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Résumeé

Propriétés biologiques d’hydrolysats protéiques erelation avec la régulation du

métabolisme énergétique

L’augmentation de la population mondiale, 'améiton des niveaux de vie font que la demande en
protéines animales devrait doubler d’ici a 2050ciGaura pour conséquence l'augmentation de la
surface des terres agricoles entrainant des effdéstes sur le climat et la biodiversité. Il agfemt de
mieux qualifier les protéines agroalimentaires &nddiversifier les sources pour pallier aux
problemes liés a la demande mondiale en protélresnarché du pet food, connait également une
croissance constante, du fait de 'augmentatiotagepulation des chiens et chats, et d’'une relatio
entre le maitre et I'animal de plus en plus hurmé@mites conditions de vie s’en trouvent modifiées,
qui génere souvent des troubles métaboliques eheldt et le chien. La digestion gastro-intestinale
des protéines a longtemps été considérée exclusitgmaour son rdle de fourniture d’'acides aminés ;
néanmoins, de nombreux travaux ont mis en évidBimpglication de peptides bioactifs, générés au
cours de la digestion, dans de nombreuses fondtioiegiques comme I’lhoméostasie énergétique. lls
modulent notamment la sécrétion des hormones iimidss$ telles que les cholécystokinines (CCK) et
le Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1) qui sont deshaix de régulation & court terme de la prise
alimentaire. L’objectif principal de cette théseég de mesurer les effets sur la régulation de
’homéostasie énergétique de deux hydrolysats ionas, issus d’'un criblage préalable (une source
poisson, PWF et une source carnée, XVP 15035), poarapplication pet food. Dans un premier
temps, un modeéle de digestion gastro-intestimalgtro simulant la digestion du chien a été mis au
point. Une étude a ensuite été menée afin de éaismt le devenir des hydrolysats au cours de la
digestionin vitro et de déterminer I'effet de ces digestats suétplation de la prise alimentaire a
court terme, d'une part par leur capacité a rédaleecrétion des CCK et du GLP-1 produits par les
cellules entéroendocrines, et d’autre part, par [Bauvoir d'inhibition de I'activité de I'enzyme
dipeptidyl peptidase-4 (DPP-1V) modulant l'activilu GLP-1. De nouveaux peptides bioactifs
capables de stimuler la sécrétion des hormonestimies et d’inhiber I'activité de la DPP-IV ont
ensuite été identifiés grace a des méthodes si&maratouplées a la spectrométrie de masse. Une
étudein vivo, menée en parallele chez le rat nourri en régiolee ren graisse, a permis hotamment de

mettre en évidence l'effet inhibiteur de la pritiemantaire a court terme de I'hydrolysat PWF.

Mots clés : Hydrolysats protéiques ; digestion gastro-intesingpeptides bioactifs ; homéostasie

énergétique ; prise alimentaire ; CCK ; GLP-1 ; NP
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Abstract

Biological properties of protein hydrolysates in réation to the regulation of energy

metabolism

The increase in the world population and the impmognt in living standards mean that the demand
for animal protein is expected to double by 2058isWwill result in an increase in the surface avka
agricultural land, with negative effects on climated biodiversity. There is an urgent need to bette
qualify agri-food proteins and diversify their soes to address the problems associated with global
protein demand. The pet food market is also growtegdily, due to the increase in the population of
dogs and cats, and an increasingly humanized oekdtip between the owner and the animal. As a
result, living conditions have evolved, ultimatglgssibly leading to metabolic disorders in cats and
dogs. Gastrointestinal digestion of proteins haxyldeen considered exclusively for its role in
providing amino acids; nevertheless, many studiaege lshown the involvement of protein-derived
bioactive peptides, generated during digestion,many biological functions such as energy
homeostasis. They modulate the secretion of imastiormones such as cholecystokinins (CCK) and
Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1), which are shomrtesignals involved in the regulation of food
intake. The main objective of this thesis was toasuee the effects on the regulation of energy
homeostasis of two protein hydrolysates, resulfnogn prior screening (a fish source, PWF and a
meat source, XVP 15035), intended for the pet fapglications. As a first step, an in vitro
gastrointestinal digestion model simulating dogedign was developed. A study was then conducted
to characterize the fate of hydrolysates duringiiro digestion and to determine the effect of thes
digestates on the regulation of short-term foodkef both by their ability to regulate the secretd
CCKs and GLP-1 produced by enteroendocrine celld,by their ability to inhibit the activity of the
enzyme dipeptidyl peptidase-4 (DPP-IV) modulatingP&l activity. Novel bioactive peptides able to
stimulate the secretion of intestinal hormones @nihhibit the DPP-IV activity were then identified
using separation methods coupled with mass speetrgrmAn in vivo study, conducted in parallel in
high-fat diet fed rats, revealed in particular thhibitory effect of PWF hydrolysate on short term
food intake.

Key words: Protein hydrolysates, gastrointestinal digestlinactive peptides, energy homeostasis,
food intake, CCK, GLP-1, DPP-IV.
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Abréviations

AAFCO Association of American Feed Control Offigal
ACN Acétonitrile

AF Acide formique

AHA Aire antérieure hypothalamique

AP Aera Postrema

ARC Noyau arqué

AgRP Agouti Related Peptide

AMPc Adénosine monophosphate cyclique
AMPs Proteine antimicrobienne

BSA Bovine Sérum Albumine

cat Calcium

CART Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript
CaSR Récepteur sensible au calcium

CCK Cholécystokinines

CCK-8 Cell Count Kit-8

CCK-R Récepteur cholécystokinine

CD Cellules dendritiques

CD36 Clusters de différenciation 36

CEEs Cellules entéroendocrines

Cr Chlore

CREB C-AMP Response Element-binding protein
DDA Analyse Donnée Dépendante

DMEM Milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s

DMH Noyau hypothalamique dorsomédian

DMX Noyau moteur dorsal du vague

DBI Diazepan-Binding Inhibitor

DPP-IV Enzyme Dipeptidyl Peptidase IV

DT2 Diabete de type 2

ECA Enzyme de Conversion de I'Angiotensine
EDTA Acide Ethylene Diamine Tetraacetique
ERK Extracellular signal-regulated kinases
FATP Protéines de transport des acides gras
FDR Taux de faux positifs

Gl Gastro-intestinal

GIP Polypeptide Insulinotrope dépendant du glucose
GIPR Récepteur du GIP

GLP-1 Glucagon-Like Peptide 1

GLP-2 Glucagon-Like Peptide 2

GLUT Co-transporteur N&glucose

Gly-Pro-AMC Substrat Glycine-Proline-7-amino-4-m@tourmarine
Gly-Pro-Pna Substrat glycine-Proline-p-Nitroaniline
GRP Gastrin-Releasing Peptide

GRPP Glicentin-related polypeptide

HCOs Bicarbonate

HHBSS Hepes-Hank’s Balanced Salt Solution
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HOMA Homeostasis Model Assessment

[125 lode 125

ICso Concentration minimale pour inhiber de 50% |'aité\d’une enzyme
IP Interverting hormone

K* Potassium

LCRF Luminal CCK-Releasing Factor

6
Theése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



LHA
LY
MAP kinase
MRM
MP

Na*
NaHCQG*
Papp
PAT
PBS
PC
PHA
PKA
PVDF
PVN
Na*
NHE3
NPC1L1
NPY
NRC
NTS
ObR
POMC
PC1
PFA
PKA
PO
POT
PP
PTR
PYY
QSAR
Rapport m/z
RCPG
RT-PCR
RT-gPCR
SHIME
SNC
SVF
TiR
TEER
TFA
TFF3
TIM
TRP
VMH
Z0
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Aire hypothalamique latérale
Lucifer Yellow
Mitogen-activated protein kinase
Multiple Reaction Monitoring
Matiere premiére de I'hydrolysat
Sodium
Bicarbonate de sodium
Perméabilité apparente
Protéine Animale Transformée
Tampon phosphate
Prohormone Convertase
Aire hypothalamique postérieure
Protéine kinase A
Polyfluorure de vinylidéne
Noyau paraventriculaire
Sodium
Echangeur HNa"
Niemann-Pick C1-like 1 protein
Neuropeptide Y
National Research Council
Noyau du Tractus Solitaire
Récepteur de la leptine
Pro-OpioMélanoCortine
Prohormone convertase
ParaFormAldehyde
Phosphokinase A
Noyau pré-optique
Transporteurs proton-oligopaptides
Polypeptide-fold
Transporteurs de peptide
Peptide Tyrosine-Tyrosine
Relation quantitative structure a activité
Rapport masse/charge
Récepteur couplé a la protéine G
Retro Transcription-Polymerase Chain Réactio
PCR quantitative en temps réel
Simulatore of Human Intestinal Microbial Egetem
Systeme Nerveux Central
Sérum de veau feetal
Récepteur du godt 1
Résistance Electrique Trans-Epithéliale
Acide Trifluoroacétique
Trefoil Factor 3
TNO Gastro-Intestinal Model
Transient Receptor Potential
Aire hypothalamique ventromédian
Zonula Occludens
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Introduction générale et objectifs

La population mondiale devrait atteindre 10 milisrde personnes en 2050 (United
Nations 2017), et par conséquent accroitre fort¢taetiemande en protéines alimentaires. Si
'on considére les secteurs de l'alimentation haeat animale, la croissance du besoin
protéigue mondial devrait atteindre 40% d'ici 208@, qui représente une augmentation
annuelle de 7%. Pour pallier a cette demande enuigset limiter son impact sur
'environnement, il est urgent de mieux caractérikes protéines alimentaires et d'en
diversifier les sources. De maniére concomitange,marché du pet food connait une
expansion continue, tout en exigeant des ingrésliglet plus en plus qualitatifs, voire
« humanisés », c'est-a-dire aux caractéristiqueshps de ceux utilisés dans I'alimentation
humaine. Dans ce contexte global, la valorisaties @bproduits protéiques est aujourd’hui un

enjeu sociétal, économique et environnemental déraible.

Parallélement a 'augmentation des niveaux dewienombre croissant de pays fait face ces
dernieres années a une augmentation de I'obésdésepathologies associées telles que le
diabéte de type 2 ou les maladies cardiovasculdigaux d’obésité mondial a ainsi plus
gue triplé depuis 1975 et le nombre de personrasetques est passé de 108 millions en
1980 a 422 millions en 2014. Le mode de vie sédentan partie responsable de ce
phénomene chez I'Homme, a des répercussions giesilahez les animaux de compagnie,
souvent aggravees par un faible contréle nutrigbole la part des maitres. En conséquence,
le chien et le chat souffrent eux aussi de surpailisbésité et des pathologies qui en
découlent. La formulation d’aliments plus équilbet le développement d’actifs représentent
donc un enjeu essentiel pour prévenir et limitexpansion des maladies associées a I'obésité.
Au-dela des considérations nutritionnelles, la cahpnsion des effets biologiques des
protéines et de leurs peptides est devenue clérpsaudre les enjeux santé liés au surpoids et
a I'obésité. En effet, l'ingestion des protéinegsahtaires ou de leurs hydrolysats a des effets
sur la régulation de 'homéostasie énergétique’aiion de peptides bioactifs. Ce systeme
de régulation, permettant le maintien d’'un équdibntre I'apport et la dépense énergétique a
pour but ultime d’assurer une masse corporelleestaet equilibre est maintenu grace a un
dialogue permanent entre le tractus gastro-ini@sen le cerveau impliquant des signaux
chimiques et mécaniques. La digestion gastro-imist joue un rble central puisqu’elle est a
I'origine des molécules alimentaires capables diegir avec les entérocytes qui constituent
la barriere intestinale. Au contact de certainsimants, les cellules entéroendocrines (CEES)
qui représentent 1% des entérocytes, vont séatéted’hormones (telles que les CCK et le
GLP-1) qui vont agir en tant que signaux périphégempruntant la circulation sanguine ou
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activant les voies nerveuses afférentes pour stinadrtaines régions du cerveau et conduire
a l'arrét de la prise alimentaire. Outre son rédmslla régulation de la prise alimentaire, le
GLP-1 est une hormone incrétine qui agit sur lactimmnalité des flots pancréatiques en
stimulant la sécrétion d'insuline et en diminuansécrétion du glucagon. Cependant, il est
rapidement inactivé par I'action de la dipeptidgpidase IV (DPP-IV). La sécrétion de ces
hormones est fortement stimulée par les peptide®rgé au cours de la digestion des
protéines et constitue la premiére étape de laatga de la prise alimentaire a court terme.
A TI'heure actuelle, peu de séquences peptidiqudsétd identifiees pour leur activité

stimulatrice de la sécrétion des hormones intdstnat les mécanismes impliqués dans ce

« sensing » intestinal demeurent mal connus.

La recherche de nouvelles sources protéiquesdentification des peptides impliqués dans la
régulation de 'homéostasie énergétique sont donaxe de recherche important dans la lutte
contre I'obésité et les pathologies associées. ukdjbui, peu de travaux ont été réalisés chez

les animaux de compagnie.

Un des objectifs de ce travail de these a été dielevale potentiel de I'hydrolyse de
coproduits protéiques dans la génération de pdpokapeptidiques pouvant étre impliquées
dans la régulation de la prise alimentaire. Legdiip de ce travail ont également concerné
l'identification des peptides bioactifs. Une étyakéliminaire, réalisée avant le début de la
these a permis de sélectionner deux hydrolysatsnabta partir de poisson (PWF) et de
viande (XVP 15035). lIs ont été sélectionnés peur potentiel a stimulen vitro la sécrétion
des hormones intestinales GLP-1 et CCK et a inhibetivité de la DPP-IV. Les travaux
réalisés au cours de ce travail de these peuventddtisés en quatre grandes parties. La
premiere partie a été consacrée a I'étude du pekeés deux hydrolysats a stimuler la
sécrétion de CCK et de GLP-1 et a inhiber l'acéivde la DPP-IV au cours de la digestion Gl.
La deuxieme partie de la thése a été consacréefraattonnements des deux digestats
intestinaux et a la sélection des fractions montlameilleur potentiel sur ces activités. La
population peptidique des fractions bioactives @ identifiee et a permis la sélection de
guelques peptides pour lesquels le potentiel ausgima sécrétion des hormones intestinales
ou a inhiber I'activité de la DPP-IV a été mesuaidslune troisieme partie. Enfin, dans une
derniére partie, une étude vivo chez le rat a été menée afin d'étudier le potemige

I'hydrolysat PWF a agir dans la régulation du métsime énergétique.
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Ce manuscrit débute par une synthése bibliographigii présente les connaissances
et les avancées scientifigues obtenues jusqu’aualifai sur la digestion gastro-intestinale,
sur la génération et l'identification des peptitdézactifs issus du clivage des protéines ainsi
gue sur les mécanismes d’action de ces peptidastbi®sur la stimulation de la sécrétion des
hormones intestinales et sur 'inhibition de I'ad# de la DPP-IV. Dans une seconde partie,
les méthodes ainsi que les matériels utilisés tihtdécrits. La troisieme partie présente les
résultats obtenus tout au long de ce travail. Uarigode ces résultats est consacrée aux essais
in vitro qui portent sur la sécrétion des hormones intalgtsnet sur I'inhibition de I'activité de
la DPP-IV. Une autre partie présente les résutiatenus au cours de I'étudevivo chez le
rat. Les résultats ont ensuite été discutés et aofspaux données de la littérature. Enfin, une
derniere partie reprend les résultats et hypothgrsesipaux et présente les perspectives de ce
travail.
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l. Domestication des animaux de compagnie et développent du marché du pet

—
o

I.1.  Données historiques sur la domestication des chieasdes chats

Depuis des milliards d’années, 'lHomme a domestidifi&rentes espéces animales
(Figure 1). La domestication est un processus qui a étégaé€Homme et qui implique le
soin pour une espéce animale ainsi que des changgemans son matériel génétique sur
plusieurs générations (avec notamment des phénantBngbridation pour la sélection des
animaux). En effet, la domestication est un pracessfluencé par les interactions sociales
entre les personnes et les animaux. Celui-ci it un changement des caractéristiques
comportementales, morphologiques et physiologigdésung 1985, Martins 2018). En
domestiquant les animaux, ’'Homme a une influeneaucoup plus forte sur les animaux
avec notamment un contrdle sur leur reproductieat hourriture mais également sur leur
mise a mort. Le but de cette domestication estutdeenir aux besoins de 'Homme comme
source de nourriture ou pour leur utilité danstlasaux agricoles, la chasse, le transport...
(Martins 2018).

Chien Chevre Vache Chat Cheval Chameau Dromadaire Canard

o SN o SN o (I S SN Y

) 1 /i\'/‘ | /Q 4 ¢ § [} [)
- /
ﬁ lm(lnmsﬁ ﬁ ﬁ 5000 \nx* ’ Aujourd’hui
1\ ant avant
Mouton  Porc Zébu  Lama Alpaga Poulet Dinde

Figure 1. Domestication des animaux.
D’aprés l'article de D.E. MacHugh (MacHugh et @18).

Les meilleurs amis de 'Homme, les plus populadesos jours, sont les chiens et les chats
considérés comme un membre de la famille. Danséainde datant de 2011, 63,2% des
propriétaires d’animaux de compagnie ont considéués animaux comme un membre de
leur famille et un tiers de ces personnes ont déndileur animal comme leur compagnon
(Deng and Swanson 2015a). Cela n'a pas toujourke étas, en effet les chiens et les chats
ont d’abord été domestiqués pour les travaux qpdsvaient réaliser pour 'lHomme. Les
chiens ont été une aide a la chasse, utilisés coméfeaseurs du territoire. lls ont pu servir au
transport de biens et de personnes (en tiranthageattes) mais également comme source de
nourriture et de fourrure (Case 2008 ; Perri andig&i2018). Les chats ont principalement

ete utilisés pour éliminer les nuisibles dans éemes (Faure and Kitchener 2009).
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Il est souvent reconnu que la domestication dunct@anis lupus familiarisa eu lieu il y a
environ 16 000 and-{gure 1) a partir des ancétres du loup gafis lupu}. Au début de la
domestication, les chiens, tout comme les chatmtrpas été domestiqués tel que le terme
« domestication » le définit. En effet, il s’agiudt d’'une adaptation du loup sauvage et du
chat sauvage a I'Homme ou d'un apprivoisement de aeimaux. Au début de la
domestication du chien, il s'agissait d'une relatibaide et de cohabitation (Martins 2018) et
certaines études montrent une premiére domesticdticant I'ére paléolithique il y a plus de
40 000 ans (Camaros et al. 2015; Germonpré et0O@P)2 Les chiens auraient d’abord été
domestiqués en Asie de I'Est et en Europe (Peuli\Aidga 2018) et cette domestication
serait apparue au moment ou I'Homme est passé assehr-cueilleur a chasseur-fermier
(Case 2008). Le rapprochement entre les chierisl@nime a di avoir des avantages que ce
soit pour '<Homme ou pour le loup. Il est pensé didomme et le loup étaient en
compétition pour la chasse donc ce rapprochemgnt permettre aux loups d’avoir de la
nourriture en continu. Etant donné que les loupd sles especes trés hiérarchiques, il est
supposé que I'Homme est devenu l'alpha pour preledmntréle sur cette espéce (Martins
2018).

Bien que la domestication du chien soit évidentelpdservation des différentes races de
chiens qui existent (hombreuses modifications ggnés aujourd’hui), la domestication du
chat, du point de vue génétique est moins éviddéfrieeffet le génome du chat a été moins
impacté que celui du chien car les chats apprigaisg toujours été en contact avec les chats
sauvages, ce qui a induit peu de modifications tigunes. De plus, il est pensé que le chat
était « parfait » des le début de I'apprivoisem@mimal non dangereux, aucun apprentissage
a réaliser pour la chasse des rongeurs...). Lesipailes modifications génétiques ont été
mises en évidence sur des genes impliqués daré&/édogppement de certaines structures du
cerveau. Ces mutations observées seraient ass@ciges changements de comportements
(Martins 2018). Contrairement aux chiens, les cligtdis catu$ ont été apprivoisés plus
récemment, il y a moins de 10 000 aRgy@re 1) (Faure and Kitchener 2009). Quand la
domestication du chat a commencé, le chien ét@t tdéalement domestiqué (Young 1985).
La domestication des chats correspondrait au mooiefiHomme a commencé a construire
des maisons, des fermes et des installations #egic@®riscollet al. 2009). Parmi les
différentes especes de félidés qui ont pu étre tesp seuleFelis silvestrisa été
domestiquée (Faure and Kitchener 2009). Il est ¢pamse le chat n'a réellement été
domestiqué qu’a partir du XFXsiécle avec l'urbanisation et seulement dans desegtes
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citadins. De plus, contrairement aux chats sauvapessont trés solitaires, les chats

domestiqués acceptent également les autres chatir{iM2018).
l.2.  Conséquences de la domestication sur le comportemetimentaire

La domestication, ainsi que le développement dwh#adu pet food ont induit une
modification du métabolisme des animaux de commgagkinsi, comme le loup, le chien est
par nature un carnivore. Cependant cette classdicast discutée de nos jours avec certains
scientifiques qui considerent toujours les chieamme des carnivores et d’autres qui les
considérent comme des omnivores (Hendriks 2013)eftst, le loup est capable d’adapter
son métabolisme et ainsi consommer autres chosesles protéines afin de survivre aux
périodes de famine. De plus, les chiens peuvent @assés comme des omnivores par les
auteurs qui se basent sur des différences physijpieg et métaboliques avec les chats (Bosch
et al. 2015). La figure suivante présente lessg@aimmuns avec le chat, les traits fonctionnels
pour la famine, ceux fonctionnels quand la présete@ourriture est suffisante et ceux qui

ont été modifiés avec la domesticatiéiglre 2).
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Figure 2. Caractéristiques omnivores du chien.

Différents traits caractéristiques des omnivorest gwésentés dans les carrés bleus transparents
reflétant le style de vie typique en famine ou estih de son ancétre le loup. D’autres traits
caractéristiques communs aux chats (carnivoreg)mésentés en orange et les traits modifiés par la
domestication sont présentés en noir. Image medifigprés (Bosch et al. 2015).

Contrairement aux chiens, les chats domestiques ¢omme leurs ancétres sont des
carnivores stricts, induisant des conséquencekests besoins nutritionnels avec notamment
des besoins en acides aminés élevés et des paitEsiimétaboliques principalement sur le
métabolisme glucidique. Ainsi, la consommation a@lé@ments commerciaux et notamment les
croquettes riches en glucides pourraient favorigerdéveloppement du surpoids mais
également du diabete chez les chats (Salaun &0al; Verbrugghe and Bakovic 2013;

Verbrugghe and Hesta 2017a)

I.3.  Histoire du pet food

Les chiens et les chats se sont, pendant longterops;s des rongeurs et autres petits
nuisibles présents dans les fermes, mais égalethesntiéchets alimentaires des humains. Ce
n'est qu’en 1860 que le premier aliment pour chganys la forme d’un biscuit, fut développé
et commercialisé par James Spratt. Presque 100lan$ard, en 1950, la société James Spratt
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est devenue une part de General Mills, racheté9&9 par Spillers Dog Food Company.
Cette société est depuis les années 1990 une bralechlestlé, connu aujourd’hui sous le
nom de Nestlé Purina PetCare. A partir des ann@@8, H’autres fabricants d’aliments pour
animaux de compagnie ont fait leur apparition. FehiBett a développé des biscuits pour
chien en 1907 a New York et en 1922, les frerep@élaont développé la premiére conserve
d’aliment pour chien. En 1925, Samuel et Clarenas®€& ont commencé a vendre un nouvel
aliment pour chien ou « repas » et dans les anhé28 de nombreuses nouvelles marques
d’aliments pour chien ont émergé sur le marché.dBenla seconde guerre mondiale,
I'aliment sec pour chien a commencé a dominer lech&adu pet food parce que I'étain qui
était utilisé pour les boites de conserve de nioueripour animaux de compagnie était
détourné pour la guerre. En 1946, les aliments gsmsr animaux de compagnie
représentaient 85% du marché du pet food aux Btats En 1957, Purina Dog Chow devient
disponible et General Foods a développé GaineseBuley premier aliment pour chien semi-
humide. Hills Science Di8f devient la premiére ligne de production pour diéments
adaptés aux différentes étapes de la vie des arideoompagnie en 1968 (Hill 2010).

l.4.  Le marché du pet food aujourd’hui

Entre 2007 et 2017, des données ont montré une emigtion constante de la
population mondiale des chiens (17%) et des cl&i&]) soit 381 millions de chiens et 289
millions de chats (Euromonitor International 201E. paralléle, le marché du pet food, c'est-
a-dire l'alimentation pour animaux de compagnienttme de se développer et progresse
rapidement (Bontempo 2005). En effet, les ventealiementation animale sont également en
augmentation, atteignant au niveau mondial 131 fiantis d’euro en 2014 (Tobie et al.
2015).

La plupart des aliments fabriqgués pour les animdaxcompagnie sont formulés pour
répondre a des objectifs nutritionnels spécificai@s de soutenir la croissance, I'entretien ou
la gestation et la lactation selon les recommaadsatde 'AAFCO (Association of American
Feed Control Officials) (Zicker 2008), de la FEDIAFédération Européenne de I'Industrie
des Aliments pour Animaux Familiers, FEDIAF 2019)im également des exigences
nutritionnelles des chiens et des chats décrites da NRC (National Research Council
2006). Cependant, aujourd’hui, les propriétaireangthaux de compagnie réclament des
produits de haute qualité pour leurs animaux eedgent de plus en plus d’argent pour que
leurs animaux bénéficient d’'une longue vie en bosaeté. De ce fait, des études ont été
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conduites afin d’'une part de développer les cosaaies sur la nutrition des animaux de
compagnie mais également pour développer de nesvelratégies afin d’augmenter la
qualité des aliments et d’améliorer I'état de sasél’animal via son régime alimentaire
(Bontempo 2005). Pour répondre a la demande, thssiries du pet food sont constamment
innovantes et développent de nouveaux produitsifasn Par exemple, en 2013-2014, plus
de 10 000 nouveaux produits (friandises, alimemtss st humides) ont été lancés sur le
marché mondial (Tobie et al. 2015). Aujourd’huiedarge gamme de produits complets et
equilibrés est disponible sur le marché. Différeyfses de produits existent : des produits
secs, des produits semi-humides et des produitsdiesmCes produits permettent d’améliorer
la santé, la longévité et le bien-étre des chi¢mes chats. Une autre gamme de produits, les
aliments thérapeutiques pour des maladies spéesfiga été développée et commercialisée.
Ces aliments ciblent le déclin cognitif lié a I'adge contréle du poids et du glucose sanguin,
les maladies chroniques des reins, les maladidsogasestinalesgetc (Deng and Swanson
2015a). Aujourd’hui, les industries du pet foodwawit trouver un compromis entre la qualité
nutritionnelle et I'appétence du produit, en paitier pour les aliments dit bénéfiques pour la

santé comme pour la gestion de I'obésité ou duetigaf¥ obie et al. 2015).
1.5. Pet food et bien-étre animal

Comme évoqué précédemment, depuis un certain noddn@ées, les animaux de
compagnie sont considérés comme un membre de ldlefaampart entiere. La tendance a
’lhumanisation des animaux de compagnie a contréblignportance croissante accordée a
leur santé et a leur longévité. Le concept de l'anisation a été décrit par Foote (Foot and
Mus 2006) comme l'attribution d’'une gamme compldee caractéristiques humaines aux
animaux, y compris le comportement, les pensées,pdesonnalité, I'apparence, la
compréhension mutuelle et la communication. Une séquence de l'achat par les
propriétaires d’aliments commerciaux complets efildmés, de plus en plus élaborés sur le
plan nutritionnel, a contribué a une durée de igeiicativement plus longue et plus saine
pour leurs animaux de compagnie (Deng and Swandiitbal. Cependant, certains
propriétaires ne respectent pas les quantités memiées pour leur animal et utilisent

I'alimentation comme récompense, ce qui peut carduides déséquilibres alimentaires.
[.6. Conclusion
La domestication des animaux de compagnie et I'aungation de leur importance
dans la vie des propriétaires, di a un processusyinisation, a conduit a 'amélioration de
27
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leur qualité de vie grace a l'augmentation des se#térinaires ou I'apport d’aliments de
meilleures qualités. Néanmoins, les apports natnitels n’étant pas toujours strictement
contrlés (notamment en termes d’apport caloriglfilisation de I'alimentation comme
récompense ainsi que le manque d’exercice ontadrég ces animaux, une augmentation de
la prévalence du surpoids et de I'obésité conduigasertaines maladies comme les troubles

du métabolisme.

