I'utilisation de glucose & I’état basal étaient 75 + 2 pmol kg™ mn™ and 80 + 5 pmol kg™ mn™,
chez les rats nourris par le régime standard et les rats nourris par le régime protéique
respectivement. Les données sont présentées en valeur = SEM.

*, statistiquement different de la valeur des rats nourris par le régime standard, p<0,05 (test t de
student, non apparié)
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Figure 6: Contenu du foie en glycogene chez des rats nourris par les régime

standard ou protéique, aprés un clamp a faible dose d’insuline perfusée (240pmol/h)
(n=4). Les données sont présentées en valeur + SEM.

1, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,01 (test t non apparié)
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Figure 7 : Effet d’une dénervation portale sur I’activité Glc-6Pase rénale. Activité de la
Glc-6Pase, mesurée a la Vmax (n=5). Les données sont présentées en valeur + SEM.
*, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 et p<0,01 respectivement

(test t non apparié)
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Figure 8 : Effet d’une perfusion portale de glucose sur I’activité Glc-6Pase rénale. Activité
de la Glc-6Pase, mesurée a la Vmax (n=5). Les données sont présentées en valeur + SEM.

*, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 et p<0,01 respectivement
(test t non apparié)
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Glc-6Pase intestinale
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Figure 11: Effet des différentes régimes protéiques sur I’activité des enzymes néoglucogénique intestinales
(jejunum) (n=5). A : Activité Glc-6Pase mesurée a la Vmax. B : Activité de la glutaminase mesurée a la Vmax. Les

données sont présentées en valeur = SEM.

*, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 respectivement (test t non apparié)
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Figure 12 : Effets des différents régimes protéiques sur I’activité de la Glc-6Pase hépatique. Activité de la Glc-
6Pase, mesurée a la Vmax (n=5). Les données sont présentées en valeur = SEM.
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Prise alimentaire des souris C57/bl6 (non modifiées)
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Figure 13 : Prise alimentaire des souris C57/bl6 (n=8) nourries par un régime standard (en bleu) puis,
pour I’un des groupes, par un régime protéique pendant 21 jours (en rouge). Les données sont
exprimées en % par rapport a la prise alimentaire basale + SEM.

Prise alimentaire des souris SV129 (sans traitement particulier)

120 -

100

80

60

40

Prise alimentaire (en % du basal)

20 T L T T T T L T T T T L T T T T L T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Temps (en )
Figure 14 : Prise alimentaire des souris SV129 (n=8) nourries par un régime standard (en bleu)

puis, pour I’'un des groupes, par un régime protéique pendant 21 jours (en rouge). Les données sont
exprimées en % par rapport a la prise alimentaire basale + SEM.
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Poids des souris C57/bl6 (non modifiées)
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Figure 15 : Poids des souris C57/bl6 (n=8) nourries par un régime standard (en bleu) puis, pour I’'un
des groupes, par un régime protéique pendant 21 jours (en rouge). Les données sont exprimées en g +

SEM.
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Figure 16 : Poids des souris SVV129 (n=4) nourries par un régime standard (en bleu) puis, pour I’'un
des groupes, par un régime protéique pendant 21 jours (en rouge). Les données sont exprimées en g

+ SEM.
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Figure 17 : Effets de 4 et 12 jours de régime protéique sur I’activité de la Glc-6Pase intestinale chez la
souris C57/bl6 (n=8 pour le régime standard et n=4 pour les régimes protéiques). Les données sont
présentées en valeur + SEM.

*, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 et p<0,01 respectivement (test t non apparié)
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Figure 18 : Effets de 4 et 12 jours de régime protéique sur I’activité de la Glc-6Pase rénale chez la souris
C57/bl6 (n=8 pour le régime standard et n=4 pour les régimes protéiques). Les données sont présentées en
valeur + SEM.
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Glc-6Pase hépatique

20 ~ *
@ 16 -
S =~
o S
O
S E 12
oF
Neb) (_3
= 8 -
<
4 -
O ,
Régime Régime protéique  Régime protéique
standard (4 jours) (12 jours)

Glycogene hépatique

30*B

25 -
L@
qc)qc_) 20 -
o QO
g5 15 -
5.2 o
Og 10 +

Régime Régime protéique
standard (12 jours)

Figure 19 : Effets du régime protéique sur le métabolisme glucidique hépatique chez la souris
C57/bl6. A : Activité de la Glc-6Pase hépatique (n=8 pour le régime standard et n=4 pour les
régimes protéiques). B : Stock de glycogene hépatique a I’état post-absorptif (6h de jeline)
aprés 12 jours de régime protéique. Les données sont présentées en valeur + SEM.

*, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 et p<0,01 respectivement (test t
non apparie)
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Figure 20 : Analyse de I’expression génique des principales composantes du systeme mélanocortinergique
dans I’hypothalamus de souris C57/BI6. A, B, C: ARNm de MC4-R, POMC et AgRP respectivement,
normalisés avec I’ARNm de GapDH (n=5). Les données sont présentées en valeur + SEM.

*, significativement différents de la valeur en régime standard, p<0,05 respectivement (test t non apparié)
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Prise alimentaire des souris SV129 (témoins et KO POMC) avec glucocorticoides
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Figure 21 : Prise alimentaire des souris SV129 (n=8) nourries par un régime standard (en bleu et
violet clair) puis par un régime protéique pendant 23 jours (en rouge pour les témoins et en violet
foncé pour le KO POMC). Les données sont exprimées en % par rapport a la prise alimentaire basale
+ SEM.

Poids des souris SV129 (témoins et KO POMC) avec glucocorticoides
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Figure 22 : Poids des souris SV129 (n=6) nourries par un régime standard (en bleu et violet clair) puis
par un régime protéique pendant 23 jours (en rouge pour les témoins et en violet foncé pour le KO
POMC). La courbe orange et bleu clair en pointillé rapporte les valeurs obtenues chez les souris
SV129 non traitées (de la figure XX). Les données sont exprimées en g £ SEM.
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Prise alimentaire des souris C57/bl6 KO MC4-R
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Figure 23 : Prise alimentaire des souris SV129 (n=8) nourries par un régime standard (en violet clair)

puis par un régime protéique pendant 23 jours (violet foncé). Les données sont exprimées en % par
rapport a la prise alimentaire basale + SEM.
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Figure 24 : Poids des souris MC4-R (n=4) nourries par un régime standard (en bleu) puis par un
régime protéique pendant 13 jours (en rouge). Les données sont exprimées en g = SEM.
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