[l. Troubles du métabolisme chez les animaux de compagn

Le chien et le chat, comme tous les mammiferessqu®Ent un systeme de régulation
permettant un apport énergétique équilibré paradappla dépense énergétique, ce qui permet
de maintenir un poids de forme quasiment constans ¢t temps. Le systéme nerveux central
permet la régulation de 'homéostasie énergétidnatafice entre la prise alimentaire et la
dépense énergétique, définie dans la section ) ame stimulation de la prise alimentaire
guand les quantités d’énergie disponibles diminwninversement une réduction puis un
arrét de la prise alimentaire lorsque les quantit&nergie disponibles augmentent. Ce
phénomene est régulé a l'aide de différents sign@axguins, nerveux) émis au niveau
périphérique. Un déreglement chronique de cettanioal énergétique induit une prise de
poids, et a terme le développement de troubleshukd@es. Au cours de la these, les travaux
de recherche ont été axés sur deux troubles dbopistae, I'obésité et le diabete de type 2
(TD2).

II.1. Le développement de I'obésité

L'obésité est une maladie liée a la nutrition merganne réduction de la durée de vie
et de la qualité de vie. Elle est définie comme aoeumulation excessive de masse grasse
conduisant a une détérioration de la santé ou destibns corporelles (German 2006;
Laflamme 2011; Ohlund et al. 2017; Ohlund et ab1®). C'est le résultat d'une
consommation excessive d’énergie ou d’'une utibsathadéquate de I'énergie, ce qui cause

un état de balance énergétique positive.

Comme pour 'Homme, I'obésité est considérée commerobleme de santé majeur chez le

chien et le chat. La prévalence du surpoids etatesité chez les chiens a été estimée en
2017 entre 19,7 et 59,3% selon les races (Chaetlal. 2017) tandis que la prévalence du

surpoids et de I'obésité chez les chats était éstiantre 7 et 63% selon les races (Ohlund et
al. 2018).
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.1.1. Causes de I'obésité et facteurs de prédisposition

Certains facteurs de prédisposition a I'obésité aleisnaux de compagnie ont été
établis par des études récentes. Les facteurs ligmimal sont : la stérilisation, la race, la
génétique, I'age et la santé (sarcopénie et maadincomitantes). Le risque génétique pour
la maladie est plus élevé pour certains chiensréddys et Golden Retrievers) et certaines
races félines (Manx et Shorthair domestiques).dhésns femelles stérilisés d’age mdr et les
chats males stérilisés d’age mar sont plus soutmnthés par le surpoids et I'obésité. Le
risque d’obésité lié a la stérilisation est causéla combinaison d’'une diminution du besoin
énergétique apres la stérilisation avec une augtientde la consommation alimentaire. Le
risque d’obésité est donc lié a la diminution jalgre d’activité physique chez les chiens et
une activité limitée ou sans activité extérieurezcthes chats, mais aussi la relation entre
lanimal et le propriétaire qui influence l'alimexion et sa gestion (suralimentation,
friandises données excessivement, non suivi desmm@ndations alimentaires), aux
habitudes de consultation vétérinaire, a I'age plepriétaires ainsi qu’a leur statut socio-
économique (Chandler et al. 2017; Lund et al. 200ffjoz-Prieto et al. 2018).

11.1.2. Conséquences métaboliques et physiologiques

Le trouble du métabolisme, qui devient de plus leis plarmant chez les animaux de
compagnie et qui est toujours un probleme de sami@eur chez 'Homme regroupe
notamment I'obésité et ses conséquences tels qi@AgOhlund et al. 2017). En 2016, 650
millions de personnes adultes étaient déclarésesbes 422 millions de personnes adultes
étaient diabétiques en 2014 dans le monde (OMS; 2D 2018). L'obésité est la maladie
nutritionnelle la plus commune chez les animauxa®pagnie, elle conduit a une réduction
de la qualité de vie (German et al. 2011), au afppEment d’autres maladies (German 2006)
voire une réduction de I'espérance de vie comma aa@te démontré chez de le chien (Kealy
et al. 2002). L'obésité est associee au développerde maladies cardio-pulmonaires,
orthopédiques, endocrines et oncologiques ausgi dliez I'Homme que chez les animaux
mais également des problemes de peau et le déesmpp du diabete de type 2 (DT2)
(Figure 3) (Muiioz-Prieto et al. 2018; Verbrugghe and He§xa7D).
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inflammatoires ﬁ
Figure 3. Conséquences de I'obésité.

Image modifiée de (German et al. 2011; Kealy e2@02; Ohlund et al. 2018; Royal Canin)

Le tissu adipeux produit des hormones telles qudefdine, ainsi que des cytokines,
notamment inflammatoires. L’obésité se caracté&lme non seulement par des modifications
hormonales, mais aussi par une inflammation chramigne augmentation du stress oxydatif

et des troubles métaboliques tels que la résistafizesuline.
I1.2. Le diabéte de type 2

1.2.1. Le développement du diabéte de type 2 chez lesaanximle compagnie

Le diabete est un grave probleme de santé poueddes especes et peut étre classé
selon les mécanismes physiopathologiques de typpiilse caractérise par la perte ou la
destruction des cellulef pancréatiques productrices d’insuline, ou de tgpequi se
caractérise par la résistance a I'insuline et wfahctionnement des cellul@spancréatiques

(Chandler et al. 2017). Le DT2 peut étre I'une cmsséquences de I'obésité chez les animaux
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de compagnie. En effet, 'obésité couplé a I'absemtactivité physique contribuent
principalement a la résistance a I'insuline assoaié diabéte de type 2 chez les chats (Ohlund
et al. 2018).

Presque tous les chiens diabétiques développentdiabéete de type 1 et sont

insulinodépendants au moment du diagnostic. Le teugiagnostic du DT2 chez les chiens

est denviron 0,6%. De nombreuses races (TerriestrAlien, Samoyedes, Schnauzers
miniature et le Caniche toy et miniature) ont plesrisques de développer un DT2, indiquant
plutét un facteur génétique. Etant donné que |bé&l&a chez les chiens est causé par un
manque de production d’insuline par les cellfigsancréatiques, I'obésité n’est donc pas le
premier facteur de risque dans le développemetTdu Cependant, 'obésité chez les chiens

diminue la sensibilité a I'insuline (Chandler et2017).

Le DT2 représente plus de 80% des cas de diabéte lehchat. Des facteurs de risque
communs tels que l'obésité, 'age et la sédentaxiétent entre le DT2 chez les chats et
'Homme ainsi que des caractéristiques physiopatiigles similaires, y compris le dépot
d’amyloides dans les ilots de Langerhans (NelsehReusch 2014). Les autres facteurs de
risque associés a l'augmentation du DT2 chez latsctont le genre male, la stérilisation, le
confinement intérieur et le traitement avec cegaimédicaments (Ohlund et al. 2017). Les
chats les plus affectés ont plus de 8 ans et pugrglement entre 10 et 12 ans quand ils
développent du diabéte. Il s’agit aussi de la thend’age dans laquelle les chats deviennent
obeses. Il a été montré chez deux races de chaSH@ethair et le Burmese) qu’'un
polymorphisme du géne du récepteur a la mélanoeort, associé a la régulation de la
balance énergétique et de I'appétit, est corrélédéueloppement du DT2 chez les chats en
surpoids, ce qui pourrait confirmer un facteur gépe. Au début de la maladie les chats
compensent tout d’abord la résistance a l'insuhene montrent pas de concentration en
glucose sanguin élevé. Eventuellement, chez queldots, le fonctionnement des cellyles
pancréatiques s'altere et les chats montrent &dois les symptémes du DT2 (Chandler et al.
2017).

[1.3. Nutraceutiques et aliments fonctionnels

Le r6le principal de tout régime alimentaire estfolernir assez de nutriments pour
répondre aux besoins métaboliques tout en donnantcansommateurs une sensation de
bien-étre. Ainsi, 'importance du réle de l'alimatibn sur la santé des animaux se reflete

dans le marché des aliments pour animaux de congadgn effet, il a été montré que ce
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marché suivait souvent celui de lalimentation himaa Aujourd’hui, le marché de
'alimentation humaine met l'accent sur les alinserfonctionnels et les compléments
alimentaires bénéfiques pour la santé. En 201Mndeché des produits pour la santé des
animaux de compagnie (produit Healthcare et comgidsnalimentaires) représentait 5,2
milliards de dollars. Depuis plusieurs années, temnaissances acquises supportent
'hypothése que, en plus de répondre aux besoitr#tionnels, le régime alimentaire peut
moduler différentes fonctions dans I'organismeeaattgouer des roles bénéfiqgues ou non dans
certaines maladies. Ces régimes alimentaires soistitués de substances bioactives qui sont
définies comme des composés alimentaires pouvesttarf les processus biologiques et avoir
un impact sur la fonction ou la condition du cogtsfinalement sur la santé (Moller et al.
2008). Ainsi, le développement d’aliments « nuttdicgies » et d'« aliments fonctionnels »
dans le régime alimentaire permet la limitationalerise de médicaments (Bontempo 2005).
Le terme de « nutraceutique » se réfere a un congpiealimentaire qui permet de délivrer,
sous une forme concentrée, un agent censé étretibiolbtenu a partir d'un aliment. Il est
présenté dans une matrice non alimentaire etéutilans le but d’'améliorer la santé. L’agent
bioactif est présent a des doses supérieures ascglli pourraient étre fournies par
'alimentation. Les nutraceutiques sont vendus dousme de comprimé, de poudre ou de
boisson. Alors qu’un aliment fonctionnel est défiomme des constituants alimentaires ou un
aliment entier, dont la consommation peut avoir alemntages pour la santé qui dépassent les
propriétés nutritionnelles de base des alimentanPles composés fonctionnels, il y a les
pro- et prébiotiques, les fibres solubles, les aamtiants, les vitamines, les minéraux,

guelques protéines, les peptides et acides amBdse( al. 2016).
[I.4. Conclusion

Comme pour 'Homme, la lutte contre I'obésité petrmmee amélioration de la santé et
du bien-étre des animaux de compagnie, ainsi qudimeution du risque de développer des
troubles tels que le diabete de type 2. L'augmamtatle I'obésité chez les animaux de
compagnie et des maladies concomitantes a perndiévigloppement d’alimentations ciblant
les différents troubles du métabolisme. De pluss diernatives aux meédicaments sont
aujourd’hui développées pour lutter contre ces dietaet ainsi éviter les effets secondaires

gue peuvent induire ces traitements.

Pour les animaux de compagnie, la fabrication dgegédients utilisés dans la formulation de
alimentation est réalisée a partir de coprodgitsvenant notamment de I'industrie agro-
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alimentaire. Les tendances actuelles obligentiésstries du pet food a une augmentation de
la transparence dans le choix des matieres presniditssées, ainsi qu'une augmentation de la
recherche pour le développement d’ingrédients @evimitrition/santé.

. Valorisation des coproduits agroalimentaires

11.1. Généralités

Dans un obijectif écologique, économique et sogidéalgaspillage alimentaire est
depuis plusieurs décennies trés critiqué. Ce dagpilalimentaire provient notamment des
meénages, de la grande distribution mais égalemesitimiustries alimentaires. L'industrie
agroalimentaire, qui a pour objectif de fabriques denrées alimentaires pour I'alimentation
humaine, génére également de ce fait des prodoits utilisées. Ces produits, appelés
autrefois déchets industriels, sont aujourd’huoxiabs et ont été renommés sous-produits ou
coproduits. Il y a deux types de coproduits, ceémréges lors de la premiere transformation
d’'une matiere premiére afin d’extraire les constilis les plus nobles et ceux issus des
transformations suivantes. Les coproduits de lanne transformation sont majoritairement

valorisés en alimentation humaine (Chapoutot 2Gil3).

En France, le volume de coproduits issus des jpahes industries agroalimentaires a été
estimé a 12,1 millions de tonnes de matiere seoh2046 dans une enquéte réalisée par
Réséda (réseau de partenaires des filieres de girmalwnimale). Parmi ces 12 millions de
tonnes, l'industrie de la viande et de la transfron des produits de la péche et de
I'aquaculture générent 8% de coproduits (Réséda)2Qlalimentation animale valorise 76%
du tonnage de ces coproduits et 15% sont utiligés dl’autres industries (alimentation
humaine, biocarburants, cosmeétique), 6% sont \s#eripar I'agronomie (épandage,
fertilisation, compostage) et 3% destinés a desrigations énergétiques (méthanisation,

combustion) (Chapoutot et al. 2018).
l1l.2. Les différentes sources de coproduits

Lors de ce travail, nous nous sommes intéressésui types de coproduits : un

coproduit de poisson et un coproduit d’origine éarn

Les coproduits issus du poisson peuvent étre ¢oastde la téte, de la peau, des viscéres, des
chutes de filetage et des arétég(re 4).
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Viscéres
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Figure 4. Partiesdu poisson valorisées comme coproduits.

Image modifiée d’aprées (Stevens et al. 2018)

Ces coproduits sont générés par le mareyage, |sepwrie, le traiteur et ne sont
habituellement pas consommeés par I'Homme (Résétld)20s sont issus de toutes especes

et notamment le saumon, le thon, le merlan bletilgigia, etc.

L’industrie de la viande produit de grands volundescoproduits comme le sang, les os, les
parures de viande, la peau, les tissus adipeuwcdetes, les sabots, les pieds, le crane ou
encore les viscéres (Toldra et al. 2016). Ces cyi® sont générés par les abattoirs, les
transformateurs, les grossistes et les usines diégsage (Jayathilakan et al. 2012). Les
proportions d’animaux d’équarrissage valoriséesésmtent respectivement 34%, 42% et
25% pour le porc, le beeuf et la volaille (EFPRA @01Certaines parties des carcasses
peuvent étre considérées comme des coproduitsl’myverse comme des aliments d'intérét
selon les pays et les traditions : c’est le cag p@w$sang, le foie, les poumons, le cceur, les
reins, le cerveau, la rate et les tripes. Celapbigie par les propriétés nutritionnelles
intéressantes de ces coproduits, par la préseacelds aminés essentiels, de minéraux ou de
vitamines. Leur valorisation représente donc urandg opportunité pour l'industrie de la
viande tant en alimentation humaine qu’animalectgamment pour le pet food (Toldréa et al.
2016).
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[11.3. Valorisation des coproduits dans I'industrie du petfood

L’industrie du pet food utilise les coproduits dedustrie agroalimentaire comme
matiéres premieres pour la fabrication d’alimerdarpnimaux de compagnie, sous forme de
croquettes, patées ou friandises. Pour cela, Ipsodoits animaux doivent appartenir a la
catégorie 3, telle que régie par le reglement etenCE) n° 1069/2009. Ces produits sont
issus d’animaux abattus en abattoir, sains, etad&clcomme propres a la consommation
humaine, ainsi que de poissons traités en consergemtelier de filetage. Le processus de
transformation des coproduits de catégorie 3 ddienea deux types de produits de qualité,
recherchés par de nombreux industriels : la graiggecorps gras animal ; décantée, puis
centrifugée ou filtrée et la protéine animale tfamaée (PAT) ; issue du broyage de la
fraction protéique du coproduit. L'utilisation dgsaisses et PAT comme matieres premieres
pour la fabrication de pet food est une illustnatmarfaite d’approvisionnement durable, un

des piliers de I'économie circulaire.

En 2016, I'industrie du pet food a valorisé envi@60 000 tonnes de coproduits d’animaux
terrestres et 25 000 tonnes de poissons. De pdusecteur a permis de valoriser 276 000
tonnes des protéines animales transformées, esligéur satisfaire les besoins protéiques des
chiens et chats. Ainsi, l'industrie du pet food éstpremiere voie de valorisation des
coproduits provenant d’animaux (Réséda 2017). Ropoisson, selon I'espéce, entre 40 et
60% du poids de I'animal est destiné a l'alimewntathumaine. Ainsi, la matiere premiere est
constituée d’'une grande part de coproduits quirgevalorisés sous forme de farine et
d’huiles de poissons (52%), d’hydrolysats protégdestinés a I'alimentation animale (21%)
et également de hachis congelés pour I'alimentatesanimaux domestiques (21%).

Une petite part des coproduits peut étre utiliséer plévelopper des ingrédients a plus forte
valeur marchande (ardmes, émulsifiants) ou desédignts alimentaires avec des effets
positifs sur I'organisme (nutraceutiques) (Le Floet al. 2011). Les hydrolysats protéiques
obtenus a partir des coproduits animaux peuverinmoient permettre de générer des extraits
avec des propriétés fonctionnelles ou des pepbdexctifs (Toldra et al. 2016; Toldra et al.

2018), grace a une ou plusieurs étapes d’hydralgsia matiere premiere, et éventuellement

grace a des étapes de séparation des molécul&sefin

Au cours de la these, les travaux menés ont ét® saxéles protéines et donc la suite de cette
synthese développera I'hydrolyse des coproduitgpjaes ainsi que le devenir des protéines

au cours de I'hydrolyse et le développement dumiiebioactif des hydrolysats.
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[ll.4. Valorisation des coproduits protéiques par hydrolys

Les protéines posseédent des propriétés nutritites)eonctionnelles et biologiques
qui sont freguemment modifiées par les technologidisées dans les procédés alimentaires.
Les principales causes de modification des prosdimes du procédé sont les changements de
pH tels que l'acidification ; les traitements chiues tels que 'acylation, la glycosylation et
la phosphorylation ; les traitements thermiquek éermentation. Ces modifications peuvent
permettre d’améliorer la texture finale ou, lesacééristiques organoleptiques, la stabilité du
produit, ou la génération de peptides bioactifspegdelant, les modifications des protéines
peuvent également avoir quelques aspects négatiisme notamment I'apparition de

fragments protéiques allergénes (Toldra et al. 2018

1.4.1. Principales applications des hydrolysats

Les hydrolysats protéiques peuvent étre utiliséslenentation animale pour leurs
propriétés aromatiques, fonctionnelles ou nutritedles. L’hydrolyse des protéines permet de
générer des peptides de petite taille et des aeidesés jouant un rbéle important dans la
saveur du produit. Les propriétés fonctionnellesheechées sont la solubilité, les capacités
moussantes et émulsifiantes, ainsi que le pouwnétention de I'eau et des matieres grasses.
Ces propriétés fonctionnelles sont induites paydfblyse qui augmente le nombre de
peptides de faible poids moléculaire, le nombregdeupes ionisables et I'exposition de
groupes hydrophobes. De plus, les hydrolysats ipu#é peuvent étre ajoutés en tant que

compléments protéiques dans I'alimentation animale.

1.4.2. L’hydrolyse des protéines

L’hydrolyse des protéines (protéolyse), qui comsgstcouper les liaisons peptidiques,
permet d’obtenir des hydrolysats protéiques (astegelde polypeptides, peptides et acides

aminés libres) par hydrolyse enzymatique ou pardiydge chimiqueKigure 5).
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Figure 5. Exemple de procédé d’hydrolyse des matieres presigour I'obtention des hydrolysats
protéiques.

Les matiéres premiéres peuvent étre hydrolyséesgiarenzymatique ou par voie chimique. Apres
homogénéisation et ajustement de la températute pH d’hydrolyse, les matiéres premiéres peuvent
étre hydrolysées par des enzymes endogénes (aif)lyet/ou par des enzymes industrielles, ou
encore par une hydrolyse aléatoire par ajout déacid de base (hydrolyse chimique). A la fin de
I'hydrolyse, les hydrolysats protéiques sont refimi subissent une séparation par centrifugation ou
filtration, afin de récupérer la partie protéique bhydrolysat, puis concentrés et/ou séchés par
atomisation. D’apres IFREMER, Bibliomer 2010.

Une étape de broyage de la matiere premiere peuté#lisée avant le début de I'hydrolyse

enzymatique ou chimique. Les différences princpabmtre I'hydrolyse enzymatique et

I’hydrolyse chimique sont d’une part l'utilisatiahenzymes pour I'’hydrolyse enzymatique et

d’'un acide ou d’'une base pour I'hydrolyse chimigieal’autre part, une augmentation de la

température pour inactiver les enzymes ajoutéeslipgualrolyse enzymatique.

1.4.3. Hydrolyse par voie enzymatique

L’hydrolyse enzymatique est notamment utilisée palotention de peptides bioactifs

dans la fabrication des ingrédients. Les peptideachifs sont encryptés dans la séquence

protéique parente et deviennent bioactifs une libérés. Ainsi, I'hydrolyse des protéines

alimentaires par des enzymes endogeéenes, exogengscmbiennes est nécessaire pour la
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libération de ces peptides (Toldra et al. 20=yre 6). Un chapitre (VI) est dédié aux

peptides bioactifs plus loin dans cette introductidliographique.

Protéines alimentaires

Peptidases  Peptidases microbiennes

Réacteur Fermenteur

Génération de peptides
bioactifs

Digestion gastro-intestinale

Conservation et génération
de peptides bioactifs

Figure 6. Schéma montrant la génération des peptides bisaatiartir de I'hnydrolyse des protéines
alimentaires.

La génération de peptides bioactifs issus des ipesépar hydrolyse enzymatique peut étre réalisée
dans un réacteur avec des peptidases ou par fatioenpar des peptidases microbiennes. Les
peptides bioactifs générés au cours de I'hydrolysiwent résister a la digestion gastro-intestinale
(digestion GI) pour conserver leur bioactivité. ples, la digestion Gl peut générer de nouveaux
peptides bioactifs. Modifié d'apres (Toldra et2018).

La protéolyse peut débuter avec l'activité des eresy endogénes des que les produits
animaux ou végétaux sont prélevés, puis continuercairs du processus de transformation
sous l'action des peptidases endogenes (enzymestidigs par exemple) et/ou exogenes
(peptidases commerciales). Ainsi, les conditionsstiekage des matieres premiéres, leur
fraicheur, ainsi que les parties prélevées (plusnoins riches en enzymes endogenes) sont

importantes pour la bonne reproductibilité des biydes.

Des enzymes ou des microorganismes commerciauxwiiss pour libérer les peptides
bioactifs (Ryder et al. 2016). Les enzymes comratasi utilisées pour hydrolyser les
protéines alimentaires proviennent de difféerentagines telles que végétales (papaine,
bromélaine), animales (pepsine, trypsine, chymseing mais principalement de
microorganismesBacillus, Aspergillus Streptomyces.). L’hydrolyse est réalisée dans un
réacteur suivie par des étapes de séparationfaiiiin. Les peptidases commerciales sont

généralement en mélange et sont sélectionnéeslsealoactivité (Toldra et al. 2018) :
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e Alcalase 2.4 L (Endopeptidase, 3.4.21.62 ; 3.4213.4.24.-), Maxazyme NNP DS
(3.4.24.28), Flavourzyme 1000 L (3.4.23.6 ; 3.4.1B.4.14.- ; 3.4.24.- ; 3.4.24.39 ;
3.4.21.63 ; 3.4.16.- ; 3.4.16.6 ; 3.4.23.18 ; &) et Protease AN (3.3.14.-;
3.4.21.63 ; 3.4.24.- ; 3.4.11.- ; 3.3.23.18 ; AMBQA ; 3.4.16.6 ; 3.4.14.5; 3.4.16.-):
activité exopeptidase, libération d’acides amini@ses. L’activité exopeptidase peut
étre attribuée aux aminopeptidases et carboxyzeyssd

* Bioprase SP-20FG (3.4.21.62 ; 3.4.21.19 ; 3.4.24:4.21.-), Collupulin 200 L
(3.4.22.6 ; 3.4.22.6), Corolase 2TS (3.4.24.24;23.-), Promod 439 L (3.4.21.62),
Proteinase T (3.4.24.27) et Protin SD-AY10 (3.462).: activité endopeptidase.

Les peptidases permettent de générer des hydmlygas ou moins hydrolysés selon
I'objectif d'utilisation de I'ingrédient ; une hydlyse séquentielle (enchainement de plusieurs
hydrolyses) est parfois réalisée pour générer éggtiges bioactifs d’intérét. Pour cela, les
endopeptidases sont généralement utilisées engmesnivi de I'ajout des exopeptidases. Par
exemple, dans un contexte de développement d’uredient hypoallergénique, plusieurs
peptidases peuvent étre utilisées afin de ne gén@e des peptides de petite taille et des

acides aminés libres.

Cependant, pour que ces peptides exercent leucthiibd, ils doivent résister a la digestion
gastro-intestinale (Gl) et par ce processus, bacties enzymes gastriques, intestinales et
pancréatiques permet également la génération deglee bioactifs (Capriotti et al. 2015;
Caron et al. 2017a; Pepe et al. 2016).

1.4.4. Utilisation des hydrolysats protéiqgues dans l'iidesdu pet food

Pendant longtemps, au méme titre que l'industimeaitaire humaine, I'industrie du
pet food a cherché a développer une gamme d’alsyair animaux de compagnie dans le
seul but de leur apporter les nutriments nécessaiteur développement. Mais récemment,
comme pour I'alimentation humaine, la tendanceaasiéveloppement d’'une alimentation de
meilleure qualité permettant, au-dela du simplé da nourrir les animaux, de promouvoir
leur santé. Ainsi, la recherche d'une meilleuremfolation mais aussi le développement
d’ingrédients bénéfiques pour la santé ont menéntlisstriels du pet food a développer une
gamme de produits spécifiques (croissance, vigdiieent, problemes rénaux, stérilisation,
maintien du poids, santé digestive...) (Deng and Swan2015a). La création de ces
ingrédients passe aussi par le développement dilygdits protéiques. Ces hydrolysats
protéigues, qui peuvent étre plus riches en pregtgue les farines animales classiquement
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utilisées dans l'alimentation animale, posseder li@ute qualité nutritive et une meilleure

digestibilité car les fragments protéiques ont géleénent des poids moléculaires inférieurs a
10 kDa. lls peuvent également étre moins allerggjuesla protéine native (Di Cerbo et al.

2014).

Les premiéres utilisations des hydrolysats pro&sgremontent a un peu plus de vingt ans
dans le cadre du développement d’'une alimentatipécialisée hypoallergénique. Les
hydrolysats protéiques peuvent étre utilisés das das de maladies inflammatoires
chronigues de lintestin, les entérites aigues, sdéa prévention de I'hypersensibilité

alimentaire ou encore dans l'insuffisance panayéatiexocrine (Cave et al. 2006).
l11.5.  Conclusion

De nos jours, la valorisation des coproduits dedlistrie agroalimentaire devient un
enjeu crucial dans un contexte ou la demande miendia protéine est en constante

augmentation et induit une utilisation accrue deetsource protéique.

Les coproduits de I'agroalimentaire sont valorisiss I'industrie du pet food pour la
formulation d’aliments de prévention ou de luttentte les troubles du métabolisme. Cela
permet de créer de nouvelles opportunités d’innomata forte valeur ajoutée si elles sont
accompagnées d’'une démonstration d’efficagitévivo et d’'une clarification des modes
d’action des molécules bioactives. En ce qui caredes peptides bioactifs, cela nécessite
notamment que les séquences bioactives libéréesuas du processus d’hydrolyse résistent

aux conditions de la digestion GI.

V. Le tractus oro-gastro-intestinal : exemple de celuile 'Homme

La digestion des aliments a pour but de fournimesiments dans leur forme la plus
simple afin qu’ils soient absorbés et utilisés lganisme. Pour cela, les aliments vont étre

soumis a différentes actions :

* Meécanique par la mastication et les contractionsaulaires.
* Chimique par les enzymes au niveau gastrique estinal.

* Microbienne par les bactéries colonisant le tradigsstif.

IV.1. Présentation anatomique de I'appareil digestif
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Chez tous les mammiferes, I'appareil digestif eshjgosé du tube digestif ou tractus
gastro-intestinal (Gl) et des organes digestifsessuires (glandes salivaires, pancréas

exocrine, foie et la vésicule biliairdyigure 7).

Glandes salivaires
Lévres

Oesophage

Foie

Vésicule Ligaments de Treitz
biliaire
Estomac

Duodénum ,
Pancréas

Célon .
Jéjunum

Caecum QA ﬂ("j}——_— liéon

Appendice

Rectum

Figure 7. L’appareil digestif humain.
Image modifiée d’aprés Servier Medical Art.

Ces organes accessoires sont situés a I'exténietrackus Gl et déversent leurs sécrétions par
les canaux excréteurs situés dans la lumiere inédst Ainsi le tractus Gl peut étre considére

comme un tube s’étendant de la cavité buccaleadume(Gelberg 2014).

L’estomac est la partie la plus dilatée du tubesslifi et communique avec I'cesophage par
I'orifice cardiaque et avec le duodénum par le pyldl se divise en trois parties : le fundus,
le corps et I'antre. L’intestin gréle commence &inadu pylore. Il se divise en trois segments
distincts : le duodénum au niveau proximal, lerjém et I'iléon avec une moyenne de 4 a 6
m de longueur (Cheng et al. 2010). Le cb6lon, sépdardintestin gréle par le caecum, se
divise également en trois segments : le colon ascdn le colon transverse et le colon

descendant et se termine par le rectum.
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/Particularités chez le chien et le chi: La longueur de l'intestin pour un chie
mesurant 0,75 m est d’environ 4,5 m. Pour un chesurant 0,5 m, la longueur d
l'intestin est d’environ 2,1 m (National Researcbu@cil 2006). Le chat étant u

carnivore strict, son tractus intestinal est daglativement court et simple (Grandjea

@nd Butterwick 2009).

IV.2. Organisation structurelle du tractus gastro-intestnal

La paroi du tractus Gl constitue une barriere etdrenilieu extérieur et le milieu
intérieur de I'organisme. L'intégrité de cette leme doit étre constamment maintenue. En
effet, les conditions acides de I'estomac ou endesepopulations microbiennes seraient
nocives pour le milieu intérieur. La structure dephroi du tractus Gl est quasiment la méme
sur toute sa longueur. L'anatomie de la paroi desbphage et du tractus Gl est représentée

dans laFigure 8.
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~

sous-muqueux Epithélium
\n
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\

Plaques de Pever
Lamina propria
Muscularis mucosae

Muqueuse

Sous-muqueuse \ . .
quens Couche circulaire
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T — Lo e Lieberkil péritoine
Séreuse PP | Glandes Glandes j ~ d¢icberkuihn
gastrique de Brunner = Sécrétions pancréatiques Séreuse

Plexus de Meissner - ) et biliaires
“Plexus d’Auerbach
(submucosal)

(myentérique)
Figure 8.Schéma de I'organisation anatomique et histologidu¢ube digestif.
Modifié d’apres (Gelberg 2014).
L’organisation structurelle du tractus Gl de la lare au c6té basolatéral, est constituée de la
mugueuse, de la sous-muqueuse, de la musculeude & séreuse. La muqueuse est
constituée d’un épithélium superficiel, ddamina propriaet de la musculaire-muqueuse. La

lamina propria est constituée de tissu conjonctif, du systémeculage sanguin et
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lymphatique. La musculaire-muqueuse est composéeeltides musculaires lisses qui ont
pour fonction principale de modifier la forme eslarface de la couche de cellules épithéliales
en réponse a la distension de la paroi. La sousieusg est constituée de collagene,
d’élastine, de glandes sécrétrices, et de la ni@joleés vaisseaux sanguins. La motilité du
tractus Gl est réalisée par les couches de musske Ibngitudinal et circulaire, situées entre
la sous-muqueuse et la séreuse. Deux plexus nefleyexus sous-muqueux et le plexus
myentérique) constituent le systeme nerveux irgédoe du tractus GIl. Le plexus sous-
muqueux (ou plexus de Meissner) lie la sous-mucuew®gc le muscle lisse circulaire et
régule I'épithélium de recouvrement. Le plexus mgeague lie les couches musculaires
circulaires et longitudinales et régule leur cocticm. La séreuse est une fine membrane
constituée d’'une couche de cellules sécrétantuildeflséreux. Les sécrétions séreuses servent
a réduire les frictions des mouvements musculavesactus Gl (Gelberg 2014; ddegaard et
al. 2012).

IV.3. Fonctions du tractus oro-gastro-intestinal de '’Honme et particularités chez le

chien et le chat

Les principales fonctions du tractus Gl sont laedigon des aliments en nutriments qui
constituent I'apport énergétique de I'organismabs$orption des nutriments, de I'eau et des
électrolytes, la protection contre les pathogendsrees et I'excrétion. Ces fonctions sont
réalisées par des organes, exercant des rélescthstirépartis de la bouche a l'anus.
L’estomac et lintestin gréle sont responsablesngipalement de la digestion et de
I'absorption, un processus regroupant a la foisrdésanismes physiques et chimiques. Le
gros intestin ou c6lon est principalement concqgragéla dessiccation et le compactage des
déchets, avec le stockage dans le cblon sigmoibiéistination par le rectum (Cheng et al.
2010).

IV.3.1. La cavité buccale

L’action mécanique de la machoire va permettre preeniére déstructuration de la
matrice alimentaire couplée a l'action dénaturamela salive. La salive est un liquide
corporel complexe composé d’environ 99% d’eau, Bstnces inorganiques et organiques
et d'une grande variété des protéines telles gaeneymes, le mucus et les glycoprotéines.
La salive est sécrétée par quatre paires de glasalesires : les glandes parotides, les
glandes sous-mandibulaires, les glandes sublingueiedes glandes salivaires mineures
(Figure 9) (Ngamchuea et al. 2018).
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Glande parotide

Glandes salivaires
mineures

Glande sublinguale
Glande sous-mandibulaire

Figure 9. Représentation des glandes salivaires.
Image modifiée d’apres Servier Medical Art.

La quantité de salive sécrétée est augmentée paudal'odeur et méme la pensée et
I'évocation de la nourriture, ainsi que la mastmat(Furness et al. 2013). La salive a six
fonctions principales : la lubrification ainsi qua protection par l'action tampon et le
maintien de l'intégrité des dents, I'activité anttnobienne et le transport des molécules du
golt et la digestion. La lubrification et la prdiea permettent de préserver les tissus de la
cavité buccale contre les agents irritants. Lestefdle la lubrification contribuent également a
la mastication, a la déglutition et a la vocalisatiLes composés lubrifiants principaux de la
salive sont les mucines. L’action tampon de laveadist réalisée par trois composés majeurs :
le bicarbonate, le phosphate et les protéines. d@aaté tampon permet a la salive de
maintenir un pH relativement constant (pH entre®3). La salive permet également le
transport des substances du go(t aux récepteugoiuet la protection de ces récepteurs
(Ngamchuea et al. 2018). Les enzymes présenteslalaadive sont notamment I'amylase,
premiere étape de la digestion des glucides gidad, premiére étape la digestion des lipides.
D’autres enzymes sécrétées dans la salive ont dewvités antimicrobiennes
(lactoperoxydase, lysozyme) (Ngamchuea et al. 2088lersen et al. 2002). La quantité de
salive produite ainsi que sa composition dépendertype d’aliment ingéré et de sa teneur en
humidité. La composition de la salive varie en fant du flux salivaire mais également en

fonction des glandes (Carpenter 2013).

La salive permet ainsi la formation du bol alimémtgar son pouvoir lubrifiant et le début de

la digestion des glucides et des lipides puisdedport de ce bol alimentaire dans I'cesophage.
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/Particularités chez le chien et |le chi: Chez le chien et le chat, le pH de la salive est
d’environ 7,5. De plus, la salive ne contient pds-aimylase. Outre les role
précédemment cités, la salive du chien joue égalerae rble important dans |

régulation de la température corporelle (diminutive la température interne par

Gvaporation) (National Research Council 2006).

IV.3.2. L’estomac

La nourriture passe de la cavité buccale jusques dlastomac par I'cesophage. I
s’agit d’'un tube court constitué de muscles steésde cellules productrices de mucus
(Gelberg 2014). La nourriture avance dans I'cesopl@atjaide des ondes péristaltiques. Les
réles principaux de I'estomac sont de stocker teaipement le bol alimentaire provenant de
la cavité buccale, de commencer la digestion ebdérbler la vitesse de sortie du chyme dans
lintestin gréle (O’Connor and O’Morain 2014). Powela, I'estomac est divisé
anatomiguement en cing parties distinctes : leiaatd fundus (partie supérieure a I'orifice
cesophagien), le corps, I'antre (partie la plusatk3tet le pylore. Le sphincter pylorique relie

I'antre au duodénum (Cheng et al. 2010).

Le bol alimentaire va étre transformé en chyme d@gtion des sécrétions gastriques et
enzymatiques couplées a une action mécanique desdgm principalement assurée par
I'antre. La digestion des protéines commence dahsrgane. L’acide chloridrique, sécrété au
niveau des cellules pariétales est stimulé paasdrime produites par les cellules G (présentée
dans le paragraphe V.1.2.1) de la muqueuse amringbeésence d'oligopeptides et@astrin-
Releasing Peptid(GRP). De plus, un contrdle nerveux parasympaghigupliquant
I'acétylcholine participe également a la sécrétibacide (O’Connor and O’Mordain 2014;
Sherwood 2006). Afin de ne pas endommager la mwgugastrique, la somatostatine et les
prostaglandines inhibent respectivement la sécré@tegastrine et d’acide chlorhydrique. Le
pH gastrigue se situe entre 1 et 5, mais celuadeven fonction de l'individu et de son état
de jelne. L’acidité gastrique favorise I'activatidn pepsinogene (précurseur de la pepsine),
assure la dénaturation des protéines alimentafr@gtdint leur hydrolyse par la pepsine et
joue un rdle antimicrobien (O’Connor and O’Morair©12). La pepsine, résultat de
'autocatalyse du pepsinogéne, initie la digesti®s protéines et génere une population

d’oligopeptides.
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La vidange gastrique est le processus par lequehyme est déversé dans l'intestin gréle a
une vitesse et sous une forme qui optimisent I'gdign intestinale des nutriments. La

guantité de chyme est le principal facteur inflieertida force de contraction de I'antre. Les

contractions péristaltiques de I'antre procurentchyme la force motrice nécessaire pour
passer dans le duodénum par le sphincter pylorigirgensité de la contraction du sphincter

et la vitesse de la vidange sont sous le contrél&adteurs intra-gastriques (gastrine, réflexe
vagal) et de facteurs duodénaux (réflexe entértrigas, hormones intestinales) (Goyal et al.
2019).

IV.3.3. L'intestin gréle

IvV.3.3.1. Anatomie macroscopique de I'intestin gréle

Constitué de trois segments successifs (duodér@gjumum et iléon représentés dans
la Figure 7), l'intestin gréle constitue le siege principal Id#sorption des nutriments. Les
contractions péristaltiques de I'estomac expulteohyme dans le duodénum qui se mélange
au suc duodénal et aux sécrétions pancréatiqusbagtes. Le duodénum mesure environ 30
cm de long chez 'Homme et est le siege principall’dbsorption passive de I'eau et des
électrolytes. Le jéjunum est le lieu de I'absorptides glucides, des lipides ainsi que des
protides et il mesure entre 3 et 4 m de long cthiéamhme. D’une longueur de 1 m, l'iléon est
guant a lui plutdt consacré aux absorptions spgmf comme la réabsorption des sels
biliaires (Sherwood 2006). La progression du chyenéong de l'intestin est assurée d’'une
part par le mécanisme de segmentation, c'est-atthiecalternance entre des contractions
annulaires du muscle lisse et des relachements p€guet un brassage optimal du chyme. A
la fin de I'absorption du repas, le complexe moteuigrant, qui est constitué d’ondes
péristaltiques allant du duodénum jusqu'a l'extt&mie l'iléon, assure le nettoyage de

l'intestin en évacuant les restes vers le colom{kal and Zfass 2018).

/Particularités chez le chien et le chi: Les chats ne possédent pas de cor@xe
moteur migrant mais un complexe transitoire de atign (migrating spike complex)

(Washabau and Day 2012). Ce complexe est caracigaisune explosion intense dg

1%

pics transitoires qui migrent de I'estomac jusqgwcalon. Il s’agit en quelque sorte d’'ur

complexe moteur migrant mais le complexe transtale migration est beaucoup

kmoins puissant (De Vos 1993). /
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IV.3.3.2. Anatomie microscopique de I'intestin gréle

Les cellules épithéliales de la muqueuse assuefahctions digestives, sécrétrices
et absorptives, de barriere aux pathogénes aimstgusurveillance immunitaire. Pour réaliser
ces différentes fonctions, I'épithélium intestiredt constitué d’'une variété de cellules. Il
existe quatre grands types de cellules épithélialéss entérocytes, les cellules
entéroendocrines (CEES), les cellules calcifornediules de Gobelet) et les cellules de
PanethFigure 10) (Verhoeckx et al. 2016).
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Figure 10.lllustration schématique des différents types diles épithéliales intestinales.

Image modifiée d'apres (Gelberg 2014).

D’une maniere générale, les cellules épithéliated saractérisées par une morphologie bien
définie (cubique, prismatique ou pavimenteuse), développement d’interactions
intercellulaires et une polarité cellulaire marquées entérocytes assurent le transport des
nutriments (acides gras, acides aminés et des saligbarides) grace a la multitude de
transporteurs présents sur leur pdle apical (Jarase Depoortere 2013). Les CEEs sécrétent
des hormones intestinales impliquées notammentldaméostasie énergétique. Les cellules
calciformes ou de Gobelet, présentes entre legomytés, produisent le mucus intestinal
servant & lubrifier et a protéger la muqueuse iim&e. Les cellules de Paneth, sécretent des
enzymes a activité antimicrobienne (Furness &x(dl3).
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Le tractus intestinal est une grande interfaceedifgnvironnement et le corps. Cette interface
se compose en une couche épithéliale formant gpsesret des villosités (bordure en brosse)
permettant ainsi d’augmenter la surface de l'ime@tigure 11) (Verhoeckx et al. 2016). Les
différentes cellules de I'épithélium intestinal piennent toutes de cellules souches présentes
dans les cryptes. Les cellules souches ont deowillosités qui sont petites, espacées et ont
de faibles aptitudes digestives et absorptivegshbiroliferent et migrent pour remplacer les

cellules absorbantes (Gelberg 2014).
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Figure 11.Les différents niveaux d’organisation de la bamgiéntestinale.
CD : cellules dendritiques ; AMPs : protéine antirabienne ; TFF3 : trefoil factor Bnage modifiée
d’aprés (Peterson and Artis 2014; Viswanatétal.2009)

Le pble apical de la cellule épithéliale intestenptésentant les microvillosités est en regard
de la lumiére alors que le pble basolatéral estastact avec la lame basale. L'épithélium
joue un réle crucial en tant que barriere semi-gate tres dynamique et sélective qui
sépare les contenus intestinaux et les pathogénesste du corps et contrble I'absorption des
nutriments, des fluides et des solutés. L'intedactintercellulaire est assurée par les
desmosomes, les jonctions adhérentes et les joscsierrées (Janssen and Depoortere 2013).
Le réle de protection de I'épithélium intestinaht@ les pathogénes externes est assuré par le
systeme immunitaire qui est représenté par lesilesllT présentes sous trois formes : des
agrégations lymphoides nommeés plaques de Peyefpliesles lymphoides dispersés dans

le tissu conjonctif et des lymphocytes intraépitiét (Furness et al. 2013)
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IV.3.3.3. Les sécrétions pancréatiques

Le pancréas exocrine sécrete une solution alcatthe en ions bicarbonates (HEO
permettant de neutraliser le chyme acide et d'imacia pepsine ; il permet un pH optimal
pour l'activité des enzymes digestives dans le doach. La production des ions HEO
sécrétés par les canaux excréteurs du pancreastirasiée par la sécrétine, elle-méme
sécrétée par le duodénum en réponse a un enviremweacide (Lee et al. 2012). Les
enzymes pancréatiques sont constituées d’'un méldagprotéases, lipases, amylases et
nucléases. Le pancréas exocrine est la source maajieuprotéases pour la digestion des
protéines ingérées. Les protéases sont synthétsmes forme de pro-enzymes inactives
(zymogeénes) et comprennent trois formes de trypsieechymotrypsinogene A et B; la
proélastase, la procarboxypeptidase Az, B1 et B mais également d’autres protéases.
L’entérokinase, située a la partie apicale desuleslépithéliales du duodénum va activer le
trypsinogene en trypsine, initiant une cascadeédetions permettant I'activation des autres
enzymes pancréatiques. La trypsine, les chymotnggset I'élastase sont des endopeptidases
de la famille des protéases a sérine. L'autre elasajeure de protéases est constituée des
metalloprotéinases qui comprennent les carboxypapts. La trypsine clive
préférentiellement les résidus d’arginine ou denkysau niveau de la partie C-terminale. La
chymotrypsine clive préférentiellement les liaisgpsptidiques adjacentes a des résidus
d’acides aminés hydrophobes tels que la phénylaanie tryptophane et la tyrosine.
L'élastase est moins spécifique que les deux awgreopeptidases et clive les liaisons
peptidigues adjacentes a des résidus d'acides amalighatiques (sérine, leucine, alanine,
valine). Les carboxypeptidases sont quant a elles exopeptidases qui hydrolysent
préférentiellement les liaisons peptidiques du €3términal. La carboxypeptidase A clive le
dernier acide aminé de la séquence peptidique goelndci est un acide aminé aromatique
(phénylalanine, tyrosine, tryptophane), neutre njaky, asparagine, cystéine, leucine par
exemple) ou acide (acide aspartique, acide glutae)igt la carboxypeptidase B agit en
complémentarité de la carboxypeptidase A en clivesitacides aminés basiques (arginine,
histidine). Les autres enzymes, sécrétées parreréas exocrine, telles que I'amylase, la
lipase pancréatique et la phospholipase poursuilgedigestion des lipides et des glucides
(Whitcomb and Lowe 2007). Les enzymes pancréaticaoed synthétisées au niveau de

'acinus du pancréas exocrine.
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IV.3.3.4. Les sécrétions biliaires

La bile est déversée au niveau du duodénum paanal cholédoque et est contrdlée
par le sphincter d’Oddi. Celui-ci empéche la littiéma de la bile dans le duodénum entre les
repas. La bile est une sécrétion aqueuse compiske ides hépatocytes et modifiée par les
systemes de transport sécrétoires et absorbardgentsédans I'épithélium du canal biliaire.
Elle entre ensuite dans la vésicule biliaire oé ekt concentrée ou est directement déversee
dans la lumiére intestinale. La bile est compos6&% d’eau dans laquelle sont dissouts un
certain nombre de composés tels que les selsrédijale phospholipide bilirubine, le
cholestérol, des acides aminés, des enzymes gitdesnes. Les sels biliaires sont les solutés
majoritaires de la bile ayant pour role d’émulsifies matieres grasses alimentaires et de
faciliter I'absorption intestinale (Boyer 2013)s Itonferent a la bile sa principale fonction :
les propriétés émulsifiantes des sels biliairesnegtent d’'incorporer les lipides hydrolysés en
acides gras libres et en 2-monoacylglycérols dasswicelles stabilisées par les sels biliaires
(Dosch et al. 2019). La bile joue également un d@grotection contre les infections (Boyer
2013). Plus de 95% des sels biliaires sont réabsash niveau de l'iléon et envoyés vers le
foie par un systéme de transport actif nommé ogutéro-hépatique (Maldonado-Valderrama
et al. 2011).

IV.3.4. Le cblon

Le cdlon, également appelé gros intestin, est taadstiu caecum (séparant l'intestin
gréle du cdlon), du cdlon (cblon ascendant, trarssveet descendant) et du rectum. Le cb6lon
absorbe l'eau, les sels et le reliquat qui n'agiésabsorbé par le cblon participera en partie a
la formation des feces. Le réle principal du co&st de stocker temporairement les selles.
Lors de l'arrivée des aliments dans I'estomac, tilité du cblon est activée par le réflexe
gastro-colique dans lequel interviennent le systéi@eeux extrinseque et la gastrine. Le
cblon se distingue des autres segments du tradtparGabondance et la diversité de sa flore
microbienne. La majorité de la flore bactériennpaapent aux familles phylogénétiques des
Firmicutes, des Bacteroidetes et des Proteobadtéaidav et al. 2017). Le rble principal de
cette flore microbienne est de dégrader les résadingentaires non digérés dans l'intestin
gréle. Elle transforme les glucides non dégradésinte les fibres alimentaires mais
egalement les résidus protéiques et lipidiques nteada libération d’'une grande diversité
d’acides gras a chaine courte, de phénols, d'isdaleamines biogénes et de composés
sulfurés (Scott et al. 2012). Le microbiote intestijoue un réle important dans le phénomeéne
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d’absorption des minéraux (calcium, magnésium,dedans la synthése de vitamines K et B
(Scarpellini et al. 2010). La digestion des résidlimentaires non digérés par le microbiote
produit de nombreux métabolites qui influencentsémté et le métabolisme de I'homme
(Ramakrishna 2013).

Particularités chez le chien et le chi: La majorité de la flore bactérienne colonisant|le
cblon du chien et du chat appartient aux familles Hirmicutes, des Bacteroidetes gt
des Proteobacteria (comme pour 'Homme) mais égaieies Fusobacteria (Deng and
Swanson 2015b; Kim et al. 2017).

IV.4. Absorption intestinale des macronutriments

La digestion permet de réduire les aliments ingérégléments de plus petite taille
grace a I'hydrolyse réalisée par les enzymes digestlans la lumiére gastro-intestinale. Le
réle principal de l'intestin est de digérer legrants et d’absorber les nutriments qui seront
ensuite transportés dans les différents tissusgenes via la circulation sanguine. Pour cela,
lintestin est formé d'un épithélium hautement spkee, permettant la médiation de
'absorption des nutriments, des électrolytes, a@seraux, des vitamines et de I'eau. Les
nutriments peuvent étre absorbés par de nombreosegsus. Certains de ces processus
peuvent étre actifs et donc nécessiter de I'énelgies que d’autres sont passifs. L'absorption
implique le transfert de nutriments digérés deulaiére intestinale jusque dans le systeme
sanguin ou le systeme lymphatique afin d'étre nalisdés et/ou directement utilisés dans le

corps.

IV.4.1. Absorption des glucides

Les glucides complexes atteignant l'intestin gré&leivent étre hydrolysés en
monosaccharides comme le glucose ou le galactoseleldut d’étre absorbés par les cellules
intestinales, principalement au niveau du duodénuanvoie classique de I'absorption du
glucose passe par la membrane de la bordure esebrdent le principal transporteur est
GLUT1 (co-transporteur N#glucose). L'activité de GLUT1 et donc de I'absiopt
intestinale du glucose est régulée par un échartdjéa” (NHE3) qui utilise un gradient Na
créé par l'activité de la pompe NK*-ATPase pour extraire des ions Eontre le gradient
électrochimique (transport actif). L’absorption glucose peut également étre augmentée par

d’autres transporteurs tels que GLUT2 (Chen et2@l6). Le fructose, quant a lui, est
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spécifiguement et passivement transporté par tespateur GLUTS (Ferraris et al. 2018).
Les glucides sont ensuite libérés a proximité dgdllaires sanguins par diffusion facilitée via
le transporteur GLUT2.

IV.4.2. Absorption des lipides

Les lipides alimentaires majoritaires sont leslyadgrides, les phospholipides, et les
esters de cholestérol. Afin d’étre hydrolysés, lggdes sont émulsifiés par des sels biliaires.
Les produits de digestion des lipides sont deseaaiglas libres et des monoacylglycérols pour
les triglycérides, des acides gras libres et desplgospholipides pour les phospholipides, des
acides gras libres et du cholestérol libre poureldsrs de cholestérol. Les lipides hydrolysés
sont incorporés dans des micelles majoritairemiesbrdoées par les entérocytes du duodénum
et du jéjunum. Les acides gras libres sont absqraétes entérocytes par diffusion quand les
concentrations en acides gras dans la lumieressgudrieures aux concentrations a l'intérieur
des cellules. Cependant, des mécanismes d’absorpido l'intermédiaire de protéines
peuvent étre impligués dans l'absorption des maubsaides et des acides gras libres
notamment quand les concentrations extracellularescides gras libres sont faibles. Les
protéines impliqguées comprennent des clusters ftkretciation 36 (CD36) et des protéines
de transport des acides gras (FATP). Une fois dmarsellule, les acides gras libres sont
transportés vers divers organites, pour d’autragetnents par des protéines se liant aux
acides gras libres. Le transport du cholestérofaste principalement par le transporteur
protéigue NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1 proteibp liaison du cholestérol avec le
domaine N-terminal de NPC1L1 expose le domainer@iteal de celle-ci qui interagit avec
la protéine endocytique Numb pour faciliter le téement de clathrine (permet la formation
des vésicules). Ces microdomaines sont ensuitmaiiges et distribués aux autres organites
(Hussain 2015; Yamanashi et al. 2017).

IV.4.3. Absorption intestinale des acides aminés librefestpeptides

L’apport protéique chez 'Homme a deux originesie wrigine exogene que sont les
aliments ingérés et une origine endogene apporatelgs sucs salivaires, gastriques et
pancréatiques ainsi que les protéines constitutiessvillosités suite au renouvellement de la
muqueuse (Daniel and Zietek 2015). Dans I'estoriecprotéines alimentaires sont clivées
par la pepsine, au niveau des liaisons peptidigéssiltant en un mélange de fragments de
protéines intermédiaires, de peptides et d’acidesas. Ce mélange est ensuite clivé par les

enzymes pancréatiques (trypsine, chymotrypsinestasla, carboxypeptidase) au niveau du
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duodénum, ce qui permet la libération d’oligopepsictt d’acides aminés. Les peptidases de
la bordure en brosse continuent de cliver les fiexgs peptidiques qui ont résistés a la
digestion gastrique et pancréatique (Kiela et GL6&2. Au niveau de la bordure en brosse,
neuf peptidases sont présentes : les aminopesidgs, P, W, les endopeptidases-24 et -2,
la DPP-IV (dipeptidyl peptidase V), I'enzyme densersion de I'angiotensine (ECA) et la
carboxypeptidase P. Ces enzymes sont toutes peésamti’ensemble de l'intestin gréle mais
leur activité enzymatique varie selon leur locdi@a La dégradation des peptides est ensuite
finalisée par l'action des enzymes cytosoliqueesiabsorption par les entérocytes (Hooton
et al. 2015)

De nombreux systemes sont responsables de I'alisog#s protéines a travers la membrane
de la bordure en brosse. Les systemes de trangmod@cides aminés sont composés de co-
transporteurs acides aminés/Naodium), K (potassium) et C(Chlore) localisés au niveau
du pble apical. Les di- et tri-peptides sont effm@ent absorbés dans l'intestin gréle. Ce
processus est indirectement ‘MBépendant, comme vu précédemment pour l'activiéé d
NHE3 afin de générer le gradient de proton powoléransport F/peptides. Les peptides de
guatre acides aminés ou plus sont faiblement absgoar des mécanismes non dépendant
d’un transporteur (Kiela et al. 2016). L'ensembés dnodes de transport des peptides sont

présentés dans Fgure 12
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Figure 12.Voies de transport cellulaires des acides amirg®4 (AA) et des oligopeptides au niveau
de la barriere épithéliale.

1) diffusion passive, 2) passage paracellulaireer@locytose, 4) transport actif des di- et tri-jukgst
par PepT1 et 5) transport actif des acides amibées|(Caron 2016).

Le premier mode de transport transcellulaire migwdence est un transport actif de protons
assuré par le transporteur PepTl1. Il fait partielalfamille des transporteurs proton-
oligopeptides (POT) ou deeptide transporters(PTR). Il comporte douze domaines
transmembranaires dont les deux extrémités N- eer@inal sont localisées dans le
cytoplasme et un grand domaine extracellulaire @sti hautement conservé entre les
mammiféres (Wang et al. 2017). Le transporteur RepTune large gamme de substrats,
comprenant plus de quatre cents dipeptides différen huit mille tri-peptides, avec une
structure, un poids moléculaire, une charge, utaripé une conformation stéréochimique et
meésomérique de la liaison peptidique différentsuss de la digestion des protéines
alimentaires ou des protéines du corps. CepenBapil1l ne transporte pas les acides aminés
et les tétrapeptides (Daniel and Zietek 2015). dlaf@rmation serait probablement le critere
modulant le transport des peptides. En effet, le®dsions de la cavité extracellulaire étant
d’environ 16 x 8 x 8 A et les dimensions de la tagentrale d’environ 13 x 12 x 11 A, ces
cavités seraient efficaces pour fixer les di- iepéptides, mais pas les acides aminés seuls ou
les tétrapeptides (Wang et al. 2017). La plupag pleptides entrant dans la cellule sont
rapidement hydrolysés dans le cytosol, suivi paxdbrtation des acides aminés libres par

différents transporteurs d’acides aminés basolaxéf@aniel and Zietek 2015). L'expression
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du gene PepTl est régulée a la fois par les caatems en acides aminés libres et en
oligopeptides mais également par différentes hoandelles que linsuline, la leptine, les
hormones de croissance et 'hormone thyroidiennany\et al. 2017).

Le deuxieme mode de transport transcellulaireaediffusion passive des molécules a travers
la membrane apicale qui est fortement conditiorpegdes propriétés lipophiles des peptides
et ne concerne donc que certains peptides (Choehata2014).

Le troisieme mode de transport transcellulaird’estlocytose. Ce transport est plus répandu
pour les peptides de plus grande taille et fadrirgnir une interaction spécifique localisée des
peptides avec la membrane cellulaire. Les pepsdastransportés par des vésicules migrant
du poble apical vers le péle basolatéral ou ellssofinent avec la membrane pour libérer les
peptides par exocytose (Wang et al. 2018a).

Les peptides peuvent passer la barriere intestégdement via le transport paracellulaire. Ce
mode de transport est dépendant de la taille epogmiétés hydrophiles des peptides. Ce

transport est controlé par les jonctions serréssedeérocytes (Wang et al. 2018&jure 13.
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Figure 13. Structure moléculaire de la jonction intercellulaides cellules épithéliales de l'intestin.
ZO : zonula occludens. Image modifié d’ap{®szuki 2013).

Afin de former une barriere integre, les cellulggtiéliales sont maintenues en contact les
unes aux autres grace a la présence de trois dgpesction complexe : les jonctions serrées,
les jonctions adhérentes et les desmosomes. Lesgons serrées sont des jonctions adhésives
complexes qui scellent en grande partie I'espaderdellulaire et sont constituées de
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protéines transmembranaires (claudines, occludined¢ protéines membranaires
périphériques (ZO-1 et 2) et de protéines régukasri Les jonctions adhérentes se situent en
dessous des jonctions serrées pour le maintieriirdégtité. Avec les desmosomes, les
jonctions adhérentes garantissent des liens adHési$. Les jonctions serrées et les jonctions
adhérentes sont liées par un anneau péri-jonctiatiaetine et de myosine qui permet la
régulation des jonctions par le cytosquelette (Wahgl. 2018a). Les jonctions serrées
fonctionnent comme une barriére semi-perméabl@mditonnent le passage des ions et des

solutés dans I'espace intercellulaire.

IV.5. Modélisations in vitro de l'appareil digestif et de I'absorption au nivea de la

barriére intestinale

IV.5.1. Les modele# vitro de digestion Gl

Le tractus Gl est une interface dynamique entrenigeu extérieur et le milieu
intérieur de I'organisme. En plus de son role difiesur fournir les nutriments nécessaires a
la survie de lindividu, le tractus Gl est égalemnda site d’absorption de molécules
pharmacologiques, de polluants ou de contamingiandes pathogenes. La réalisation des
étudesn vivo et des essais cliniques font face a de nombreabigmes éthiques, techniques
et financiers. Afin de pallier a ces problemes, siesgémesn vitro se sont ainsi développés et
cherchent a reproduire le plus fidelement posdideconditions Gl. lls sont utilisés dans
différents domaines comme la nutrition, la toxigig la pharmacologie et la microbiologie
(Guerra et al. 2012). Comme présenté dans cettee,pbappareil digestif est constitué de
différents organes qui jouent un role particulicansl la digestion des aliments et se
caractérisent par des conditions mécaniques ehibidgues particulieres. Dans les modeles
de digestionin vitro, les trois principaux organes le plus souventésgntés sont la bouche,
'estomac et l'intestin gréle simulés indépendamimam successivement. Les modeles de
digestion Glin vitro cherchent a reproduire ces conditions par I'ailen séquentielle des
enzymes digestives, un maintien du pH appropriéteomps de transit proche de celui d’'un
repas, une action mécanique du tube digestif @&t elek processus d’absorption intestinale et
de fermentation bactérienne (Venema et al. 200@%i¢urs modélem vitro ont émerge et se
distinguent entre eux par le nombre de compartismgnbno- ou pluri-compartimenté) et la
modélisation de la motilité Gl (statique ou dynangy Les deux modeles utilisent souvent
les mémes sources enzymatiques (amylase, pepsimgmes intestinales et autres) et les
mémes électrolytes pour simuler les sécrétions @ependant, le modéle dynamique se
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distingue par la simulation des procédés mécanigyast lieu dans le tube digestif ainsi que
la simulation des cinétiques de modification desditions physico-chimiques ayant ligu
vivo. Le modéle dynamique peut également mimer cerfzanametres gastro-intestinaux tels
gue les conditions physico-chimiques particulicdépendantes de I'espece (humain, chien,
porc), de I'age (jeunes enfants, personnes agees)pathologies ou de I'état nutritionnel lié
au repas (a jeun ou non) (Kalantzi et al. 2006 hedéles de digestion Gl dynamique
développés sont le TIM (TNO Gastro-Intestinal Mgdzlle SHIME (Simulatore of Human
Intestinal Microbial Ecosystem). Le TIM est a carjte modéle de digestion Gl le plus abouti
gui associe action mécanique et pluri-compartimentalLe SHIME, quant a lui, c’est le seul
systeme a modéliser le tube digestif de I'estomac@on de maniéere continue. Cependant,
celui-ci se focalise principalement sur les intémas entre les aliments ingérés et le

microbiote intestinal.

Bien que simplistes, les modéles statiques mon@geaadimentés sont les plus utilisés d’'une
part pour leur simplicité de mise en ceuvre et déapart pour leur rapidité. En effet, ces
modeles ne prennent pas en compte les procédésimées digestifs, la progression du
chyme dans le tractus ou encore le changement bi¢ diés sécrétions digestives. Ces
modeles consistent a simuler dans un réacteur tstaté les conditions physico-chimiques
présentes dans les différentes étapes de la diggstipar ajout des enzymes, la variation du
pH et du temps de résidence. Une agitation congéstienaintenue grace a un barreau aimanté
ou une pale dagitation. Ces modeles sont esskemtieht utilisés pour l'étude de la
biodisponibilité de métabolites secondaires destsx ou des contaminants (Versantvoort
et al. 2005) ou encore, pour la digestion des nmatronents (Kopf-bolanz et al. 2012). Bien
souvent les modeles de digestion statiques diffegetie eux par les ratios enzymes/substrat,
le temps d’incubation, les sources enzymatiqueslest sources de bile, rendant les
comparaisons des protocoles et des résultats abtparfois difficiles. Un consensus
international a permis de mettre en place un padode digestion Gh vitro statique mono-
compartimenté qui vise a harmoniser les conditidasdigestion Gl se fondant sur des
données physiologiques. L'utilisation d’un tel mrodle a pour but de générer des données
comparables (Minekus et al. 2014). Encore aujowidéucun modele ne remplace I'étude
vivo, mais récemment le développement de tissus en &ivadt de cellules souches
pluripotentes du tube digestif, est devenu un nbauél de recherche. Ces tissus 3D sont
essentiellement limités a des fins médicales dam®maine des maladies digestives ou dans
'étude des interactions entre le microbiote et tissus intestinaux (Dedhia et al. 2016).
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Cependant, ces outils pourraient potentiellemesté&endus a la modélisation de la digestion

Gl in vitro.

IV.5.2. Les modeéle# vitro d’absorption intestinale

La barriére intestinale est aujourd’hui reconnuenc@ une interaction dynamique
avec le contenu luminal, méme si pendant longtdempdle du tractus Gl semblait se limiter a
la génération de nutriments, par la digestion deseats et a un rble de barriére physique
entre le milieu extérieur et le milieu intérieura barriére intestinale permet de prolonger la
digestion des nutriments et notamment des prot@&nest le lieu de transport des nutriments
vers la circulation sanguine. De plus, elle commueiavec le systéme immunitaire. Son role
a été mis en évidence notamment au cours d'étuEl@harmacocinétique qui visent a suivre
le devenir d’'une molécule pharmacologique duraabdorption intestinale (Artursson et al.
2001). Les modeles cellulaires de barriere intaktim vitro sont des outils fiables, rapides et
peu colteux. De plus, ces modeles ont permis d'antgn les connaissances sur les
mécanismes d’absorption cellulaire et d’établir d#satégies pharmaceutiques pour la
conception de nouvelles molécules (Pauletti €1286). Etant donné que la cultunevitro de
cellules épithéliales primaires s’est révélée diif, des lignées cellulaires épithéliales
dérivées d’adénocarcinome de cblon ont été isaéesprésentent aujourd’hui des modéles
physiologiques. A I'heure actuelle, les deux lighées plus utilisées sont les lignées Caco-2
et HT-29-MTX. La lignée Caco-2 est capable de $emincier spontanément en cultune
vitro et d’avoir des caractéristiques morphologiques p®ches de celles d'un entérocyte,
c'est-a-dire une croissance en monocouche, unerigatlan avec la présence de
microvillosités au péle apical, des jonctions sesrpermettant I'intégrité de la monocouche et
'expression de nombreuses enzymes intestinalesneota DPP-IV (Sambuy et al. 2005).
Les modéles de cellules Caco-2 ont été utilisésiiddps années 90 pour étudier I'absorption
de nutriments ou de minéraux provenant de la daye&i! in vitro d’aliments. Cependant, ce
modéle présente quelques limites avec notammergdiece de production de mucus. Comme
les cellules Caco-2, la lignée cellulaire HT29-MPXesente également des similarités avec
les cellules épithéliales telles que la polari@ganisation en une monocouche intégre par la
présence de jonctions serrées, la présence dewvli@sités en apical et exprime plusieurs
enzymes de la bordure en brosse. Cependant, icgtée Iprésente des activités enzymatiques
et une résistance transéptihéliale (caractérigatddrité de la barriere cellulaire) plus faibles
gue la lignée Caco-2. Cette lignée s’est distingesame étant un bon modele d’étude des

mécanismes moléculaires de la différenciation tahel intestinale mais également grace a sa
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capacité a produire de la mucine aprés une exposiféquentielle au métotréxate.
Aujourd’hui, le développement de co-culture de desx lignées cellulaires (Béduneau et al.
2014) ou avec d'autres cellules comme les cellylephoblastoides (Le Hégarat et al. 2012)
a permis d’améliorer les modeles de barriere éjplleéen prenant en compte un nombre

croissant de paramétres physiologiques influeni¢agorption intestinale.
IV.6. Conclusion

Le tractus oro-gastro-intestinal est un systemeptexe permettant de détruire les
structures complexes des aliments par la mastigaéb ainsi de déstructurer les matrices
alimentaires. Cette déstructuration rend les difiés nutriments plus accessibles aux enzymes
sécrétées tout au long du tractus Gl et permetabserption optimale des nutriments. Les
modélisationsin vitro de la digestion et de l'absorption ont permis dfarer notre
compréhension des phénomeénes associés. Ainsi,vlexees actuelles de I'étude de la
digestion Gl des protéines alimentaires ont d'uag gémontré que leur devenir ne résidait
pas uniquement dans la production d’acides amiii@esl comme source d’'azote mais
egalement dans la génération de peptides résatantonditions drastiques du tube digestif.
Certains de ces peptides exercent des activitdedgmjoies variées et en particulier sont

impliqués dans la régulation de 'hnoméostasie étayge.

V. Homéostasie énergétigue et réqulation de la priséimentaire

Se nourrir est 'un des comportements les plus napts pour tous les étres. La prise
alimentaire constitue I'un des paramétres de I'éqnanergétique. Selon cette équation, afin
gue le poids de l'individu reste stable, I'appditn@ntaire, c'est-a-dire I'apport énergétique,
doit étre égal a la dépense énergétique sur de liobgyvalles. La dépense énergétique totale
est constituée de la dépense énergétique liee tabati@me et de la dépense énergétique liée
a l'exercice. Si cette équation n’'est pas équiébrie poids corporel va augmenter ou
diminuer (de Jonge et al. 2012). Ainsi, 'une demg@pales taches du systeme nerveux
central (SNC) est la survie de l'individu en maird@et celui-ci dans un état nutritionnel
stable. Pour cela, le SNC régule le métabolismegétigue sous la forme d'un systéme
homéostasique avec le cerveau agissant comme patedi central (Bauer et al. 2015).
L’homéostasie correspond a la capacité d’'un syst@mmeintenir I'équilibre de son milieu
intérieur, quelles que soient les contraintes ext®rA I'échelle d’un organisme, il s’agit de
'ensemble des paramétres devant rester constantsadapter a des besoins spécifiques,

comme la température corporelle, la glycémie, ksgion sanguine ou le rythme cardiaque
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(Broberger 2005). Cette notion d’homéostasie adéfinie pour la premiére fois par Claude
Bernard dans les années 1850 (Bernard 1878; G8&& Wasserstein 1996). L’homéostasie
énergétique permet au cerveau de maintenir un mtadde la majorité du temps chez la
plupart des animaux. Pour cela, le poids et lancalaénergétique sont contrélés chez les
animaux vertébrés par le SNC a l'aide du dévelogmend’'un circuit interconnectée
méticuleux entre I'apport alimentaire et la sati@tarias et al. 2017). Le schéma présenté ci-

apres résume la régulation de la prise alimenéageurt termeKigure 14).

. Statut nutritionnel:
Quantité du repas: . . .
. - Glucose Balance énergétique
- Etirement } . . -
. , - Acides aminés - Insuline
allité d . - Hormones . .
Qualité du repas: - Lipides - Leptine
- Attentes
- Récompense et plaisir Estomac et Foi
. . A 8)
intestin gréle Fol et
métabolites
Masse grasse
& Sensoriels Cognitifs Post-ingestions Post-absorptions
| <
7" Alimentation Temps apres alimentation
| Satiation | B Satiété Y

Figure 14.Cascade de la satiété, associée aux réponses nagnét physiologiques.

Le concept général de la « satiété » est comp@spelts sensoriels, cognitifs, post-ingestifs st-po
absorptifs. Ce concept peut se diviser en deuxtifume distinctes : le processus de satiation cpluiin

la fin du repas et le processus de satiété quistens inhiber la prise alimentaire par la dimioaotde

la sensation de faim apres un repas et/ou augmdmteensation de plénitude et d’augmenter
l'intervalle entre deux repas et/ou de diminuer ftdaquence des repas. La satiation résulte
principalement de signaux neuronaux et hormonaass ajue la satiété peut résulter davantage des
processus meétaboliqgues post-absorptifs et de Imétabolites apparaissant entre les repas. Image
modifiée d’apres (Blundell et al. 2010)

L’apport alimentaire induit une sensation de sat{satisfaction) puis un état de satiété par
des signaux sensoriels, cognitifs, post-ingestifpast-absorptifs. Ces signaux se traduisent
notamment par 'augmentation de la taille de I'esto, la présence de glucose, de lipides ou
d’acides aminés circulants mais également pab&xdtion de différentes hormones. Ainsi la
premiere étape dans le maintien de cette homéestamsisiste, pour le cerveau, a se
renseigner sur le statut métabolique de l'organisPeur cela, des signaux hormonaux

provenant des organes périphérigues, tels quede &dipeux, le pancréas, le foie, le tractus
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Gl, renseignent sur la disponibilité et la demaedeénergie métaboliqu&ifure 15) (Farias
et al. 2017).

PVN _——LHA
PHA

DMH

6‘\;

Tronc cérébral

VMH

Hypothalamus

Nerf vague

R

Nutriments Leptine, CCK., PYY. GLP-1. Ghréline. Insuline

Glucose, lipides. acides aminés Hormones
= 4 Weo i
«)®. 9 »
Foie Tissu adipeux Pancréas

Tractus gastro-intestinal

Figure 15. Schéma des principaux signaux agissant sur lesreennhajeurs de régulation de
’lhoméostasie énergétique.

ARC : noyau arqué, PVN : noyau paraventriculalt#lA : aire hypothalamique latérale ; PHA : aire
hypothalamique postérieure; DMH: noyau hypothéd@® dorsomédian, VMH: noyau
hypothalamique ventromédian ; PO : noyau pré-optigdHA : aire antérieure hypothalamique ;
NTS : noyau du tractus solitaire ; DMX : noyau motdorsal du vague ; AP : aire postrema. Le foie
libére du glucose et des acides aminés ; le tidgeax stocke les lipides pour libérer des acides g
et sécrete de la leptine ; le tractus gastro-im@issécréte les hormones CCK (cholécystokinin®) P
(peptide tyrosine-tyrosine), GLP-1 (glucagon likeppide 1), ghréline ; le pancréas produit I'inselin

Les hormones impliguées dans la transmission dutstetabolique et dans le contrdle de la
prise alimentaire peuvent exercer une action oesag (la ghréline) ou une action
anorexigene (CCK, PYY, GLP-1...) (Zanchi et al. 2017 plupart des signaux agissant sur
la prise alimentaire sont appelés des signaux tiftésaD’autres signaux tels que la leptine et
I'insuline sont des signaux d’adiposité et lesdacs tels que I'apprentissage, les habitudes, le
stress et les émotions sont des signaux effect@as.deux dernieres catégories de signaux
influencent également la prise alimentaire (Abdaild7). Ces signaux sont relayés par les
neurones dans I'hypothalamus. Un premier groupeelgones exprime le neuropeptide Y
(NPY) et le deuxieme groupe de neurones exprime n&ropeptide précurseur
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proopiomélanocortine (POMCIrigure 16). Ainsi, les signaux activant les neurones NPY ou
stimulant la libération du peptide entrainent ungraentation de la prise alimentaire et une
diminution de la dépense énergétique. Inversemegatsignaux qui activent les neurones
POMC induisent une diminution de la prise alimenetat une augmentation de la dépense

éenergétique (Roh and Kim 2016).

Centres du
cerveau
supérieur

¢ cérébral

/Prise \Prise
alimentaire alimentaire /

Figure 16. Schéma représentant les neurones impliqués dansedalation de I'homéostasie
énergétique.

Les deux centres du systéme nerveux impliquésldanégulation de la prise alimentaire sont le noyau
arqué (ARC) et le noyau du tractus solitaire (NTG@s deux centres regoivent les signaux de la
périphérie et communiquent pour induire la prissanhtaire si le neuropeptide Y (NPY) est stimulé,
ou pour la diminuer, si le neuropeptide précurggappiomélanocortine (POMC) est stimulé. Image
modifiée d'aprés (Zanchi et al. 2017).

Le maintien de 'homéostasie énergétique est égalemealisé a l'aide du tronc cérébral
(Figure 16). Cette partie du cerveau relaie les informatsmsapportant au bilan énergétique,
recues via les nerfs craniens et en particulier&gmations du nerf vague qui transporte
linformation provenant des organes digestifs jusqians le cerveau. Pour cela, des
afférences vagales excitent les neurones dansyburdgu tractus solitaire (NTSFigure 15).

De plus, des projections a partir de I'hypothalanaisdu tronc cérébral se propagent
davantage dans le cerveau pour engager d'autrésnségérébrales dans l'initiation et
I'organisation de I'apport alimentaire. Ainsi, lecepteurs de ces signaux sont principalement
exprimés sur ces deux ensembles de neurones siamcth situés dans le noyau arqué (ARC)

de I'hnypothalamus (Abdalla 2017). La stimulationlderise alimentaire semble étre traduite
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principalement par les récepteurs post-synaptiqNieg Y1. Cependant, il a été montré par
des étuden vivo que les actions synergiques des différents sowestyge récepteurs NPY
participent & produire des effets orexigenes (MaCeé al. 2000). Le neurotransmetteur
POMC est un long précurseur protéique a partir dugont générées plusieurs hormones
peptidiques. Les effets centraux de la mélanomrsont obtenus par la médiation des
récepteurs mélanocortines 3 et 4 (MC3R et MC4R3} in¢eractions entre les différentes
populations de 'ARC permettent aux neurones NPYcdetréler I'activité des cellules
POMC par deux mécanismes (Abdalla 2017) :

* Les neurones NPY co-expriment ’Agouti Related Rep(AgRP), un antagoniste de
la mélanocortine endogéne. Ainsi au niveau de Haxoterminal, I'action
mélanocortique peut étre bloquée par la libéragionultanée d’AgRP.

* Au niveau cellulaire, les neurones POMC sont inégrpar des terminaisons NPY-
Ergiques et expriment le récepteur Y1, par lequBlYNprovoque une puissante

hyperpolarisation membranaire.

Pour résumer, comme dans tout systeme homeéostaligueerveau possede trois voies

distinctes d’effecteur a activer pour ajuster ldalae contrdlée, c'est-a-dire le poids :

* Le comportement, c'est-a-dire I'apport alimentaire
* Le systeme endocrinien

+ Le systéme nerveux autonome

Ces trois systemes sont engagés en aval de 'ARQUANTS pour fournir une réponse
synchronisée aux fluctuations de bilan énergétiduge premier effecteur contrble I'apport
alimentaire volontaire et les deux autres effect@@gulent la dépense énergétique. Le tractus
Gl est equipé d’'une multitude de récepteurs segisoriinsi, les informations relatives au
godt, a la texture des aliments et celles relatauestress mécanique suivant leur ingestion
(distension du tractus Gl) sont rapportées au eernp®ur fournir une description directe de
I'état alimentaire. Elles sont principalement achrefas au niveau du NTS via les afférences
du nerf vague, ce qui induit la satiation et larti@aison du repag-{gure 15). Ces afférences
vagales sont trés sensibles aux signaux gastrstimaex, tels que la distension gastrique, la
présence de nutriments présents dans le tractusi@i, que les peptides produits par les
cellules endocrines de la paroi intestinale. Deststimuli jouent un réle sur la prise
alimentaire telle que la vue et I'odeur de la nibure. La régulation de 'homéostasie
énergétique est ainsi réalisée selon deux axes ditincts mais liés entre eux: une
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régulation a court terme réalisée par la régulatieria prise alimentaire via notamment les
sighaux de satiété et une régulation a long teréadisée principalement via les signaux
d’adiposité tels que la leptine et I'insuline.

V.1. Les signaux de la régulation a court terme de I'hodostasie énergétique

V.1.1. La distension gastrique

C’est dans les années 1910 que Carlson et I'églep€annon et Washburn (Cannon
and Washburn 1912; Carlson 1916) ont établi queidéension gastrique jouait un role
important dans linitiation du signal de satiétéecCa ensuite été montré par I'équipe de
Janowitz et Grossman en 1949 qui a induit une iBsde de I'estomac chez le chien a l'aide
d’'un ballon qui a ensuite conduit & une inhibitida la prise alimentaire (Janowitz and
Grossman 1949). Ainsi, la distension de I'estomdc I'activation subséquente des
mécanorécepteurs gastriques est 'un des mécanisagisant la terminaison du repas. Ces
mécanorécepteurs transportent un signal tout ag donnerf vague qui influence l'initiation
et la terminaison du repas en communiquant I'éggdif au NTS, qui ensuite relaie le signal
aux autres aires du cerveau, dont I'hypothalanmugpligués dans I'alimentation. Ensuite la
signalisation orexigénique basée sur I'effet curiutkes entrées cérébrales et intestinales est
activée ou inhibée. Cela meéne a la sensation de dai de plénitude dans le corps, et a une
modification de la prise alimentaire (Cummings &@wkrduin 2007; Janssen et al. 2011). I
apparait évident que la satiation induite par Hettision gastrique peut aussi étre régulée par
les hormones intestinales. En effet, I'effet deasiain induite par la distension gastrique est
renforcé par les cholécystokinines (CCK). Il a égaént été montré que la distension
gastrique activait les neurones exprimant le Glanagke-Peptide 1 (GLP-1) dans le NTS,
suggérant un réle du GLP-1 dans la signalisationl'algpétit induite par la distension

gastrique (Janssen et al. 2011).

V.1.2. Les sécrétions hormonales du tractus Gl et du pancr

V.1.2.1. Généralités sur les cellules entéroendocrines

Le tractus gastro-intestinal est I'un des orgameterines le plus important du fait de
la présence des CEEs. Elles sont parsemées paremtiérocytes tout au long de I'épithélium
du tractus GI et ne représentent qu’environ 1%adeetla population cellulaire intestinale

(Santos-Hernandez et al. 2018a). Une douzaine des @HEférentes ont été décrites a ce jour,
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sécrétant plus d’'une vingtaine d’hormones gasttesimales (Sam et al. 2012; Sternini et al.
2008) Figure 17).

Cellules A (X-like): Cellules G:
Localisation: Localisation: estomac
principalementdans (antre), duodénum
I'estomac

CellulesEC:
Localisation:
estomac, intestin
gréle et célon

Cellules D:
Localisation: estomac
(corps et antre), intestin
gréle

Ghréline Gastring

Cellules L: Somatostatine

Localisation:
intestin gréle
distal et colon

Cellules :
Localisation: intestin
gréle proximal

\

GIP \*©
5-HT \
Cellules K:

Localisation: intestin
gréle proximal

Figure 17. Les principales populations de cellules entéroendes et les hormones sécrétées
présentes au niveau du tractus gastro-intestinal.
Image modifiée de (Latorre et al. 2016).

Les différentes cellules endocrines sont répadsas des proportions différentes tout au long
du tractus intestinal. Par exemple, les cellulestrétant le GLP-1 et le PYY sont présentes
dans des quantités tres faibles au niveau du duodéen revanche, la densité de ces cellules
augmente au niveau du l'iléon et elles sont égaktrpeésentes au niveau du colon et du
rectum (Nauck and Meier 2018). Selon leur morphelogt leur localisation dans la
mugueuse gastrique et intestinale, ces cellulestsmivent sous deux formes : les cellules de
type ouvert owpen typedont le prolongement apical sous forme de microsilés est en
contact direct avec la lumiere intestinale et lelutes de type fermé otlose typegenfouies
plus profondément dans la muqueuse a proximitéadmdmbrane basale. Ces deux types
cellulaires sécrétent et stockent les hormones dassgranules cytoplasmiques qui sont
excrétées au niveau basolatéral de la cellule ponse a des stimuli chimiques, mécaniques
ou nerveux (Latorre et al. 2016; Santos-Hernantlaz 2018a).

65
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Synthése bibliographique

La découverte de nombreux récepteurs sensorietscéoiains appartiennent a la famille des
récepteurs du gol(t a permis de mettre en avanblée alé joué par les CEEs dans le
mécanisme de chimiodétectiochémiosensingintervenant dans le processus de régulation
de 'hnoméostasie énergétique (Furness et al. 2&LBheure actuelle, ce sont principalement
des récepteurs appartenant a la famille des raaspteuplés aux protéines G (RCPG) qui ont
été mis en évidence dans la sécrétion des hornBheAinsi, les récepteurs a I'amertume
T1R1/T1R3 sont sensibles aux acides aminés L, lddign avec la prise alimentaire n’est pas
encore completement établi ; les récepteurs awdeaaras FFAR1 et FFAR4 sont sensibles
au L-glutamate et le récepteur du golt sucré T1RRBlest sensible aux monosaccharides et
aux acides aminés D sucrés comme les édulcorantsh(&et al. 2016; Han et al. 2019; Xie
et al. 2018). Les récepteurs impliqués dans lactéte des acides aminés libres et des
peptides ont été décrits plus spécifiguement dansattie consacrée aux roles des peptides

bioactifs dans la régulation de 'homéostasie éteyge (VI.2.1 et VI1.2.2).

La Figure 18 présente les principales hormones, impliquées dmndigestion Gl et la

régulation de 'homéostasie énergétique, sécr@iaeles CEESs tout au long du tractus Gl.
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Figure 18.Le tractus Gl et ses sécrétions hormonales impkgudans la régulation de 'homéostasie
énergétique.

CCK : Cholécystokinines ; GIP : Glucose-dependastilinotropic Peptide ; GLP-1 et -2 : Glucagon-
Like Peptides ; PYY : Peptide YY ; PP : Polypeptidil (Caron 2016).

Dans la suite du manuscrit, seules les hormon&léesiau cours de la these ont été décrites.
Il s’agit des CCK, du GLP-1, du GIP pour la réguaata court terme de I'homéostasie

énergétique et de I'insuline et de la leptine gdawégulation a long terme.
V.1.2.2. Les CCK

Les cholécystokinines sont une famille de peptmolgginairement découverte dans le
tractus Gl par Ivy et Oldberg en 1928. Cette éqaipeontré que des extraits de fluide de la
muqueuse de l'intestin supérieur stimulaient lex&@éns de la vésicule biliaire (lvy and
Oldberg 1928). Cependant, ce n’est qu’en 1973'§gaipe de Gibbs a découvert I'effet des
CCK sur la régulation de la prise alimentaire (Gildt al. 1973). Les CCK, initialement
identifiées sous la forme d'un peptide de 33 acidesnés existent sous de nombreuses
formes biologiguement actives dérivées d'un preaurs(la pré-pro-cholécystokinine)

constitué de 115 acides aminés (Pathak et al. 20&8)différentes formes moléculaires des
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CCK (Figure 19 sont: CCK-63, CCK-58, CCK-39, CCK-33, CCK-12, KB et CCK-5.
Les formes prédominantes dans le sérum sont CCKCRAS-33 et CCK-22 et la forme
prédominante trouvée dans les neurones du SNCsenhderones du systeme nerveux
entérique est la CCK-8 (Rehfeld 2017). Il a été méopar I'équipe d’Overduin que la CCK-
58 exogene était capable de stimuler la satiatida satiété chez le rat alors que la CCK-8
n'a montré que des effets sur la satiation, remetbors en question le potentiel bioactif de
CCK-8 (Overduin et al. 2014).

e SO UCEECUGCON
ceK-s8 CCK-33 ccﬁ,ag
A
ﬁ%@i@fm&@@@u, iad
©
(N CCK-8 0
L, SO,H |

(’/
|
%@@@mn’gxm%@@@@@@@) -

Figure 19.Séquence en acides aminés des principales formésutares des CCK.

La partie C-terminale du peptide est commune &etoldgs formes de CCK. Elle lui confére

son activité biologique avec I'enchainement descidess aminés et surtout par la présence
d’'un groupement sulfate sur la tyrosine en posifioa partir du C-terminal. Cette partie C-

terminale est tres conservée dans le régne anDmalplus, cette propriété structurelle est
également partagée avec la gastrine (Rehfeld 2E&Lveffet, ces deux hormones partagent
cing caractéristiques basiques : une homologieédgence, certaines activités biologiques
similaires, une hétérogenéité (différentes formegpulaires), une ubiquité (synthétisée dans
différents types cellulaires) et la prédominanceceedaines formes dans différents tissus et
cellules (Washabau and Day 2012).

Les CCK sont sécrétées par les cellules | prineipaht présentes au niveau du duodénum et
du jéjunum Figure 17) dont les principaux stimuli sont les lipides &t protéines. Les effets
cellulaires des CCK sont véhiculés via deux typesrécepteurs aux CCK: le CCK1-R
principalement exprimé au niveau du tractus Gl,snégjalement présent au niveau du tronc
cérébral, ainsi que dans le noyau dorsomédian dgpdthalamus, et le CCK2-R
principalement exprimé au niveau du cerveau. LeK G@fatés se lient avec une trés forte
affinité au CCK1-R alors que le CCK2-R est moingdifique et lie aussi les CCK non-
sulfatés et la gastrine (Rehfeld 2017). La séanadi® CCK apparait rapidement apres la prise

alimentaire (Abdalla 2017). Les principaux effeisedts des CCK sont la stimulation des
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sécrétions pancréatiques, la contraction de lauiesbiliaire, le ralentissement de la vidange
gastrigue et la relaxation du sphincter d’Oddi. @etsons sont principalement médiées par les
nerfs afférents vagaux exprimant le CCK1-R (Dalgle2013). Les CCK exercent également
une action sur la diminution de la prise alimemtaprincipalement médiée par le CCK1-R
périphérique au niveau des voies afférentes vagateseponse a la présence de nutriments et
relayée au niveau du NTS (Reidelberger et al. 2802uki et al. 2011). Cependant, le CCK1-
R cérébral pourrait également jouer un réle dansolgréle de la prise alimentaire (Ritter
2004). L’activité anorexigene des CCK pourrait gemer par la stimulation des neurones
POMC de I'hypothalamus. En effet, les CCK sont gpramées avec l'ocytocine dans le
noyau supraoptique de I'hypothalamus et pourrajejguer un role en lien avec la prise
alimentaire (Millington 2007). Une action potenigeldes CCK sur la stimulation de la
production/sécrétion de CART a été démontrée ssiméerones afférents vagaux cultivés et
sur des rats (De Lartigue et al. 2010). La séro®iib-HT) a €également été suggérée comme
médiateur de la sensation de satiété générée p&@AK et impliquant le récepteur 5-HT3
(Hayes and Covasa 2005). L'activation du CCK2-R |em CCK stimule les processus
d’apprentissage et de mémoire, les sécrétions @aiigues exocrines et d’'acide gastrique,
ainsi que la croissance de la muqueuse gastrigetée @ctivation n’est a priori pas impliquée
dans la régulation de la prise alimentaire (Stajans et al. 2011). Enfin, les CCK sont
également impliquées dans la stimulation de laéiécr d'insuline et agissent comme un
facteur de croissance des celluppancréatiques ainsi que comme agent anti-apoptotiq
(Irwin and Flatt 2013).

V.1.2.3. La famille des incrétines

Depuis plus d'une dizaine d’années, les hormoneséiimes ont recu beaucoup
d’attention pour leur réle important dans la phi@gee de I’'homéostasie du glucose et dans la
physiopathologie du DT2 ainsi que dans d’autretupeations métaboliques. L’effet incrétine
est défini comme la stimulation de la sécrétion desnones dites incrétines telles que le
Glucose-dependent Isulinotropic Peptide (GIP) &tlisgcagon Like-Peptide 1 (GLP-1) par les
cellules entéroendocrines de l'intestin (couplé’adorption du glucose). Les hormones
incrétines stimulent la sécrétion d'insuline et miledt la sécrétion du glucagon, sont
responsables de la biosynthése de la pro-insulifeverisent la néoglucogenése. Trois types
de signaux provenant de lintestin stimulent laréton de l'insuline par le pancréas

endocrine : les substrats tels que le glucoséhdemones incrétines et les signaux neuronaux
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transmis par le systeme nerveux autonome. Parmira@sssignaux, les hormones incrétines

participent a la plus importante contribution ployagique (Nauck and Meier 2018).

Le Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP)

Le GIP a initialement été découvert pour son effeibiteur de la sécrétion de I'acide
gastrique. C’est pourquoi, ce peptide a dans umipretemps été nommé Gastric Inhibitory
Polypeptide. Ce n’est que plus tard, avec la déexevde sa fonction principale que ce
peptide a été renommé Polypeptide Insulinotropecidggant au Glucose. Le GIP est un
peptide de 42 acides aminés sécrété par les ceHutke I'intestin gréle supérieur (duodénum
et partie proximale du jéjunum) La sécrétion de @$#P principalement induite en réponse a
ingestion de lipides et de glucides. Les concatiins de GIP circulants augmentent
guelques minutes aprées l'ingestion avec un picau &’'une heure et diminuent sur plusieurs
heures pour revenir au niveau basal (Plummer é0d19). L’action incrétine du GIP se fait
via I'activation du récepteur GIP (GIPR) exprimé pes cellules3-pancréatiques. Outre sa
capacité a stimuler la sécrétion d’'insuline, le GtiPule la transcription du géne codant la
pro-insuline. Le GIP exerce aussi des effets epaireeréatiques jouant notamment un réle sur
la production de glucose hépatique ainsi qu’au auveles adipocytes en augmentant la
synthése des acides gras et en stimulant le trendpoglucose. En effet, le GIPR est
également exprimé par les adipocytes, les celhdssuses et le SNC, (Gault et al. 2003). Une
fois sécrété, il est rapidement dégradé en quelgquestes par I'action protéolytique de
'enzyme DPP-IV en GIg42 (forme inactive) au niveau du résidu d’alanineaeant-derniére

position du coté N-terminal (Sun et al. 2019).

ﬁarticularités chez le chien et le chi: Les cellules K chez le chat sont égale}eﬂt
présentes dans l'iléon de facon aussi abondantedgue les autres portions de
I'intestin. Ces cellules peuvent aussi étre trosvéans le caecum et le cblon (Gilor et
al. 2013).

Il a été montré chez le chat que le glucose n'est lp principal stimulant de la

D

sécrétion du GIP, contrairement a 'Homme aprégsioh de glucose. La sécrétion dé

GIP est en effet également stimulé par l'infusiom lipides et d’acides aminés

Q/Icmillan et al. 201¢. /
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Le Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1)

Le GLP-1 est un produit du proglucagon, lui-mémeéch partir de la prohormone
préproglucagon. Le proglucagon est un peptide deabides aminés qui est synthétisé au
niveau des cellules-pancréatiques, dans les cellules L de l'iléonwetélon et dans le SNC
(Sekar et al. 2016). Sous I'action des enzymesqumbnes convertase 1 et 2 (PC1 et PC2) et
selon la spécificité du tissu, le proglucagon éséen plusieurs fragments bioactifs (Abdalla
2017) Eigure 20).

Proglucagon [ Proglucagon ]
i '\'I||.'l
Pancreas | GRPP | Glucagon |[IP-1] Major Proglucagon Fragment
'I 30‘”}3 fl"‘ [ ll?l 158
Glicentin | [ a1 (P2 ][ L2
F.\I’J II‘ ||:l:-'hl4{ \'” 11 \]?“' 154

|
Intestinal L-cells 1
[ GRPP ][ Oxyntomndulin]
| ! .

03

Figure 20.Les produits issus du clivage du proglucagon.

Le numéro correspond a I'acide aminé dont la lmigeptidique est clivée. GLP-1 et GLP-2:
Glucagon Like-Peptide 1 et 2; GRPP : glicentimi®dl polypeptides ; IP-1 et IP-2: intervening
peptides 1 et 2.

Le GLP-1 est un peptide de 36 ou 37 acides amgedsn la présence ou non du résidu de
glycine au niveau N-terminal. Afin que le GLP-1tsactif, un second clivage est nécessaire
au niveau N-terminal pour lui conférer ses progsébiologiques. Les deux formes actives
sont: le GLP-g-36 pourvu d'un groupement amide et le GLRPsh, nommées dans le
manuscrit par le terme génériqgue GLP-1. Ces deurds sont dégradées sous I'action de la
DPP-IV au niveau du résidu alanine en position ®Nderminal comme le GIP (Nauck and
Meier 2018).

L’ingestion de nutriments, en particulier de glesdet de lipides, est le principal stimulus de
la sécrétion de GLP-1. Les actions du GLP-1 saalisé&es via le réecepteur GLP-1 (GLP-1R)
qui est composé de 463 acides aminés et tres largenistribué dans les organes
périphériques (poumons, cceur, intestin, reinss ff@ncréatiques) ainsi que dans le SNC,
notamment au niveau de I'hypothalamus. Comme le, G®PGLP-1 exerce une action
incrétine mais également, par la présence ubigeiti ses récepteurs, de nombreuses actions
sur différents organes, dont plusieurs interviehmams la régulation de la prise alimentaire.

Ainsi le GLP-1 joue également un réle anorexigédfigure 21).
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Figure 21.Les différentes actions du GLP-1 sur les organes.

Image modifiée d’aprés (Sekar et al. 2016)

Au niveau de I'estomac, le GLP-1 induit un ralesgisient de la vidange gastrique et stimule

la sécrétion d’acide gastrique. De plus, le GLPstLa®nsidéré comme I'un des médiateurs

clés dans le phénomeneiléal brake une boucle de régulation exercée par liléon en

présence de nutriments qui conduit & l'inhibitia@nld motilité de l'intestin proximal et de ses

sécrétions pendant la digestion (Maljaars et a0820Au niveau pancréatique, le GLP-1

inhibe également la sécrétion du glucagon et faedfaugmentation du nombre des cellules

B pancréatiques en plus de stimuler la sécrétiarsdline. De plus, il exerce des effets sur le

systeme cardio-vasculaire, sur le foie (néoglucegerhépatique) et améliore la sensibilité a

insuline des muscles (Burcelin and Thorens 201B)a été montré chez le rat que la

sécrétion de GLP-1 peut augmenter par anticipagowiron une heure avant le repas. Ce pic

de GLP-1 stimule probablement les cellufegpancréatiques pour produire I'insuline en

préparation des nutriments qui vont étre ingérég(Band Woods 2013). Selon le type de

nutriment, la sécrétion de GLP-1 peut étre bi-piasiavec une premiere augmentation de la

concentration plasmatique de GLP-1 dans les 15 ipreexminutes de la digestion suivie

d’'une seconde augmentation 90-120 minutes aprgsda alimentaire (Steinert et al. 2016).

Le premier pic laisse suggérer I'implication d’up@ucle proximo-distale ou la détection des

nutriments serait réalisée dans la partie supérider I'intestin et serait relayée a la partie

distale par un contrbéle neuronal et hormonal. L@ Gérait le principal médiateur de cette

boucle en agissant sur les fibres cholinergiquesneld vague. Le neuropeptidgastrin
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releasing peptidd GRP) serait également impliqué dans cette badele2gulation (Lim and
Brubaker 2006). Cependant, les CEEs exprimant IB-Glont récemment été détectées dans
I'intestin proximal donc le contact direct des magnts pourraient également contribuer a la
stimulation de la sécrétion du GLP-1 (Monteiro dBatterham 2017). Le deuxiéme pic
survient suite au contact des nutriments avecd#sles L localisées dans l'iléon et le colon.
Comme précisé plus haut, le GLP-1 est clivé parzjgne DPP-IV induisant un temps de
demi-vie entre 2 et 5 minutes. De plus, le GLP{ldégradé dans une moindre mesure par

plusieurs aminopeptidases présentes au niveaualetfdes poumons (Jodo et al. 2016).

Particularités chez le hien et le cha: Chez le chien, la plupart des cellules L sont

localisées dans le jéjunum et dans l'iléon (Giloale2013).

V.1.3. La DPP-IV

La DPP-IV, une protéase a sérine (exopeptidasefoestituée de 776 acides aminés
(Hirakawa et al. 2015). Cette enzyme clive préféeiement les dipeptides X-proline et plus
rarement X-alanine a partir du N-terminal de norakrsubstrats, tels que les hormones
incrétines GLP-1 et GIP (Gallego et al. 2014). Peelg, la proline doit se situer en avant
derniére position de la chaine d’acides aminésnetproline, hydroxyproline ou N-méthyl
glycine ne doit pas se trouver en troisieme pasitide plus, la liaison entre les positions 1-2

et 2-3 de cette chaine doit se trouver sous laddramns (Lacroix and Li-Chan 2012).

La structure de I'enzyme DPP-IV est identique decdke I'antigéne de surface CD26 des
leucocytes et a celle de I'adénosine déaminase leaéh@ la protéine 2. La DPP-IV est
exprimée a la surface de nombreux tissus (la berdnrbrosse de I'intestin, le foie, le rein...)
mais également sous forme soluble dans le plasunmgé, le fluide amniotique (Augstein et
al. 2015; Silveira et al. 2013). La forme transmeanhire de la DPP-IV est une glycoprotéine
dimérique dont chacune des sous-unités (110 kDaocesochée a la membrane plasmatique
par une hélice hydrophobe du c6té N-terminal. Lenaiaoe extracellulaire de chaque
monomeére se compose d’'un domaine hydrotdfe d'un domainef-propeller et d’'un site
actif compris entre les deux (Chung et al. 20EH)y{re 22). Le site actif contient une région
glycosylée, une région riche en résidus de cystéinan domaine catalytique C-terminal
(Mentlein 1999).
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Figure 22. Représentation de le DPP-1V transmembranaire.
Le domaing3-propeller est représenté en noir dans la memipkasmatique et le domaine hydrolase
a/p en noir du coté extracellulaire. Image modifieg@eung et al. 2010).

Elle est impliqguée dans de multiples fonctions dojidjues, qui ne sont a ce jour toujours pas
totalement élucidées, telles que I'hydrolyse detatees hormones, des chimiokines
(cytokines chimiotactiques) et des neuropeptideBaison de I'adénosine déaminase et la co-
stimulation des cellules T. De plus, il a été mémue la DPP-IV/CD26 est un marqueur des
cellules souches cancéreuses sans doute impligueela transformation maligne. La DPP-
IV joue un réle important au niveau du métaboliggheidique. En effet, la DPP-1V dégrade
les hormones incrétines (GLP-1, GIP) qui sont Beér par les cellules de lintestin
directement dans le systéme sanguin (Augstein.20dl5). Pour agir rapidement, il a été
montré que I'enzyme DPP-IV est trés fortement erpg sur les cellules endothéliales
directement adjacentes aux cellules sécrétantdemdnes incrétines dans le tractus gastro-

intestinal (Jakubowicz and Froy 2013).
V.2. Les signaux de la régulation a long terme de I'honostasie énergétique

Bien que les signaux de satiété renseignent lecaargur la présence et la quantité
d’énergie disponible au cours d’'un repas, ces sigr@acourt terme ne sont pas suffisants.
Une régulation a long terme, réalisée a l'aideigraix d'adiposité (la leptine et I'insuline),

informe également le SNC du stock d’énergie didpleni

V.2.1. La leptine

La leptine a été découverte en 1994 par Friedmaestollaborateurs (Zhang & al.,
1994), mais ce n'est qu’'une décennie plus tard Kowlication de la leptine dans la

modulation de plusieurs aspects de I'homéostastegétique a été démontrée (Broberger
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2005). La leptine est une protéine de 146 acidasémprincipalement sécrétée par le tissu
adipeux blanc mais également, en de plus faibletg@@apar I'estomac, le placenta et le cceur.
Le récepteur de la leptine (ObR) est fortement iexprdans le cerveau au niveau de
I’hypothalamus, ainsi que dans le placenta, 'estomt le systéme vasculaire. Il existe cing
isoformes des récepteurs de la leptine : ObRa, QliitiiRc, ObRd et ObRe (Patel and

Acharya 2018; Roujeau et al. 2014). La leptine essentielle dans le controle de

’lhoméostasie énergétique. Les concentrations leintes de leptine sont proportionnelles a la
masse grasse corporelle et refletent ainsi le st@ergie disponible. Chez 'Homme comme

chez d’autres mammiferes, la leptine augmente feme énergétique et diminue la prise
alimentaire. Chez les rongeurs, les administrataamgrales ou périphériques ont montré une
diminution de la prise alimentaire et du poids. [@eas, au niveau central, la leptine peut

influencer I'expression de différents neuropeptidesxigenes et anorexigénes (Perry and
Wang 2012). Elle réalise son contréle sur la peBmentaire en agissant directement au
niveau de I'hypothalamus. En effet, la leptine empable de traverser la barriere hémato-
encéphalique et de se lier aux récepteurs ObRabBbOLe récepteur ObRa permet son
transport a travers la barriere hémato-encéphakt@bRb permet de réguler le poids (Patel
and Acharya 2018). Au niveau du NTS, la lepting dgifacon synergique avec le GLP-1 et
la CCK pour diminuer la prise alimentaire (Chapalod Charlot 2018).

V.2.2. L'insuline

L’insuline est une protéine de 51 acides aminéstioke de deux polypeptides : une
chaine A constituée de 21 acides aminés et unaeticonstituée de 30 acides aminés.
L'insuline est produite dans les cellulgs du pancréas exocrine sous la forme de
préproinsuline (Patel and Acharya 2018). Cette lomnest surtout connue pour son role clé
dans la régulation de la glycémie. Elle est estésée en réponse a une augmentation du
glucose sanguin (par exemple apres un repas) guklbilise en supprimant la production de
glucose hépatique et en stimulant I'absorption 'efilifation du glucose par les tissus
périphériques. Cependant, I'insuline est égalernargignal a long terme de la régulation de
’lhoméostasie énergétique : ses concentrationsnalkgues sont corrélées a la masse grasse
corporelle et elle peut agir directement au nivelul’hypothalamus en franchissant la
barriere hémato-encéphalique (Kénner et al. 2009).
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V.3. Conclusion

Deux axes de régulation permettent au SNC d’intéignet au long de la journée les
signaux périphériques afin de maintenir un poidsblst Le premier axe constitue la
régulation a court terme qui contréle principaletriarprise alimentaire via les hormones de
la satiété. Le deuxieme axe constitue la régulaitng terme qui contréle I'apport calorique
et informe le SNC de I'état énergétique du corpss Gignaux a court et long terme sont
essentiels pour que le SNC maintienne une balaneegétique stable. La présence de
nutriments dans le tractus gastro-intestinal esél@ment clé qui permet la sécrétion des
signaux de satiété et ainsi le contréle de la palsmentaire. Parmi ces nutriments, les
peptides issus de la digestion des protéines smmius pour stimuler la sécrétion de ces

différentes hormones de satiété.

VI. Peptides bioactifs issus de protéines alimentaires régulation de I'homéostasie

énergétique

VI.1. Généralités sur les peptides bioactifs

Depuis plusieurs années, le rble des protéinesatmres, quelle que soit leur origine,
a largement été étudié et ces recherches ont démguatklles peuvent étre une source de
peptides bioactifs. Les peptides bioactifs issus 'démentation sont des fragments
spécifiques qui sont encryptés dans la séquenceéique parente a l'intérieure de laquelle ils
sont inactifs. Les peptides deviennent biologiquaneetifs une fois libérés par hydrolyse
enzymatique par des enzymes exogenes, endogénescmbiennes (Toldra et al. 2018;
Wang et al. 2018a). Il a été montré que la taiks geptides bioactifs est généralement
comprise entre 2 et 20 acides aminés mais certagggences bioactives contenant plus de 20
résidus d’acides aminés ont été identifiees (Ryaal.e2011). Le profil de la population
peptidigue ainsi que son potentiel bioactif dépandie la source protéigue initiale mais
également des conditions expérimentales (Nongomiertral. 2016). Les peptides bioactifs
peuvent exercer des fonctions physiologiques spéei$ pouvant améliorer la santé par des
effets antidiabétiques, antihypertensifs, antianfmatoires ou encore antimicrobiens. Les
études menées jusqu'a aujourd’hui, démontrent Iéenpiel des peptides issus de
'alimentation a agir avec des effets bénéfiquasles différents biomarqueurs associés a la
santé (Wang et al. 2018a). Les peptides peuveht esarcer une seule activité, soit étre
multifonctionnels. Leur activité est basée sur leomposition en acides aminés, sur la

longueur de leur séquence et sur leur structutarteintionnelle (Patil et al. 2015). Comme en
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témoigne la figure suivantarigure 23), le nombre de publications scientifiques sur les

peptides bioactifs n'a cessé d’augmenter au coess/mhgt dernieres années.
20001
1500+
10001

500+

Nombre de publications

Année

Figure 23. Evolution du nombre de publications scientifiques ls théme des peptides bioactifs de
1998 4 2018.
D’aprés Pubmed (NCBI).

Les peptides bioactifs représentent un réel pakemdmmercial pour les marchés des
aliments fonctionnels et des médicaments. En dffetmise sur le marché d’'une molécule
pharmaceutique nécessite souvent un développemegtdt colteux ; sans oublier que la
prise de cette molécule s’accompagne fréequemmesitfets secondaires. Les peptides
bioactifs issus de Il'alimentation son généralemeri¢ux tolérés et surtout rapidement
éliminés par I'organisme. Bien que leur temps daidge soit court et qu’ils soient souvent
instables, les peptides issus de protéines alinnegtaeprésentent une opportunité pour le

secteur pharmacologique (Agyei and Danquah 2011).

Aujourd’hui, plus de 3700 séquences peptidiqgues secensées dans la base de données
BIOPEP couvrant une quarantaine d’activités biajags. Les activités les plus représentées
dans les banques de données des peptides biocamti€ernent I'inhibition de 'ECA, les
activités antimicrobiennes, antioxydantes, antiaimimatoires et opioides (Hartmann and
Meisel 2007). Les séquences peptidiques recensgamontré leurs activités vitro mais

peu d’entre elles ont été testéesivo. En effet, les étudas vivo ont souvent été réalisées
avec des hydrolysats protéiques complexes, mais les peptide(s) impliqués dans les effets
observés ne sont pas toujours identifiés (MollealeR008). Le peptide bioactif qui est ingéré
par voie orale ou libéré au cours de la digestibalésla protéine, peut soit agir au niveau de
la paroi intestinale ou éventuellement parfois @raer la barriere intestinale avant d’exercer

son action sur I'organe cible. Si la digestion @upétre simulée dans les essaisitro, peu
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d’études prennent en compte les peptidases de ridut@oen brosse, ou les peptidases

cytosoliques pouvant néanmoins compromettre I'mit€glu peptide.

VI.2. Digestion Gl des protéines alimentaires et régulain de I'homéostasie
énergétique

Aujourd’hui, il est reconnu que la présence degimgnts au niveau intestinal est
importante pour 'homéostasie énergétique maiseégamt glucidique. Depuis plusieurs
annees, les lipides, les oligosaccharides et lpsdes bioactifs dérivant de I'alimentation, ont
éte identifiés comme des alternatives naturellésmielles aux médicaments pour la gestion
de certaines maladies. Les protéines augmentenseuement la dépense énergétique mais
diminuent également l'apport énergétique a trawdes meécanismes qui influencent le
contrble de l'appétit. En effet, les produits dedigestion sont détectés par les cellules
entéroendocrines situées tout au long de I'épithélgastro-intestinal ce qui déclenche la
sécrétion d’hormones intestinales en réponse astigmili consécutifs au repas (Santos-
Hernandez et al. 2018b). Il est généralement adoedes protéines ont un pouvoir de satiété
plus important que les glucides et les lipides niiaiggine de la protéine peut jouer un role
dans cet effet de satiation (Beitsat al. 2002; Hall et al. 2003). L’'un des alimedtst les
protéines ont été le plus étudiés est le lait. @@laugmente la satiété parmi d’autres effets
(Jakubowicz and Froy 2013). Il a été montré qumdgorité des fractions protéiques du lait,
les caseéines et les protéines du lactosérum, guatntiel d’exercer des effets différents sur
la sécrétion des hormones gastro-intestinalesréa sagulation de la prise alimentaire. Ainsi,
ces fractions peuvent jouer un rble important dansaintien de la masse corporelle et dans
la prévention de I'obésité et du diabéte (Chaudétal. 2017). De nombreuses autres études
ont également montré le potentiel des protéineslifiérentes sources de viande, poisson,
soja, blé, ceuf, (Bruen et al. 2012; Caron et al62@ordier-bussat et al. 1997; Cudennec et
al. 2012; Kato et al. 2016; Rafferty et al. 201 EirRer 2006) sur la satiété. Cependant, les
mécanismes d’action ne sont pas totalement éluc@ésme précisé dans les paragraphes
précédents, pour agir, les peptides bioactifs duiedre résistants aux enzymes Gl et dans
certains cas étre capables de traverser la baintastinale pour exercer leurs bioactivités.

Ceci est notamment le cas pour I'inhibition detif&té DPP-IV.
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VI.2.1. Peptides bioactifs et régulation de la sécréticn@eK

Comme présenté dans la partie V.1.2.2, les CCKésgmtent 'un des principaux
signaux sécrétés en périphérie et permettant ldatign de I’homéostasie énergétique. Ainsi,
il a été montré que les hydrolysats protéiques wéimnt la sécrétion de CCK et la
transcription du gene dans les cellules entéroeimssc STC-1, alors que les protéines
intactes ou les acides aminés libres induisaianeseent un effet modéré sur la sécrétion de
CCK (Cudennec et al. 2008; Santos-Hernandez ePRGil8b). La digestion Gl est un
déterminant clé de I'effet satiétogéne des progtidéfférents travaux menés notamment sur
les cellules STC-1 ont également montré que laétiéor de CCK était stimulée par des
hydrolysats issus de différentes sources protéigoasales (lait, poulet, poisson, boeuf, porc,
blanc d'ceuf) et végétales (soja, pois, blé) papadpa un mélange d’acides aminés libres
équivalent. En effet, le mélange des acides ami@®sentant la composition d’hydrolysats
de soja (Nishi et al. 2001), de crevettes, de mdylau (Cudennec et al. 2008; Cudennec et al.
2012) ou de peptones d’origine animale (Cordiesshugt al. 1997) ont montré des effets
significativement plus faibles sur la stimulatios ld sécrétion de CCK que leurs hydrolysats
respectifs. Ces résultats ont également été olsenwécours d’'une étude sur des rats, ou
'ingestion de protéines de soja ou de caséinexties a retardé la diminution de la prise
alimentaire par rapport aux hydrolysats protéiggeses mémes matieres, ce qui se justifie
par la génération plus tardive des premiers peptd@actifs par le processus de digestion Gl
des protéines natives (Santos-Hernandez et al.a20D8&utres étudeis vitro ont également
montré un meilleur potentiel des digestats inta@stinsur la stimulation de la sécrétion de
CCK en comparaison des digestats gastriques dmeas de lactosérum (Santos-Hernandez
2018b), ou encore d’hémoglobine bovine (Caron .€2@l5). Ainsi, les résultats obtenus par
les différentes équipes scientifigues montrent mpre seulement la nature de la protéine peut
influencer la sécrétion de CCK mais également tgéd’hydrolyse de la protéine. De plus,
la structure peptidique est un déterminant clé dastimulation de la sécrétion de CCK, bien
gue remis en question par Garaedts (Geraedts 20H1), mettant en évidence le role central
de la digestion Gl dans la libération de peptideadiifs a la suite de I'ingestion de protéines

alimentaires.

Dans la lumiere intestinale, les peptides libé@s étre au contact de la bordure en brosse et
interagir avec les CEEs pour stimuler la sécrétiormonale. Aujourd’hui, les connaissances

concernant les modes d’action des peptides induladibération et/ou la synthése de CCK

79
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Synthése bibliographique

sont tres limitées. L&igure 24 présente les différentes voies de signalisatiomges a ce

jour pour stimuler la libération et la syntheseQ{eK par les CEEs.
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Figure 24. Voies de signalisation activées par les peptidele®iacides aminés impliquées dans la
sécrétion et la synthése de CCK.

Les peptides présents dans la lumiere intestinalergnt activer la sécrétion de CCK par (1) une
augmentation de Caintracellulaire résultant d’'une activation du Ca8iRde RPG93. Les canaux
Ca&* voltage dépendant permettent une entrée deiteacellulaire sous I'action des récepteurs CaSR
et RPG93 ou d’'une dépolarisation de membrane pr@d®@ar le transport de dipeptides par PepTL1.
L'activation de RPG93 par les peptides peut enggndre activation de la transcription du géne CCK
(2) en activant les voies de signalisation ERK *RIA. D’autres voies de signalisation inconnues a
ce jour (3) impliquent le transporteur PepTl de ig@nindirecte ou le facteur LCRF dans la
stimulation de la sécrétion des CCK (Caron et@L72).

L’interaction entre les peptides et la muqueusesimale est donc primordiale pour induire la
sécrétion de CCK. En effet, deux études ont miéwaence une forte affinité de liaison pour
la bordure en brosse d’intestin de rat (évaluérgpaonnance plasmonique de surface) d’'un
fragment de3-conglycinine de soja61-63) (Nishi et al. 2003b) et d’'un hydrolysat deq
(Sufian et al. 2006). Le fragment @B1-63 a €galement permis d’induire une diminutien d
la prise alimentaire ainsi qu’'une augmentationadedncentration plasmatique de CCK chez
le rat (Nishi et al. 2003b). La sécrétion de CCHuite par les peptides alimentaires pourrait
se faire de maniére directe (au niveau des cellllesu indirectement au niveau de la
muqueuse par la sécrétion des facteurs intermédia@ls que le.uminal CCK-Releasing
Factor (LCRF) qui est sécrété au niveau de la muqueusstinale en présence de nutriments

dans la lumiére intestinale. En effet, outre lesE€Ea muqueuse intestinale possede une
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grande variété de cellules qui peuvent potentiedi@ninteragir avec les peptides et ainsi
provoquer indirectement la sécrétion des hormoNesh{ et al. 2003b). En 1998, la premiére
voie de signalisation impliquée dans la sécrétielC@K par les cellules STC-1 a été mise en
evidence : la voie de signalisation de la proténeasensible a la toxine pertussis, a été activee
par des hydrolysats d’albumine du blanc d’ceuf. €Ceéicrétion était corrélée a une entrée
dans le cytosol de &apar les canaux Gavoltage dépendant des cellules STC-1 (Némoz-
Galillard et al. 1998). Les canaux calciques de tymont activés par le Diazepan-Binding
Inhibitor (DBI). Cette molécule a été isolée demaqueuse intestinale de rat et est connue
pour induire la sécrétion de CCK (Liou et al. 20¥Dbshida et al. 1999). Puis en 2007, le
récepteur GPR93, appartenant a la famille RCPGgadeéntifié dans les cellules STC-1
(Choi et al. 2007a). L'activation de ce réceptear [@s hydrolysats protéiques induit une
augmentation de la concentration en calcium intidlege de maniere dose dépendante (Choi
et al. 2007b). Un autre récepteur connu pour @bigqué dans la détection des peptides au
niveau intestinal est I€alcium Sensing Recept¢CaSR). Il fait partie de la famille C des
récepteurs RCPG et posseéde un domaine N-terminausvd-ly Trap (VFT) du c6té
extracellulaire, riche en résidu cystéine, quiessdentiel pour la fixation des acides aminés
basiques de type L (Conigrave and Hampson 201@)été suggéré que la stimulation de la
sécrétion de CCK via le récepteur CaSR est régmeé les peptides de faibles poids
moléculaires (< 1000 Da) (Wang et al. 2002). Enfie récepteur hétérodimérique
T1R1/T1R3 pourrait étre impliqué dans la sécrétdenCCK et est essentiellement activé par
les acides aminés libres (excepté le L-tryptophd@antos-Hernandez et al. 2018b). Le
transporteur spécifique aux di- et tri-peptidespPe pourrait étre impligué de maniere
indirecte dans la sécrétion de CCK induite parhigdrolysats protéiques (Liou et al. 2011).
En effet, il a été montré qu'une infusion duodéendde peptones de viande engendre une
décharge de la fibre vagale afférente, annuléeré&epce d’un inhibiteur de PepT1 lorsqu’il
est perfusé dans la muqueuse duodénale (Darckl2fi0%). Pour cela, le transport des di- et
tri-peptides par PepT1 pourrait initier la sécnétite facteurs de signalisation dans la cellule |

ce qui aboutirait a une sécrétion de CCK (Lioule2@l11).

Aujourd’hui peu de peptides stimulant la sécrétim CCK ont été identifiés, ils sont

consignés dans [Eableau 1
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Tableau 1.Peptides identifiés montrant une augmentatioradcsécrétion de CCK.

Peptides identifiés Source Référence
B-51-63 B-glonglycinine de soja (Nishi, Hara, and Tomita 2003)
FESF Hémoglobine bovine (Caron et al. 2016)
LSFPT Hémoglobine bovine (Caron et al. 2016)
YFPH Hémoglobine bovine (Caron et al. 2016)
ALPMH B-lactoglobuline (Tulipano et al. 2017)
PHLMA a-lactoglobuline (Tulipano et al. 2017)
AAMPLW a-lactoglobuline (Tulipano et al. 2017)
DRVYIHPF a-lactoglobuline (Tulipano et al. 2017)

Dans I'étude menée par Caron, la présence de sésithmatiques dans la séquence des
peptides issus de la digestion Gl simulée, a é&erman avant comme une caracteéristique
structurelle pour les peptides dans I'inductiorlaleécrétion de CCK (Caron et al. 2016). De
plus, il a été montré par Tulipano, que la longudes fragments peptidiques dérivés de la
protéine au cours de la digestion enzymatique @uem rble dans la stimulation de la
sécrétion de CCK. En effet, la séquence minimabdey pbtenir I'activité sur la sécrétion de
CCK par les cellules STC-1, serait d'au moins cawides aminés (Tulipano et al. 2017).
Santos-Hermandez et son équipe ont pu confirmedees découvertes avec des digestats
gastro-intestinaux de caséines et de protéinesad®serum de facon dose dépendante
(Santos-Hernandez et al. 2018b). En outre, le feaggrde IgB-conglycinine de sojg361-63),
évoqué au début du chapitre pour ses effets sagyrithése de CCK, est caractérisé par sa

richesse en résidu arginine également a I'origméadsécrétion de CCK (Nishi et al. 2001).

D’autre part, des études ont montré que les acatameés libres aliphatiques (L, 1),
aromatiques (W, F), polaires (E) et I'arginine @imulaient la sécrétion de CCK (Daly et al.
2013; Tian et al. 2019; Wang et al. 2018b; Wang).€2011).

VI.2.2. Peptides bioactifs et réqulation de la sécrétioGdRr-1

Comme présenté dans la partie 111.1.2.4.2, le GLjpug un rdle dans la régulation de
’lhoméostasie énergétique par ses propriétés aigerees et sa fonction incrétine. Ainsi, la
sécrétion de GLP-1 est associée a une diminutiola geise alimentaire, une sensation de
satiété et a une amélioration de la glycémie. L&>@GlLest devenu une cible thérapeutique
privilégiée dans la recherche et le développemerntaitements contre les DT2 et contre les
effets de I'obésité. Ainsi, dans le cas de chimrsdiariatriques, les concentrations circulantes
élevées en GLP-1 qui suivent I'ingestion d’'un repamaient a l'origine de la perte de poids
sur le long terme et de 'amélioration de la régatade la glycémie. Cependant, l'origine de
cette augmentation de GLP-1 reste inexpliquée (Msekl. 2016). Cet effet a été observé

82
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Synthése bibliographique

suite a lingestion de différentes sources prot@sg@Hutchison et al. 2015; Nobile et al.
2016). D’autre part, les protéines intactes d’'oald, poisson, de pois ou les caséines
augmentent significativement la sécrétion de GLIlvitro; mais quelques résultats
contradictoires ont été obtenus pour le lactoséf@hen and Reimer 2009; Geraedts et al.
2011; Geraedts et al. 2012; Ripken et al. 20143. pretéines de mais, de viande et de blé
stimulent également la sécrétion de GLI-%itro etin vivo (Komatsu et al. 2019). Une étude
rapporte qu’un régime riche en protéines augmeateatiété pendant 24h ainsi que la
sécrétion de GLP-1 chez des femmes en bonne snté, comparé, a un régime standard
avec une quantité adéquate de protéines (Ojha 2D&8)hydrolysats protéiques de viandes,
de lait, d'ceuf, de poissons (Cordier-bussat e129.7; Cudennec et al. 2012; Geraedts et al.
2011; Pais et al. 2016; Reimer 2006), de pois (&GHsaet al. 2011), de blé (Kato et al. 2016),
d’hémoglobine bovine (Caron et al. 2016), de castBruen et al. 2012; Chen and Reimer
2009; Gillespie and Green 2016; Rafferty et al.190tle saumon (Harnedy et al. 2018a) et de
merlan bleu (Cudennec et al. 2012; Harnedy et(dI8B) stimulent aussi la sécrétion de GLP-
1 in vitro. De la méme facon que pour la sécrétion de CCKsélarétion de GLP-1 est
principalement induite par les hydrolysats protégjuet moins efficacement par les protéines
intactes et les acides aminés libres. Ce résuléaé aémontré a la fois sur intestins isolés et
perfusés de rats ainsi que sur les cellules emédomeines STC-1 (Santos-Hernandez et al.
2018b). Une charge oro-gastrique d’hydrolysat delanebleu a induit chez le rat une
diminution de la prise alimentaire a court term@rrélée a une augmentation des
concentrations plasmatiques de CCK et de GLP-1 d@uec et al. 2012). Les protéines
alimentaires peuvent également améliorer la régulatie la glycémie en stimulant la
sécrétion de GLP-1 et en inhibant I'activité den¥gme DPP-IV plasmatique (Diepvens et al.
2008; Hsieh et al. 2013; Ishikawa et al. 2015; Mdahet al. 2010). Les protéines de
lactosérum générent des peptides bioactifs poustamuler la sécrétion de GLP-1, inhiber
lactivité de I'enzyme DPP-IV et stimuler la ség¢oét dinsuline dans des cellules
pancréatiques (Power-Grant et al. 2015). Cependiamiptentiel stimulateur des protéines
pour la sécrétion de GLP-1 est plus faible queicdlautres macronutriments comme les
glucides ou les lipides (Elliott et al. 1993). Deig I'augmentation des niveaux de GLP-1
plasmatique n’est pas toujours corrélée a un stgétogene (Van Der Klaauw et al. 2013).
Ainsi, les effets satiétogenes induits par le GLReimblent étre lies a de nombreux
parametres tels que I'état physiologique ou leglitimms expérimentales de I'étude (présence
d’autres macronutriments, source protéique, intenentre administration de la pré-charge

protéique et le prélévement sanguin) (Dougkas astch@n 2016).
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Cependant, le(s) mode(s) d’action des peptidesukimh la sécrétion du GLP-1 par les CEEs
ne sont encore que partiellement élucidés et leprigtés physicochimiques telles que la
longueur minimale et maximale des peptides ou laemompositions en acides aminés
demeurent mal connues (Komatsu et al. 2019¥-ibare 25 présente les différentes voies de
signalisation connues a ce jour pour stimuler lberktion et la synthése du GLP-1 par les
cellules entéroendocrines L.

Canaux Ca? ; @ Peptides / acides aminés

voltage Lumen
dépendant Q 0

Cellule épithéliale Cellule entéroendocrine

Sécrétion de GLP-1 <~ Milieu intérieur

Figure 25.Voies de signalisation activées par les acidesasmlibres et les peptides dans la synthése
et la sécrétion de GLP-1.

Les acides aminés libres et les peptides présants/eau de la lumiére intestinale peuvent stimiaer
sécrétion de GLP-1 en activant les récepteurs G#SRPRCG6A (1). Ces derniers activent la sous-
unité a Gq déclenchant elle-méme une voie de signalis#®ib@ et IR dépendante menant a une
augmentation de CGaintracellulaire. Cette derniére résulte égalengentactivation des canaux €a
voltage dépendant par les canaux TRP ou le CaSRpétides peuvent favoriser la synthese de géne
proglucagon par une voie AMPc dépendante actiwaphbsphorylation de CREB (2). Certaines voies
impliqguées dans la stimulation de la sécrétion 8- ne sont pas encore caractérisées et pourraient
impliquer la phosphorylation des ERK %2 ou I'entd&eprotons couplée au transport des peptides par
PepT1 (3) (Caron et al. 2017a).

La sécrétion de GLP-1 est déclenchée suite au codé&s peptides avec les cellules L de
l'iléon, ou par une activation des voies afférentagiales au niveau du duodénum qui
stimulent indirectement la sécrétion de GLP-1 dées cellules L de lintestin distal

(Herrmann et al. 1994; Hira et al. 2009). Pour cher a comprendre les mécanismes
impliqués dans la détection des nutriments, daseég cellulaires murines telles que les

cellules STC-1, GLUTag ou des lignées cellulairemaines comme les cellules NCI-H716
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sont utilisées. Les acides aminés libres stimudgatement la sécrétion de GLP-1, cependant,
il a été montré que ce potentiel était plus faiple celui des peptides (Cordier-bussat et al.
1997; Cudennec et al. 2012). A I'heure actuelle,n@canismes d’action des acides aminés
libres pour stimuler la sécrétion de GLP-1 sonhlmeeux caractérisés. Les récepteurs connus
pour détecter les acides aminés et déclenchectats de GLP-1 appartiennent a la famille
des récepteurs couplés a la protéine G. Les réasptientifiés qui potentiellement stimulent
la libération et/ou la synthése de GLP-1 et qui gwésents sur les cellules entéroendocrines
L, sont le récepteur sensible au calcium (CaSRRP&93, le récepteur hétérodimeérique
T1R1/T1R3 et le récepteur couplé a la protéine @& damille C du groupe 6 et du membre A
(RPGCG6A) (Amin et al. 2018). En effet, bien que dasgles chez des patients en bonne santé
et atteints du diabéte de type 2 (Meek et al. 2018gnt pas montré d’effet de I'acide aminé
L-glutamine sur la stimulation de la sécrétion deP&, il a été observé sur différentes
lignées cellulaires (GLUTag, cellules intestingbegnaires) que la L-glutamine déclenche la
sécrétion de GLP-1 par une dépolarisation de la lon@ne et par l'activation de la voie
métabolique impliquant la mobilisation du calciuntracellulaire. Cette voie métabolique
induit une augmentation d’AMPc et de calcium inéladaire dans les cellules primaires
(Reimann et al. 2004; Tolhurst et al. 2011). Lalltgmine pourrait aussi interagir avec les
voies orexigenes puisque I'ingestion de L-glutamarsouvent été suivie d’'une augmentation
de la prise alimentaire (Meek et al. 2016). D’asitaeides aminés hydrophobes tels que L-
phénylalanine, L-tryptophane ou encore L-asparagimemontré un effet stimulateur de la
sécrétion de GLP-1 dans des intestins isolés ddl gt supposé que cette stimulation a été
induite par l'activation de CaSR puisque l'utilisst d’'un antagoniste de CaSR a fortement
altéré cette stimulation (Mace et al. 2012). Leepteur RPGCG6A est un récepteur sensible
aux acides aminés basiques (L-lysine et L-argingeui exhibent des groupements hydroxyl
ou sulfuryl. Il a été montré que la liaison extithdaire de L-ornithine avec RPGC6A
déclenche la sécrétion de GLP-1 via l'activatiorund voie impliquant le calcium
intracellulaire et I'inositol-tri-phosphate dans leellules GLUTag (Oya et al. 2012). La L-
Arg est I'un des acides aminés essentiels capahdsiver ces trois récepteurs sensibles aux
acides aminés (Amin et al. 2018). La L-histidingivac les voies de signalisation des
récepteurs GLP-1R et CaSR impliquées dans la s#&tréinsuline glucose-dépendante en
réponse a des repas riche en protéines (Leech abbenidr 2003). La L-asparagine augmente
la libération de GLP-1 actif dans des intestindésale rat avec la nécessité du calcium

extracellulaire (Mace et al. 2012).
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Bien que les mécanismes d’action des peptides iratgmas encore élucidés, il y a quelques
éléments communs avec les voies activées parildssaaminés libres tels que 'augmentation
du calcium intracellulaire. A I'heure actuelle, deuoies métaboliques ont été mises en
evidence pour 'action des peptides dans les esllulnatives : I'activation de CaSR avec une
variation du calcium intracellulaire et le trangeor PepTl associé a une dépolarisation
membranaire (Diakogiannaki et al. 2013). Les hygvals protéiques activent également
d’autres transporteurs qui sont impliqués dangdmlation du calcium intracellulaire comme

les canaux voltage dépendant de type Q ou les xaoaigues TRP (Transient Receptor

Potential). Ces transporteurs sont impligués dansétrétion de GLP-1 par les cellules L
natives murines (Pais et al. 2016). Une autre w®esignalisation intracellulaire a été

caractérisée chez les cellules NCI-H716 et faierienir des métabolites de la famille des
MAP kinases : la phosphorylation des ERK %2 activéedes hydrolysats de viande provoque
la sécrétion de GLP-1 (Reimer 2006). Les hydrol/sabtéiques ont également montré un
potentiel dans la stimulation de la transcriptian géne du proglucagon dans les lignées
cellulaires STC-1 et GLUTag (Caron et al. 2015; dvmrbussat et al. 1997) via

l'augmentation d’AMP cyclique et la phosphorylatiolu facteur de transcription CREB

(Gevrey et al. 2004).

Le Tableau 2 présente les peptides qui ont été identifiés compsponsables de la

stimulation de la sécrétion de GLP-1.

Tableau 2.Peptides identifiés, a ce jour, et provoquant ungraentation de la sécrétion de GLP-1.

Peptides identifiés Source Référence

ASDKPYIL a-actinin-2 (Stagsted et al. 2018)
KPYIL a-actinin-2 (Stagsted et al. 2018)
GGGG Peptide synthétisé (Le Nevé and Daniel 2011)
AAAA Peptide synthétisé (Le Nevé and Daniel 2011)
GWGG Peptide synthétisé (Le Nevé and Daniel 2011)
KAAVT Hémoglobine bovine (Caron et al. 2016)
TKAVEH Hémoglobine bovine (Caron et al. 2016)
ANVST Hémoglobine bovine (Caron et al. 2016)

YGAE Hémoglobine bovine (Caron et al. 2016)
GPVRGPFEPIIV Caséine (Komatsu et al. 2019)

LGG Peptide synthétisé (Diakogiannaki et al. 2013)
GF Peptide synthétisé (Diakogiannaki et al. 2013)

© 2019 Tous droits réservés.

A ce jour, peu de motifs peptidiques ont été carésis pour leur capacité a stimuler la
sécrétion de GLP-1. Le premier peptide qui a éehtitié par I'équipe de Le Neveé est un
tétrapeptides de glycine (Le Nevé and Daniel 20Hl)la suite de l'étude menée au
laboratoire par Juliette Caron (Caron et al. 20@6&lques hypothéses ont été émises comme
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la présence de résidu d’acide aminé basique (kdystlu coté N-terminal de la séquence
peptidique, ainsi que la présence de l'acide arthirébnine en C- ou N-terminal. La présence
d’acide aminé histidine, alanine ou asparagine nadtuaiussi jouer un réle dans la stimulation
de la sécrétion de GLP-1. La présence d’un regigimé en N-terminal a aussi été trouvée
dans la séquence minimale (KPYIL) stimulant la é&on de GLP-1 par I'équipe de Stagsted
(Stagsted et al. 2018). Cependant la position de&sidu ne semble pas étre obligatoirement
en N-terminal puisque dans I'octapeptide ASDKPYé&_résidu lysine se situe au milieu de la
séquence peptidique. De plus en comparant les ségsiestimulant la sécrétion de GLP-1
dans leTableau 2 la présence d’un résidu glycine, histidine, alerou asparagine ne semble

pas non plus nécessaire a la sécrétion de GLP-1.

VI1.2.3. Peptides bioactifs et réqulation de I'activité ddDIPP-1V

Bien que les différentes fonctions de I'enzyme DWPae soient pas totalement
élucidées, cette enzyme est bien connue pour jonedle dans le clivage des hormones
incrétines telles que GLP-1 et GIP. Ainsi, l'inaetiion de I'enzyme DPP-IV permet
d’augmenter les niveaux plasmatiques de ces horsnetingonc d’accroitre indirectement leur
activité sur les sites cibles (nerf vague, cellipascréatiques...). Aujourd’hui, beaucoup de
molécules inhibant I'activité de I'enzyme DPP-IVtaité créées chimiquement telles que la
sitagliptin, la vildagliptin, la saxagliptin ou eme la linagliptin (Gallego et al. 2014).
Cependant, ces inhibiteurs induisent également aebreux effets secondaires. Avec les
avancees scientifiques, sur la connaissance désies alimentaires et des peptides issus du
clivage de ces protéines, ainsi que le potentielcele molécules a agir sur la santé, la
recherche s’est concentrée sur I'exploration develes voies naturelles, provenant de
'alimentation, pour identifier les protéines etppides agissant sur l'activité DPP-IV. La
digestion Gl est un procédé enzymatique natureVaauconduire a la libération des peptides
inhibiteurs de la DPP-IV a partir des protéinemalitaires. Les valeurs d’d&(concentration
minimale pour inhiber de 50% l'activité de I'enzynbPP-IV) des digestats, tout comme
celles des hydrolysats protéiques sont généralenmenprise entre 1 et 5 mg.mMLEn effet,
différentes sources d’hydrolysats protéiques onntnéodes valeurs d’'l§g inférieure a 5
mg.mL1: hydrolysats de viandes (Lima et al. 2019), du (ahcroix and Li-chan 2013;
Mudgil et al. 2018; Nongonierma et al. 2018), déspon (Huang et al. 2014; Wang et al.
2015), de végétaux (Mochida et al. 2010). Des valdiCso allant de 1 & 2 mg.mtont été
obtenues pour des digestats gastro-intestinauxdhysats de collagene de colin d’Alaska

(Theragra chacogramn)aet de collagene de saumd®a(mo salar . (Guo et al. 2015). De
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méme que pour des digestats de protéines de chaevpwis, de riz et de soja (valeurs ddC
comprises entre 1,85 + 0,34 et 4,50 + 0,55 mg)mINongonierma and FitzGerald 2015).
D’autres digestats gastro-intestinaux de protéiesplante ont montré un bon potentiel
inhibiteur de l'activité de la DPP-IV, avec notanmhda digestion des graines de Niebeé
(Vigna unguiculatha germées ou non (meilleure valeur dd@les graines non germinées=
0,58 mg.mLY) (de Souza Rocha et al. 2014). Encore aujourd’leuimeilleur hydrolysat
identifié est un hydrolysat d*lactalbumine obtenu par hydrolyse pepsique et diigo est

de 0,036 mg.mt (Lacroix and Li-chan 2013). Il a été montré queigestion Gl potentialise
linhibition de l'activité de la DPP-IV : les digsts intestinaux ont des valeurs d4¢C
inférieures a celles des digestats gastriques égafement inférieures a celle de protéines
natives qui n’'inhibent généralement pas l'actid&l'enzyme. Ceci a été démontré avec des
hydrolysats de seiche (Cudennec et al. 2015), zjepadis, soja, chanvre (Nongonierma and
FitzGerald 2015), des hydrolysats de protéinesadm$érum (Nongonierma and FitzGerald
2013), ou encore un digestat d’hémoglobine bov®erdgn et al. 2015). Actuellement, il y a
eu peu d’étudem vivo qui ont pu confirmer I'action des hydrolysats agitif vitro. Parmi ces
études, I'ingestion d’hydrolysats de zéine (Mochédal. 2010), d@-lactoglobuline (Uchida

et al. 2011), de gélatine de porc (Huang et al420de gélatine de saumon (Hsieh et al. 2013)
et de gélatine de tilapia (Wang et al. 2012) ontnim® une diminution de l'activité
plasmatique de la DPP-IV mais également une anaéitbor de la glycémie, une augmentation
des concentrations de GLP-1 et d’insuline plasmatisur des rats diabétiques induit par la

streptozocine.

Beaucoup de peptides montrant un potentiel inhibitee I'activité de la DPP-IV ont été
identifiés par des étudés silico. Le tableau suivanfT@bleau 3 présente quelques peptides

montrant un potentiel inhibiteur de 'activité deDPP-IV.
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Tableau 3.Liste non exhaustive des peptides identifiés pthibér I'activité de la DPP-IV.

Peptide IC 50(uM) Source Référence
IPA 49 B-lactoglobuline (Tulipano et al. 2011)
EPVK 330,1+55,9| ®srCN(147-150)de |\ 0n0onierma et al. 2018)
chameau
LAHKPL 239,7 £ 24,7 a-LA (f105-110) (Nongonierma et al. 2018)
VPF 55,1+5,8 B-CN (f86-88) (Nongonierma et al. 2018)
VPV 6,6 £0,5 B-CN (f213-215) (Nongonierma et al. 2018)
YPI 35,0£2,0 B-CN (f69-71) (Nongonierma et al. 2018)
YPLR 360,1 £ 28,1 as:-CN (f4-6) (Nongonierma et al. 2018)
VAAA 141 £ 0,01 Hémoglobine bovine (Caron et al. 2017a)
ILAP 43,4 +1,40 | Microalgue (Palmaria (Harnedy et al. 2015)
palmata)
159,37 + Microalgue (Palmaria
MAGVDHI 13.67 palmata) (Harnedyet al. 2015)
GPAE 49,6 Gelatine de peau de (Hsu et al. 2012)
saumon
Gélatine de peau de
GPGA 41,9 saumon (Hsu et al. 2012)
PGVGGPLGPIGPCYE 116,1 Jus de thon cuit (Huang et al. 2012)
CAYQWQRPVDRIR 78,0 Jus de thon cuit (Huang et al. 2012)
PACGGFWISGRPG 96,4 Jus de thon cuit (Huang et al. 2012)

© 2019 Tous droits réservés.

A ce jour, un seul peptide a été découvert pourcaoancer les molécules synthétiques
inhibitrices de l'activité de la DPP-IV. Il s’agilu tri-peptide IPI ou diprotine A qui est extrait
de surnageants de cultureBlcillus cereust qui obtient une valeur d’¥gd’environ 3,5uM
(Umezawa & al. 1984). Nongonierma et son équipe aétouvert un second peptide
particulierement actif provenant deflacaséine bovin¢VPV) avec une |6 de 6,6uM soit
deux fois moins puissant que le tri-peptide IPIjjonierma et al. 2018). Il a été montré que
la plupart des peptides inhibiteurs contiennent laleproline et/ou des acides aminés
hydrophobes dans leur séquence. De plus; tésédu N-terminal du peptide semble jouer un
réle important dans l'activité inhibitrice. Aindiinhibition de la DPP-IV par de tels peptides
est déterminée par leur composition mais aussieguarlongueur (Gallego et al. 2014). La
position de la proline en®12, 3 et & positions a été définie comme une caractéristique
structurelle déterminante pour linhibition de katté DPP-IV (Boots 2013). De plus, des
étudesin silico réecentes ont montré que les peptides exhibantotenfiel inhibiteur de la
DPP-IV contenaient généralement une chaine branchi@geide aminé ou un résidu
aromatique avec un groupement polaire dans la ehkitérale en position N-terminal
(Nongonierma and Fitzgerald 2014).

La recherche de peptides provenant de sourcesrdéimes et capables d’inhiber I'activité de

la DPP-IV progresse, mais la plupart des étudepraeenent pas en compte le fait que les
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peptides obtenus par voie exogene (hydrolyse enmynmeaou fermentation) ou par voie
endogene (digestion Gl), doivent d’une part étsisténts a la digestion Gl et d’autre part étre
absorbés pour inhiber I'activité de I'enzyme DPP4Y ainsi augmenter la demi-vie des
hormones incrétines. Cette absorption implique dsspge des peptides au travers de la
barriére intestinale. En effet, 'enzyme DPP-IV &xpant le plus I'action du GLP-1 et du GIP
se situe du coté basolatéral de la paroi intesti(faPP-IV sécrétée par les cellules adjacentes
aux cellules libérant le GLP-1). Récemment, trogptwles ont été isolés a partir d’'un
hydrolysat de macroalgudlmaria palmata: ILAP, LLAP et MAGVAHI. Ces peptides ont
conserve leur potentiel inhibiteur de I'enzyme DINFapres avoir été soumis a une digestion
Gl simuléein vitro (Harnedy et al. 2015). L’équipe de Nongoniermagalément mis en
évidence une fraction isolée d’'un hydrolysai-tHctalbumine qui a conservé son potentiel
inhibiteur de la DPP-1V aprés digestion Gl (1,20,22 mg.mLY). Cependant cette équipe a
montré, apres caractérisation des fractions acpaed. C-MS/MS que I'effet inhibiteur de la
DPP-1V observé n'impliquait vraisemblablement pas iInémes séquences peptidiques avant
et aprés digestion (Nongonierma et al. 2016).

VI.3. Conclusion

Pendant longtemps, le processus de digestion @Glcétasidéré comme un processus
ne servant qu'a transformer les aliments en nutrimjesources d’énergie pour notre
organisme. Ce n’est qu’au cours de ces 20 dern@ameges que le tractus Gl a été considéré
comme une interface dynamique entre I'environnenmexiérieur et le milieu intérieur.
L'interaction entre les nutriments et la barriemgestinale provoque I'activation des
différentes voies de signalisation dont certaineat smpliquées dans la régulation de
’homéostasie énergétique. La recherche et lidieation de peptides augmentant la
sécrétion des hormones intestinales et inhibaatiViégé de I'enzyme DPP-IV est aujourd’hui
tres prometteuse. En effet, les maladies assoeai¢estyle de vie telles que I'obésité et les
pathologies chroniques qui en découlent commedleétié de type 2 sont en pleine expansion.
De nombreux médicaments existent pour lutter coote différentes pathologies, mais ces
médicaments chimiques peuvent avoir des effetsnslad@s. C’est pourquoi les études se
tournent vers la recherche de molécules natur@kses de I'alimentation pour tenter de
lutter contre ces maladies. Parmi les différentsiments provenant de I'alimentation, les
protéines ont été mises en évidence grace a ldigts dénéfiques sur l'induction de la
satiéte, la réduction de la prise alimentaire aiidmentation de la dépense énergétique. Les

mécanismes d’action de ces protéines sur les effetsrvés ne sont toutefois pas totalement
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élucidés. Certains ont été largement étudiesitro tels que la production des hormones
intestinales CCK et GLP-1 par les CEEs, ainsi gua&ibition de I'activité DPP-IV. Le réle
primordial des peptides contenus dans les digegtats ces activités a clairement été mis en
evidence chez 'Homme et sur modéles murins. Cep@nadhez le chien et le chat, aucune
démonstration n’a été réalisée a ma connaissamceffé, les études ont été principalement
axées sur la perte de poids par ajout de fibres dlalimentation ou de repas riche en
protéine. Aujourd’hui, quelques voies de signailsatimpliguant majoritairement les
récepteurs de la famille RCPG ont été partiellencandctérisées. Ainsi, les RCPG présents
au niveau apical des CEEs constituent le premiggani d’intégration de I'information sur le
contenu luminal. A ce titre, la famille des RCPGrasse en avant comme nouvelle cible pour
les traitements thérapeutiques contre I'obésité diabéete de type 2. En ce qui concerne les
peptides, tres peu de critéres structuraux soetjaur connus pour favoriser I'activation des
récepteurs RCPG.
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Présentation des produits de I'étude

Différentes sources d’hydrolysats protéiques o@tagtalysées pendant un stage de fin
d’étude. De ces travaux, deux hydrolysats proté&ique été sélectionnés pour ce projet de
these. Le choix des deux hydrolysats s’est axdesurpotentiel & stimuler la sécrétion des
hormones intestinales CCK et GLP-1 par les celleletroendocrines STC-1 et a inhiber
l'activité de I'enzyme DPP-IV. Ces deux hydrolysatmt obtenus a partir de deux sources
différentes : PWF est un hydrolysat obtenu a pdgicoproduits de poisson et XVP 15035 est
un hydrolysat obtenu a partir de coproduits deillela

I.1.  Hydrolysat PWF et sa matiere premiere

L’hydrolysat PWF est un hydrolysat a partir de dnglyse de coproduits de tilapia
(Oreochromis niloticus La matiére premiere de cet hydrolysat (MP PWIEgalement été
etudiée afin de mesurer l'effet de la digestion sBF les protéines en comparaison a
I'hydrolysat obtenu a partir d’'une hydrolyse parsdenzymes industrielles. La matiere
premiéere a été traitée pour inactiver les enzymes@enes par chauffage a 95°C pendant 30
minutes. La MP a ensuite été centrifugée afin gmimer un maximum de matiere grasse,
puis lyophilisée. Le tableau ci-dessous indiquectaapositions de I'hydrolysat PWF et de sa

matiere premierel@ableau 4.

Tableau 4.Composition de I'hydrolysat PWF et de sa matiémpere.

H.O (%) | Protéines (%)| Matiére grasse (%) Cendres (%)
MP PWF
(liquide) 68,5 16,3 39,3 7,7
PWF 4,1 83,9 7,8 6,7

I.2.  Hydrolysat XVP 15035 et sa matiére premiére

L’hydrolysat XVP 15035 est obtenu a partir de I'mylgse de foie de pouleGallus
gallug). La matiere premiere de I'hydrolysat XVP 1503%galement été étudiée afin de
mesurer I'effet de la digestion Gl sur les protéimem comparaison a I'hydrolysat obtenu a
partir d’'une hydrolyse par des enzymes industsellea matiere premiere a été traitée pour
inactiver les enzymes endogenes par chauffage @ péAdant 30 minutes. La MP a ensuite
été centrifugée afin de supprimer un maximum deéregrasse, puis lyophilisée. Le tableau
ci-dessous indique les compositions de I'hydrolys¥P 15035 et de sa matiére premiere
(Tableau 5.
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Tableau 5.Composition de I'hydrolysat XVP 15035 et de saémafpremiere.

H.O (%) | Protéines (%)| Matiére grasse (%) Cendres (%)
MP XVP 15035\ 2g 4 16,1 43 1,3
(liquide)
XVP 15035 4,0 66,0 5,6 15

[l. Simulation de la digestion gastro-intestinale desyidrolysats et de leurs matiéres
premieres

[1.L1. Matériels

Les hydrolysats PWF et XVP 15035, ainsi que leusiénes premiéres ont été fournis
par Diana Pet Food. La pepsine porcine (EC 3.4s88¢ de la muqueuse gastrique porcine,
>250 U.mg'), la pancréatine porcine (spécifications 4xUSP2EL468-9, issue de pancréas
de porc), I'albumine, I'aprotinine (extraite de moon de bceuf), le glutathion, 'albumine de

sérum bovin proviennent de chez Sigma-Aldrich Bteim, Allemagne).
II.2.  Modéle de digestion statiquén vitro

Le dispositif a été mis en place afin de simuleplles fidélement la digestion gastro-
intestinale du chien. La simulation de la digest®®hdu chien a été réalisée a partir de
précédents travaux réalisés au laboratoire (Catoal.2016) avec des modifications du
protocole expérimental. Ce protocole établi au latmire a été mis au point pour simuler la
digestion Gl humaine pour une protéine (’hémogtebi A partir des informations trouvées
dans la littérature scientifique et en se basankesuinformations fournies par Diana Pet Food
sur la digestion du chien, un protocole adaptééanéis en place. Il s’agit d’'un modele de
digestion Gl statigue mono-compartimenté qui peraeaimulation des premieres étapes de

la digestion Gl, c'est-a-dire la bouche, I'estoragtintestin gréle Figure 26).
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Cavité orale
{ pH7.0

[ Estomac

pH 2.0, Pepsine } ' )
[ Intestin gréle W k r
J

PH 6.8, Pancréatine

Figure 26. Représentation schématique du modele de digessistnogintestinal in vitro statique mis
en place pour I'étude.

La simulation de la digestion Gl est réalisée damséacteur a double enveloppe de 200 mL
sous agitation magnétique constante. La tempérdtute réaction est maintenue a 39°C tout
au long de la digestion. Le pH des différentes phasst contrdlé et ajusté a l'aide de
solutions de NaOH (5M) et de HCI (5M). Les diff&®rfluides (salivaire, gastriqgue et
intestinal) sont composés d’eau ultra pure doqHea été ajusté en fonction des différentes
phases considérées. Des prélevements sont ré&bisésu long de la digestion a partir
desquels seront réalisées les différentes analpgesx grammes (poids sec) d’hydrolysat ou
de MP sont solubilisés avec 16 mL de fluide salevdie pH n’est pas ajusté dans cette phase
de digestion. Un prélevement de 4 mL de phaseasadiest réalisé aprés 2 min. Le passage
en phase gastrique est réalisé par I'ajout de 24dmlfluide gastrique et de 37,5 mg de
pepsine porcine (ratio E/S : 1/40) aprés ajusterdargH a 2.0. Un prélévement de 4 mL est
réalisé aprés 2h de phase gastrique et la pepstingaetivée par chauffage a 95°C pendant 10
min. A la fin des 2h de réaction, le passage ers@lratestinale est réalisé par I'ajout de 36
mL de fluide intestinal et de 4 mL de NaHE®1 M. Aprés ajustement du pH a 6.8, 26,6 mg
de pancréatine porcine (ratio E/S 1/50) sont agpuféette derniére phase est récoltée
entierement au bout de 4h de digestion, chaufféertiquement pour inactiver les enzymes et
aliquotée. Tous les préléevements sont ensuite ifteggs 10 min a 12 00kg et les
surnageants sont récoltés et filtrés sur membrangoty/fluorure de vinylidene (PVDF) de

0,22um et congelés a -20°C. La figure suivante illugrmmontage expérimentdfigure 27).
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Sortie d’eau (39°C)
Réacteur double
enveloppe

Entrée d’eau (39°C)
Digestat

Agitateur magnetique

Figure 27.Montage expérimental de la simulation de la digastsl in vitro statique des hydrolysats
et de leurs matieres premieres.

Tout au long du manuscrit, les échantillons ou st@gs collectés pendant la digestion seront
respectivement nommés bouche, digestat gastrigugigestat intestinal pour les phases
salivaire, gastrique et intestinale. Les conceiutnat en poids sec/volume des échantillons
sont de 125 g.t pour la phase salivaire, 41,67 4.pour la phase gastrique et 18,51°9.L

pour la phase intestinale.

[l. Caractérisation de la population peptidigue des hymlysats

lll.1. Méthode de mise en évidence des peptides bioaciifgpliqués dans la régulation

de 'homéostasie énergétique
.1.1.  Matériels

Les substrats Glycine-Proline-p-nitroaniline (GIseBpNA/HCI) et Glycine-Proline-7-
amino-4-méthylcoumarine (Gly-Pro-AMC HBr), I'enzynipeptidyl Peptidase IV (extraite
de rein porcin, EC 3.4.14.510 U.mg! de protéine) proviennent de chez Sigma-Aldrich
(Steinheim, Allemagne). Les matériels utilisés etture cellulaire, c'est-a-dire le milieu
DMEM (milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 3tg.L! de glucose), le sérum de
veau feetal (SVF), la pénicilline, la streptomycieiela L-glutamine proviennent de chez

Dutscher (Issy-les-Moulineaux, France).

1.1.2. Préparation des échantillons pour le test d’aés/biologigues

Les digestats bouches, gastriques et intestinags, flactions et sous-fractions
peptidigues ainsi que les peptides synthétique$ sbilisés tels quels ou dilués avec la

solution spécifique de chaque test. Les fractiarsoas-fractions peptidiques sont issues des
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différents fractionnements chromatographiques corarmiqué ci-dessous (partie 3.1.2.2 et
3.1.2.3).

l.1.2.1. Effet des enzymes gastro-intestinales sur la pdpula
peptidique (profils SEC)

La population peptidigue des différentes phasedigestion de chaque hydrolysat et
de leurs matieres premieres est séparée en fora#igon poids moléculaire apparent sur une
colonne Superdex Peptide 10/300 GL (domaine de¢idracement 7000-500 Da) montée sur
une chaine AktaPurifier (GE Healthcare, Uppsalagdam). Afin de suivre la répartition de la
population peptidique sur une gamme de poids mta&euvapparent, un détecteur UV a une
longueur d’onde de 215 nm est couplé a la chaineRAkifier pour détecter les liaisons
peptidiques. La population peptidique est séparbaide d’'une élution isocratique pendant
70 min avec un solvant contenant 30% d’acétonjt®9% d’eau ultra pure et 0,1% d’acide
trifluoroacétique (TFA) a un débit de 0,5 mL.mirUn volume de 2%L de digestat a 18,5
g.L't (concentration de la phase intestinale) est i@jsat la colonne et I'élution des peptides
est suivie par la mesure de I'absorbance a 215 Aldin. d’obtenir la gamme de poids
moléculaire apparent de la population peptidiqgue d#férents digestats, la colonne est
calibrée a l'aide de différents marqueurs de paidééculaires connus (Albumine, 60 kDa ;
Cytochrome C, 12.4 kDa ; Aprotinine 6.5 kDa ; Vilam B12, 1.4 kDa et Gluthation, 307
Da).

l.1.2.2. Protocole expérimental du fractionnement SEC-FPLC

La population peptidique de la phase intestinaleltigue hydrolysat est séparée en
fonction de son poids moléculaire apparent suraohenne HiLoad 16/600 Superdex 30 prep
grade montée sur un chaine AktaPurifier (GE HeatthdUppsala, Sweden). Un volume de 2
mL a 18,5 mg.mt! du digestat intestinal de chaque hydrolysat gsetié dans la colonne et
une élution avec un solvant contenant 30% d’acétlen{ACN), 69,9% d’eau ultra pure et
0,1% TFA a 1 mL.mit est réalisé pendant 2H. Le suivi de 'analysa@slisé par mesure de
'absorbance a 215 nm. Les différentes fractiond sollectées manuellement, puis séchées
par évaporation centrifuge dans un Speedvac (Mi Qaattro Concentrator, Biopharma
Process Systems, Winchester, Royaume Unis) et c@ese a -20°C. Afin d’obtenir une
guantité suffisante pour tester a la fois le pag¢ntes fractions FPLC a stimuler la sécrétion

des hormones intestinales et a inhiber l'activitPPBIV, le fractionnement est réalisé

97
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Matériels et Méthodes

plusieurs fois Tableau §. Puis les difféerentes fractions sont solubilisdaas 1 mL d’HO

ultra pure et le pH est ajusté a 7.

Tableau 6.Caractéristiques des fractionnements FPLC réalisérghaque hydrolysat.

Digestat intestinal de PWF Digestat intestinal d8°X15035

Fractions FPLC| Nombre de | Concentration finalel Nombre de Concentration finale

fractions (mg.mL?) fractions (mg.mL?)

F1 2 30,6 11 32,2

F2 2 25,8 3 36,0

F3 2 28,9 3 36,7

F4 8 28,6 4 32,9

F5 / / 2 32,1
1.1.2.3. Protocole expérimental de fractionnement RP-HPL@mM(s

préparatif)

Les fractions FPLC, issues du fractionnement dgestiats intestinaux, qui ont montré
le plus fort potentiel pour les différents tests é@ sélectionnées afin d’utiliser une deuxieme
technique pour séparer la population peptique. Uk de ce sous fractionnement est de
permettre la séparation de la population peptidignefonction des propriétés physico-
chimiques des peptides. Les fractions FPLC les Iplosctives sont sous-fractionnées sur une
colonne semi préparative C18 Gemini (150 x 10 mrmastiqules de 5um, 110 A,
Phenomenex, Le Pecq, France), & un débit de 5 mi.rhes peptides ont été élués a l'aide
de deux solvants ; le solvant A constitué de 990%%0O ultrapure/0,1% de TFA et le solvant
B constitué de 99,9% d’ACN/0,1% de TFA. Avant chadtactionnement, la colonne est
équilibrée avec 98% de solvant A pendant 20 miiis pa gradient linéaire de 2 a 15% de
solvant B de 35 min est réalisé et suivi d'un geatlliinéaire de 15 a 90% de solvant B de 10
min. La colonne est ensuite rééquilibrée pendamhitDavec 98% de solvant A. De la méme
facon les différentes fractions sont collectées uedlement, puis séchées par évaporation
centrifuge dans un Speedvac (Mi Vac Quattro Comatort Biopharma Process Systems,
Winchester, Royaume Unis) et conservées a -20°@. ddbtenir une quantité de poids sec
suffisante pour tester le potentiel des fractior® @ a stimuler la sécrétion des hormones
intestinales, le fractionnement est réalisé plusigois (Tableau 7. Puis les différentes

fractions sont solubilisées dans 1 mL gDHultra pure et le pH est ajusté a 7.
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Tableau 7.Caractéristiques des sous-fractionnements HPLOgéslpour chaque hydrolysat.

. Digestat intestinal de PWF Digestat intestinal d8°X15035
Sous-fractions - - :
Nombre de Concentration Nombre de Concentration finale
HPLC s . " s "
fractions finale (mg.mL") fractions (mg.mL*)
FA 7 22,6 5 26,0
FB 4 25,2 8 16,2
FC 5 26,4 7 20,5
FD 4 21,6 7 21,2
FE 5 25,2 4 37,5
FF 11 23,3 6 23,1
FG 11 11,3 / /

1.1.3. Méthodes générales de culture cellulaire

1.1.3.1. La lignée STC-1

La lignée STC-1 est dérivée d’'une tumeur neuroemu@céveloppée dans l'intestin
gréle d’'une souris double transgénigbg(re 28).

Figure 28.Cellules STC-1 cultivées en flasque T75 (MO X20).

Cette lignée a gracieusement été donnée par Mman@oGrangette (Institut Pasteur, Lille,
France). La lignée cellulaire est utilisée commedét® d’'étude de la sécrétion de deux
hormones intestinales, CCK et GLP-1. Les cellulé€-3 sont cultivées dans des flasques
T75 contenant du milieu DMEM a 4,5 ¢tlde glucose complémenté avec 10% de SVF, 100
U.mL? de pénicilline, 10Qug.mL? de streptomycine et 2 mM de L-glutamine dans uneeé

a 37°C avec 5% de GOLes cellules STC-1 sont passées deux fois paraigemet
ensemencées a hauteur de 1,5 millions de celluleBasque T75. Selon les besoins des
différentes expériences, les cellules peuventadtsemencées a hauteur de 40 000 cellules par
puits en plaques 24 puits ou a hauteur de 8 O0@lexbar puits en plaque 96 puits.
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1.1.3.2. La lignée Caco-2

La lignée cellulaire Caco-2 (clone ATCC) dérive m'adénocarcinome colorectal

humain Figure 29) et provient de chez Sigma Aldrich (Steinheim gidlagne).

Figure 29.Cellules Caco-2 cultivées en flasque T75 (MO X40).

Cette lignée a été choisie car ces cellules préserdes caractéristiques phénotypiques
proches des entérocytes dont notamment leur capaaié polariser et leur capacité a former
une monocouche de cellules avec la présence dégonscerrées tel un épithélium. La lignée
cellulaire Caco-2 a été utilisée comme modele aaédra intestinale mais également comme
source naturelle d’enzyme DPP-IV. Les cellules Gacsont cultivées dans les mémes
conditions que les cellules STC-1 avec du milieuEMa 4,5 g.L* de glucose complémenté
avec 10% de SVF, 100 U.rtlde pénicilline, 10Qug.mL* de streptomycine et 2 mM de L-
glutamine dans une étuve a 37°C avec 5% de. ©@ns la suite du manuscrit, le DMEM
supplémenté sera nommé DMEM complet. Les cellulaso€ sont passées une fois par
semaine et le milieu de la flasque est changé deisxpar semaine. Chaque semaine, les
cellules sont ensemencées a 1,5 millions de cslleteflasque T75. Selon les besoins des
différentes expériences, les cellules peuventagisemenceées a hauteur de 40 000 cellules par
puits en plaques 24 puits ou a hauteur de 8 OdQlexlpar puits en plaque 96 puits ou a

hauteur de 84 000 cellules par insert.

1.1.4. Test de cytotoxicité

Les tests de cytotoxicité sont réalisés afin d'égal’effet des échantillons issus de la
Digestion Gl sur la viabilité des cellules Cacot2S&C-1. Pour cela, les cellules Caco-2 ou
les cellules STC-1 sont ensemencées en plaguei®6ap8 000 cellules/puits dans un volume
final de 150uL de milieu DMEM complet et incubées pendant 7 $opiour la lignée Caco-2

et 4 jours pour la lignée STC-1 dans une étuve € 33% de CQ@ Apres incubation des
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cellules, les échantillons a tester sont diluésifiérdntes concentrations dans du milieu
DMEM complet (0,2 ; 0,5 et 1% pour les digestatsiileés sur une membrane PVDF 0,22
um. Le milieu de culture dans la plaque 96 puitsrestplacé par 5QL de milieu DMEM
complet et 5QuL de chaque échantillon en triplicata. Trois puitsontréle » sont réalisés en
ajoutant 10QuL de milieu DMEM complet. Apres 18h d’incubatior8d°C, 5% de C@) les
cellules sont lavées avec 10D de milieu DMEM sans ajout. Puis 15Q de milieu DMEM
sans ajout contenant 5% de réactif CCK-8 (Cell Co#it-8, Dojindo Molecular
Technologies, Japon) sont ajoutés dans chaque. puaitplaque est de nouveau incubée
pendant 1h ou 2h a 37°C, 5% de L£Oabsorbance de la plaque est lue au bout det te e
2h a I'aide un spectrofluorimétre Xenius XC (Sdfémnaco, Monaco, France) a une longueur
d'onde de 450 nm. La viabilité cellulaire est c#deu par rapport a la moyenne des

absorbances des puits « contréle » (correspondedd% de cellules viables).

1.1.5. Etude de la stimulation de la sécrétion des hormantestinales CCK et GLP-
1

L’objectif de cette expérience est de mesurer kemiel des hydrolysats et de leurs
matieres premieres au cours de la digestion Glestfrhctions et sous-fractions issues des
différentes méthodes de fragmentation a stimutervitro la sécrétion des hormones
intestinales CCK et GLP-1. Ceci permet d’évalimevitro le potentiel des hydrolysats a jouer

un réle dans la régulation a court terme de leeplsnentaire.

.1.5.1. Protocole du test de contact des échantillons desccellules
STC-1

Afin de permettre le dosage des hormones intessnalCK et GLP-1, les échantillons
sont d’abord mis en contact avec les cellules eat&focrines STC-1. Pour cela, les cellules
STC-1 sont ensemencées dans des plagues 24 goi30® cellules par puits dans un volume
de 500uL de milieu DMEM complet. Les cellules sont incubémviron 4 jours & 37°C, 5%
CQO afin d’atteindre 80% de confluence. Une fois lafbgence atteinte, les échantillons issus
de la Digestion Gl sont dilués a 0,2 ; 0,5 et 1%s(pec/vol) avec du tampon d’incubation
Hepes (4,5 mM KCI, 1,2 mM Cagl140 mM NaCl et 20 mM Hepes, pH 7,4); les
échantillons issus du fractionnement FPLC et dwsdmctionnement HPLC sont dilués a
0,5% (pds sec/vol) a l'aide de ce méme tampon.daflsiles sont ensuite rincées une fois
avec 30QuL de tampon Hepes, puis 3QQ d’échantillons a tester ou de tampon Hepes sont

ajoutés dans les puits. Les plaques sont ensaibées pendant 2h a 37°C, 5% dexCOla
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fin de I'incubation, le surnageant de chaque pestsprélevé et centrifugé pendant 5 min a
7000 g afin d’éliminer les cellules qui se sertidétachées au cours du contact. Le
surnageant de chaque tube est mis dans un nouMeauet congelé a -20°C jusqu’au dosage

des hormones.
1.1.5.2. Dosage des hormones intestinales CCK et GLP-1

La quantification des hormones intestinales CCKG&P-1 produite au cours du
contact des échantillons avec les cellules STC-tespectivement réalisée par dosage radio-
immunologique a l'aide du kit GASK-PR (CisBioassa@®dolet, France) et du kit GLP-1
actif (GLP1A-35HK, EMD Millipore Corporation, Darrtedt, Allemagne). Le principe de ces
deux dosages repose sur la liaison d’'une hormorguda a liode 125 ¥#°) avec son
anticorps spécifique ainsi que sur 'inhibition quétitive de cette liaison par son homologue
non marqué contenu dans les échantillons. Le déplent de la liaison radioactive induite
par les surnageants provenant du contact aveeledes STC-1 est calculé. Ce déplacement
de la liaison permet de déterminer la concentragioiormone dans les surnageants a l'aide
d’'une gamme de concentration d’hormone connue. Rela, la capacité de liaison du
systeme est évaluée par le rappayTBavec B représentant la radioactivité spécifique liée a
I'anticorps en absence d’'une hormone non marqudereprésentant la radioactivité totale.
La réalisation de la gamme étalon permet d'établie corrélation sigmoide de type
exponentiel décroissant entre la concentration boele et B/B, rapport représentant le
pourcentage de liaison du calibrant avec B radiaétspécifique en présence de I'lhormone

non marquée. La relation peut étre linéariséepeglation mathématique suivante :

B

(B _ B0
Logit <%) = Ln(l_i)
B0

Une relation linéaire entre le Logit (B/Bet le logarithme népérien de la concentration en

hormone non marquée peut ensuite étre établie telehation mathématique suivante :

B
Logit (ﬁ) = a Ln[hormone] + b
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1.1.6. Identification des séquences peptidiques impliquéess la stimulation de la

sécrétion des hormones intestinales par spectrsngiEtimasse

L’objectif de cette partie est d'identifier les fdifents peptides présents dans les sous-
fractions (HPLC) ayant montré la plus forte ac@vipour la stimulation des hormones
intestinales (CCK et GLP-1).

1.1.6.1. Analyse LC-MSMS des sous fractions HPLC

Les sous-fractions HPLC sélectionnées sont de rausgchées par évaporation
centrifuge (Mi Vac Quattro Concentrator, BiopharRracess Systems, Winchester, Royaume
Unis) et les culots sont solubilisés dans |80 d’H20 ultra pure contenant 0,1% d’acide
formique (AF). Afin de bien solubiliser le culogd sous-fractions sont vortexées et soumises

a un bain a ultrason trois fois, puis centrifugésid a 10 000 rpm.

Un volume de 1QuL d’échantillon est séparé par RP-UPLC (chromatoigiea liquide ultra
haute performance en phase inverse) a l'aide daoienne analytique C18 Uptisphere
(250x3 mm, particules de pm, 300 A, Interchim, Montlugon, France) sur un égst
chromatographique Acquity biocompatible (Waterstelel_eur, Pays-Bas). L’élution des
peptides des sous-fractions est réalisée a 3066,dbit de 0,6 mL.mihet a l'aide de deux
solvants ; le solvant A constitué de 99,9% sDHultrapure/0,1% d’AF et le solvant B
constitué de 99,9% d’ACN/0,1% d’AF. Le gradient e utilisé est le suivant : injection
dans la colonne a 100% de solvant A, puis un gnadiiedaire de 0 a 15% de solvant B en 45
min, suivi d’'un gradient linéaire de 15 a 35% dévaot B de 20 min et de 35 a 90% de
solvant B de 15 min. Apres 10 min de lavage delarme a 90% de solvant B, la colonne est

réequilibrée & 100% de solvant A pendant 7 min.

Les mesures en masse sont réalisées en mode B&Ensiben mode positif a I'aide d’'un
spectrometre de masse Synapt-G2-Si-IMS (Watersype Electrospray-Quadrupdle-Temps
de vol (ESI-Q-TOF) piloté par le logiciel proprigea MassLynx (version 4.1 Waters) et

préalablement calibré a I'aide d’'une solution derfate de sodium.

Les peptides séparés par chromatographie song®opar electrospray grace a un voltage en
source de 3 kV et une température de désolvatdtosource de 300°C. Les mesures MS et
MS/MS sont réalisées en analyse donnée dépend2iDf) dans la gamme de mesure de 100

a 2000 de rapport masse/charge (m/z). Quinze iggipseurs, au maximum, avec un seuil

103
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Matériels et Méthodes

d’intensité de 10 000 sont sélectionnés pour étmgnientés par dissociation induite par
collision (mode CID) a un voltage de 8 a 9 V pas ilons de faible masse moléculaire et de
40 a 90 V pour ceux de masse moléculaire élevéelelieine enképhaline ([M/H de

556,632) est injectée dans le systéme toutes hamates pendant 0,5 sec afin de suivre et

corriger les erreurs de mesure du spectrometreagsarpendant toute la durée des analyses.
11.1.6.2. Traitement des données de spectrométrie de masse

Le traitement des données de spectrométrie de neddserecherche en banque de
données sont réalisés via le logiciel Peaks Stwdision 8.5 (Bioinformatics Solutions,
Waterloo, Canada) en utilisant respectivement kelie données UniProt (mis & jour le 28
Aodt 2018) restreinte au protéome complet de lallame poissorCichlidae pour I'analyse
de la sous-fraction HPLC de PVéEla base de données UniProt (mis a jour le 2& A0(i8)
restreinte au protéome complet Gallus Gallusen ce qui concerne I'analyse de la sous-
fraction HPLC de XVP 15033.es seuils de tolérance des masses des ions pracairst
fragments sont définis a 35 ppm et 0,2 Da respettant et la recherche est effectuée sans
notifier le choix d’'une enzyme. Les séquences papies identifiees par le logiciel sont
filtrées selon un taux de faux positifs (FDR) g&ment inférieur a 1%. Les séquendes
novoidentifiées par le logiciel sont filtrées selonsaore de confiance (ALC score) supérieur
a 80%.

l1l.2. Méthode de mise en évidence des peptides bioaciifgpliqués dans la régulation

de 'homéostasie énergétique : inhibition de I'actiité enzymatique de la DPP-IV

L'objectif de cette expérience est de mesurer kemieel inhibiteur de la population
peptidique des hydrolysats sur I'activité de la EIFNPLa mesure du potentiel inhibiteur a été
réalisée selon une méthode classique de dosage l'atiisation de I'enzyme DPP-IV
purifiée et/ou selon une méthode mis au point aorktoire a I'aide des enzymes DPP-IV
présentes sur la membrane de cellules Caco-2 @sd@aron et al. 2017b).

1.2.1. Test d’inhibition de 'activité DPP-IV

1.2.1.1. Test d'inhibition de I'activité DPP-IV avec I'enzemurifiée

Le potentiel inhibiteur de 'activité de la DPP-RNés digestats et des peptides ayant
traversés une barriére intestinale simulée pamum@ocouche de cellules Caco-2 (décrit dans

la section 3.2.2.1 ci-dessous) a été mesuré. Raay les échantillons sont mis en présence
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d’'un substrat préférentiel de I'enzyme DPP-IV (stdisGly-Pro-pNa) permettant ainsi de
mesurer, par I'absorbance a 405 nm, le groupententmphore (p-nitroaniline) du substrat
clivé par 'enzyme DPP-IV purifiée. Le test estlig@en plagues 96 puits transparentes. Les
échantillons testés sont dilués a différentes aunatons (de 9 gt a 18 g.L* pour les
digestats, de 0,5 a 4 ¢‘lpour les échantillons apicaux de la manipulatierpdssage) dans
du tampon Tris/HCI 100 mM, pH 8. Dans chaque pdfsuL d’'une solution de DPP-IV a
0,018 U.mL! sont ajoutés au 2pL d’échantillon dilués et 7pL de tampon Tris/HCI. Un
contrble négatif (puits sans inhibiteur potentiphrmettant d’obtenir 100% de I'activité
enzymatique soit le 0% d’inhibition de I'activitéPP-IV est réalisé en remplacant les25
d’échantillon par du tampon Tris/HCI. De plus pahaque échantillon testé ou contrdle, des
puits nommeés « puits couleur » sont réalisés afn sdustraire I'absorbance issue de
I'échantillon. Pour cela, le volume d’enzyme eshpéacé par du tampon Tris/HCI 100 mM,
pH 8. Dans chaque puits, pQ de substrat Gly-Pro-pNa a 1 mM sont ajoutés gldgue est
incubée pendant 1h & 37°C. L'absorbance est lué®% nn toutes les 2 min par un
spectrometre ELx808 Absorbance Reader (BioTekungnts Inc., Etats-Unis).

Le pourcentage d’'inhibition de I'activité de la DIRPest calculé selon la formule suivante :

Abs (échantillon) — Abs (puits couleur)

% d inhibition = ; S
% d inhibition moyenne Abs (témoin négatif)

Avec Abs pour I'absorbance mesurée a 405 nm.

A partir des pourcentages d’inhibition obtenus, régression linéaire du pourcentage
d’inhibition en fonction du logarithme népérien e concentration finale de I'échantillon

testé peut étre calculée. La relation suivantaiesi obtenue :
% inhibition = a * Ln(échantillon) + b
Avec a représentant la pente et b 'ordonnée &yliwe.

A partir de cette équation, la valeur de la comegitn minimale pour inhiber de 50%

l'activité de 'enzyme DPP-1V (l6p) est ensuite déterminée par la relation linéaireasite :

50—->
a

[Cs50 = exp
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.2.1.2. Test d’inhibition in situ de l'activité DPP-IV sues cellules
Caco-2

Comme pour la méthode avec I'enzyme purifiée, lelsagtillons ont été mis en
présence d'un substrat fluorescent préférentidletieyme DPP-IV présente a la surface des
membranes des cellules Caco-2 (substrat Gly-Pro-ANPGur cela, les cellules Caco-2 ont
éeté ensemencées a 8 000 cellules /puits en plagymii®s opaque (Nunc, Thermo Fisher
Scientific, Rochestern NY, Etats-Unis). Les plagsest incubées pendant 1 semaine a 37°C,
5% de CQ. Le jour de I'expérimentation, les échantillonsnisailués a différentes
concentrations (allant de 3,47 a 13,89.tHans du tampon phosphate (NaCl 140 mM, KCI
2,7 mM, NaHPQ@ 10 mM, KHbPQ: 2 mM) a 10 mM, pH 7,4. Les cellules sont lavéescav
100 puL de tampon phosphate préalablement chauffé a A€ 75uL de tampon sont
déposés dans tous les puits. Puis un volume dd_28échantillon ou de tampon (pour les
puits contrdle négatif) est ajouté. La plaque esuge incubée a 37°C pendant 5 min avant
'ajout de 50uL de substrat Gly-Pro-AMC a 1 mM dans tous les uita mesure de la
fluorescence émise est enregistrée toutes les 2pemidant 1h par un spectrofluorimétre
Xenius XS (Safas Monaco, Monaco) équipée d'un baémie thermostaté a 37°C. Les
longueurs d’onde d’excitation et d’émission sonB86 nm et de 438 nm respectivement. Les

valeurs d’lGo sont calculées comme décrit dans la partie préteda.2.1.1).

1.2.2. Passage d’'une barriére de cellules Caco-2, moedk [ohrriere intestinale

L’objectif de cette expérience est d’identifier Ipsptides provenant des digestats
intestinaux des hydrolysats capables de traverserhbarriére intestinale simulée par une

monocouche de cellules Caco-2 pour inhiber I'at#idie I'enzyme DPP-IV.

l.2.2.1. Protocole de I'expérience de passage de la barrtecellules

Caco-2

Afin d’obtenir un modéle de barriere intestinakdgure 30), les cellules Caco-2 ont
été cultivées sur des inserts (D = 4,2 cm ; Talks pores = 3um, #référence : 353092,
Dutscher, Issy-les-Moulineaux, France) placés dane plague Compagnon 6 puits
(Dutscher, Issy-les-Moulineaux, France). Pour dekagcellules Caco-2 ont été ensemencées a
20 000 cellules.crh soit 84 000 cellules par insert dans 2 mL de mi&VIEM complet. Un
volume de 2,5 mL de milieu DMEM est déposé dangjebauits de la plaque. Les cellules
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sont incubées a 37°C pendant 15 jours et le mdiewdté apical et du c6té basolatéral est

changeé tous les 2 jours.

I B

InSert s—

o (otéapical
Monocouche de
cellules Caco-2 Na

Membrane perméable #4————— Coté Basolatéral

Figure 30.Schéma du modéle de barriére intestinale.

Le jour de I'expérience, un milieu de transport eeplank’s Balanced Salt Solution (HBSS :
CaCb 1,26 mM, MgC4-6H20 0,49 mM, KCI 87,8 mM, KKHPQs 0,41 mM, NaHCQ 4,2
mM, NaCl 136 mM, NgHPQ4 0,27 mM, MgS@-7H20 0,19 mM, Glucose 5,6 mM, Hepes 22
mM) est préparé et filtré sur membrane PVDF 2 Les échantillons sont dilués a 4 §.L
dans le milieu de transport. Le c6té apical et &€ cbasolatéral de chaque puits sont
respectivement lavés avec 500 et 1 mL de milieu de transport préalablement ¢igéaa
37°C. Puis, 1 mL du milieu de transport a 37°Cdégiosé du c6té apical et 2,5 mL du coté
basolatéral. La plague est incubée pendant 30 B#1@, 5% de Cg) puis le contenu du c6té
apical est aspiré et remplacé par 1 mL d’échantibe de milieu de transport (pour le
contrble) préalablement chauffé. Afin d’évaluentagrité de la barriere, de la Lucifer Yellow
(LY, Lucifer Yellow CH dilithium salt, Sigma Aldrie, Steinheim, Allemagne) est ajoutée
dans chaque puits (voir partie 3.2.2.2 ci-dessoUs)e cinétique est réalisée avec des
prélevements de 100L en apical et en basolatéral a 15 min, 280en apical et 1 mL en
basolatéral a 60 min et I'intégrité du contenu pica (650uL) et en basolatéral (1,4 mL) a
120 min d’incubation a 37°C, 5% de €0

1.2.2.2. Estimation de la perméabilité apparente de la benei

cellulaire

L’objectif de cette expérience est d’estimer I'gntiéé de la barriére intestinale simulée
par une monocouche de cellules Caco-2. Pour celeglorant hydrophile (la Lucifer Yellow,
LY) capable de traverser la barriére cellulaire yaie paracellulaire a été utilisé. La LY a
donc été déposée dans le cbté apical a une coatientde 10QuM. Les concentrations de la
LY ayant traversé la monocouche de cellules Cacoft été déterminées par
spectrofluorimétrie a l'aide d'une gamme de conagitn connue de LY. Dans une plague
96 puits opaque, 50L de chaque échantillon (apical a 120 min et badaa 15, 60 et 120
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min) sont déposés en simplicat et @0de chaque point de gamme (allant de 0,1 a,dp
sont déposés en triplicata. Le pourcentage de dhomnce est obtenu a l'aide d'un
spectrofluorimétre Xenius XC (Safas Monaco, Monacadgs longueurs d’ondes d’excitation
et d’émission respectives de 485 et 530 nm. Lesadmations en LY obtenues dans les
echantillons basolatéraux a l'aide de la gamme¥desbnt représentées en fonction du temps
pour chaque condition permettant ainsi de détemmim@erméabilité apparente moyenne de
la monocouche de cellules Caco-2. La perméabififgaeente (B est calculée grace a la

formule ci-dessous :

Qv
dt = A% CO

Papp =

da P e cres 2 P . p . .
Avecd—f représentant le taux de perméabilité détermindgppente de la régression linéaire

de la concentration en LY dans les surnageantsldiésaux en fonction du temps, V le

volume basolatéral, A I'aire de l'insert et CO tancentration initiale déposée de LY.
Une barriére est considérée comme intégre si Buvalu Rypest inférieure a 1.10cm.st.
1.2.2.3. Estimation de l'intégrité de la barriere cellulaire

L’'une des méthodes classiquement utilisée poumestia mise en place de l'intégrité
de la barriere cellulaire est de réaliser la meslerda résistance trans-épithéliale (TEER).
Cette mesure n’a cependant pas pu étre réalisélesurserts 6 puits. Afin de pallier a ce
mangue d’information, les cellules ont été fixéesnarquées a I'aide de fluorophore afin de
visualiser I'intégrité de la monocouche de celluBzco-2. Deux fluorophores ont été utilisés
permettant de visualiser les noyaux des celluldssegfonctions serrées. Pour cela, a la fin de
la cinétique du passage de la barriére intestitedesellules ont été lavées avec du PBS. Puis,
elles ont été fixées a l'aide de 1 mL de ParaFateigide a 4% (PFA). Les inserts ont été
incubés 15 min a température ambiante, puis deeamulavés avec du PBS (NaCl 140 mM,
KCl 2,7 mM, NaHPQ 10 mM, KHPQ; 2 mM). Dans une plaque 24 puits contenant
préalablement 50QL de PBS par puits, les inserts coupés en deux@anés dans chaque
puits. Ensuite une saturation est réalisée a I'delé&00uL de PBS contenant 3% de BSA
(Bovine Sérum Albumine). Le PBS est remplacé parvalume de 150uL d’anticorps
primaire ZO-1 (Fisher Scientifique, Rochestern NBtats-Unis) se fixant au niveau des
jonctions serrées. La plaque 24 puits est alorghiée pendant 1h30 a température ambiante et

sous agitation. Les cellules sont lavées 3 foix avevolume de 50QL de PBS contenant

108
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Matériels et Méthodes

3% de BSA et 20% de TWEEN et avec une incubatioh den entre chaque lavage. Ensuite
un volume de 15@L d’anticorps secondaire ALEXA 488 antirabbit (@otips contenant le
fluorophore, Life Technologies, ThermoFisher SafentUSA) est ajouté dans chaque puits.
La plaque est ensuite incubée 45 min a températutgante, protégée de la lumiére et sous
agitation. Les cellules sont de nouveau lavéesssdomme précédemment, puis un volume
de 150uL de Dapi (Euromedex, Souffelweyersheim, France)agsuté et la plaque est de
nouveau incubée 10 min a température ambiantelabages sont de nouveau réalisés a la fin
de l'incubation avec du PBS contenant la BSA éfieen puis avec 500L de PBS seul et
avec de I'eau ultrapure autoclavée. Les inserts asuite placés sur une lame de microscope
et une goutte de milieu de montage (Euromedex, fSmdyersheim, France) est déposée
ainsi qu’une lamelle. Apres séchage sur la nuirmapgrature ambiante et protégées de la
lumiere, le contour des lamelles est verni etd@sds sont observées a I'aide d’un microscope
optique a fluorescence EVOS FL Cell Imaging Sys{@mermofisher Scientific, Waltham,
USA).

1.2.3. Identification des séguences peptidigues dansulesmgeants par spectrométrie

de masse

Les surnageants apicaux et basolatéraux a 120 omh péparés et analysés par
spectrométrie de masse de la méme facon que lssfremtions HPLC (cf partie 3.1.6.1 et
3.1.6.2). La colonne UPLC utilisée est une C18-AZ30&3 mm, particules de 3 um,
Interchim, Montlucon, France) et le gradient apelaitilisé a un débit de 0.5 mL.mirest le
suivant : 5 min & 1% de solvant B, puis un gradieraire de 1 a 30% de solvant B de 40
min, suivi d’un gradient linéaire de 30 a 70% divaot B de 8 min. Aprés 2 min de lavage de
la colonne a 95% de solvant B, la colonne est iéBge a 99% de solvant A pendant 3 min.
De méme que pour les peptides HPLC, l'ionisatianréslisée par électrospray. Cependant,
les mesures MS et MS/MS sont réalisées en analysaée dépendante (DDA) dans la
gamme de mesure de 30 a 2000 de rapport masseddham).

V. Etude in vivo de I'effet satiétogene d’un hydrolysat protéique

L’objectif de cette étude est de mesurer I'efféicsagéne de I'hydrolysat PWF afin de
pouvoir comparer les résultats obtenus au cout&tmlein vitro chez le rat. De plus, cette
étude permet d’aller plus loin dans la recherchéideactivité de I'hnydrolysat PWF par la

mesure de son effet sur ’homéostasie énergétiqugeéral sur des animaux en bonne santé
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et sur des animaux subissant une modification de loméostasie €énergétique par
'alimentation. Dans une premiére étude, le po&drte I'hydrolysat PWF (HP) a réguler la
prise alimentaire a été comparé a sa matiere prenidP). Dans une seconde étude, ce

potentiel de HP a été mesuré dans le cas d’un difibég alimentaire.
IV.1. Matériel

Les animaux et l'alimentation de maintenance (TlR0H6) proviennent de chez
Envigo (Gannat, France). Le régime riche en maigrasses (DIO12451) provient de chez
OpenSource Diets (New Brunswick, USA) et la litikignocel Selec Fine provient de Safe
(Augy, France). L'inhibiteur de I'enzyme DPP-IV,slekits RIA pour doser l'insuline
plasmatique et les kits Luminex pour doser les looes plasmatiques circulantes
proviennent de chez Millipore (Saint Quentin en Mws, France). Les kits pour doser les

hormones CCK proviennent de chez Euro Diagnositanio, Suede).
IV.2. Animaux et groupes expérimentaux

L’expérimentation a été réalisée sur 32 rats mélkstar (Envigo, Gannt, France),
pesant 277 + 31 g (7-8 semaines) a l'arrivée arfiaterie. A la réception, les rats ont été
placés individuellement dans des cages transpareete polysulfone (type Il H,
425x265x180, SERLAB, Montataire, France). Les anixnant ensuite été introduits dans une
piece climatisée, a une température de 22 = 2°@hethumidité relative de 50 + 20%. Les
rats ont disposé de la nourritwaé libitum(Tableau § ainsi que de I'eau de boisson et ont été
maintenus dans un cycle lumiére-obscurité 12h-1@miére de 5h30-17h30). Apres cinq
jours d’acclimatation aux conditions du laboratples rats ont été répartis en quatre groupes

de traitement (n = 8 / groupe) sur la base depeids.

L’animalerie posséde l'autorisation du Ministere HAgriculture et de la Recherche

(Agrément N0.5900912). L’ensemble des procédures qui ont étisads dans cette étude
était conforme a la Directive 2010/63/UE du Parletrteuropéen. Le protocole d’étude a été
soumis au Ministere de 'Enseignement Supériededa Recherche conformément a I'Arrété
du ler février 2013 relatif a I'évaluation éthigae a l'autorisation de projets impliquant

I'utilisation d’animaux dans des procédures expéritales.
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Tableau 8. Caractéristiques énergétiques des aliments utiligés cours des deux phases
d'expérimentation.

Apports Teklad 2016 standard DIO D12451
Calories par les protéines 22% 20%
Calories par la matiere grasse 12% 45%
Calorie par les glucides 66% 35%
Apport énergétique 3000 kcal.kd 4057 kcal.kd

IV.3. Evaluation des effets des solutions testées surgease alimentaire et sur la prise

de poids des rats

IV.3.1. Premiére phase d’expérimentation

L'objectif de la premiére phase d’expérimentaticst de mesurer le potentiel de
I'hydrolysat PWF sur la régulation de 'lhoméosta@iergétique des animaux en croissance et
en bonne santé. Pour cela, I'effet de I'hydrolysaité comparé a celui induit par sa matiére

premiere.
IvV.3.1.1. Protocole expérimental

La premiere phase d’expérimentation s’est déroyléedant 27 jours consécutifs
(Figure 31). A la suite d'une période d’acclimatation desrateur nouvel environnement, ils
ont été divisés en quatre groupes de 8 rats (dentd250, HP500 et MP500) en fonction

de leur poids.

1¢ phase d’expérimentation
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Figure 31.Schéma du protocole expérimental de la premiérsgléexpérimentation.

Les animaux ont un acced libitum,a I'eau et a I'aliment standard (Teklad 2046, Tableau
8). Les animaux ont été gavés, avec 1 mL de solutina fois par jour a heure fixe (15h30)
(Tableau 9. La solution a été administrée a l'aide d’'undrggre connectée a une sonde de

gavage oro-gastrique.
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Tableau 9.Administration des traitements.

Groupes Nombre de rats Traitement Dose
Contréle 8 Eau 1mL
Hydrolysat de tilapia R 1
HP250 8 (HP) 1 mL a 250 mg.mt
HP500 8 Hydro'y(sﬁlf_,;’e tlapia |1 11 4 500 mg.mt
Matiére premiere non R 1
MP500 8 hydrolysée de HP 1 mL a 500 mg.mt
IvV.3.1.2. Consommation et prise de poids

La consommation des animaux a été mesurée de tagatidienne par la pesée des
croquettes au moment de I'administration de leaiteément habituel. Le suivi du poids a été

réalisé par la pesée de chaque animal une foisepaaine, le premier jour de la semaine.

A la fin de cette premiere phase expérimentaleateésaux n’ont plus recu de gavage oro-

gastrique pendant une période de 9 jours.

IV.3.2. Deuxieme phase de |'expérimentation

L’objectif de cette deuxiéme phase est de mesarpotentiel de I’hydrolysat PWF sur
des animaux subissant un déréglement de leur nmist@ieoénergétique occasionné par une

alimentation riche en matieres grasses.
IvV.3.2.1. Protocole expérimental

La deuxieme phase d’expérimentation s’est déropkredant 50 jours consécutifs
(Figure 32). A la fin de la période de 9 jours sans gavaggahimaux ont été pesés et divisés
en quatre groupes de 8 rats (Ctrl, Ctrl HF, HP239R500) en fonction de leur poids.

28 phase d'expérimentation
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Figure 32.Schéma du protocole expérimental de la deuxiemseptiexpérimentation.

Les animaux ont été gavés, avec 1 mL de solutias, fais par jour a heure fixe (15h30)
(Tableau 10. La solution a été administrée a I'aide d’'unerggre connectée a une sonde de

gavage oro-gastrique.
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Tableau 10 Administration des traitements.

Groupes Nombre de rats Traitement Dose
Contrble Standard 8 Eau 1mL
Contréle High Fat 8 Eau 1mL

HP250 8 Hydrolysat de tilapia (HP)| 1 mL a 250 mg.mi
HP500 8 Hydrolysat de tilapia (HP) 1 mL a 500 mg.mtt
IvV.3.2.2. Consommation et prise de poids

Les animaux ont un acces libitum,a 'eau et a lI'aliment standard (Teklad 20&8,
Tableau § pour le groupe contr6le ou a l'aliment riche eatigres grasses (45%) pour les
groupes contrdle HF, HP250 et HP500 (DIO D12481Tableau §. Le suivi du poids au
cours de la 2phase d’expérimentation a été réalisé par pes@batpie animal une fois par
semaine, le premier jour de la semaine comme emipre phase d’expérimentation.
Contrairement a la premiere phase, la consommati&é suivi par la pesée de I'alimentation
deux fois par jour (pesée apres 12h jour + 2h pauir la période jour et 10h pour la période
nuit). Ceci permet de mesurer l'effet a court terde I'hydrolysat PWF sur la prise

alimentaire.
IvV.3.2.3. Points limites de I'expérimentation animale

Que ce soit au cours de la premiere ou de la deexighase d’expérimentation, le
souci du bien-étre animal a été primordial au cogrsette étude. Toute souffrance animale a

/////

état physique, selon les critéres établis par MoetoGriffiths (Morton and Griffiths 1985).

Un autre point limite a été mis en place pour laxiEme phase d’expérimentation. En effet,
les rats ont été sous régime riche en matieresegasfin de déséquilibrer leur métabolisme
énergétique. Afin d'éviter toute souffrance indugiar le régime alimentaire, les rats qui
auraient développé une obésité avérée et un trowbheétabolisme tel que du diabéte de type
2 auraient été éliminés de I'étude, ce qui n'agiade cas. Pour cela, des tests de tolérance au

glucose ont été réalisés au cours de la deuxiereeptiexpérimentation.
IvV.3.2.4. Protocole de 'OGTT

Afin de s’assurer que les animaux ne développestdeatrouble du métabolisme et
notamment du diabéte de type 2 induit par le régiofe en matieres grasses, différents tests
de tolérance au glucose (OGTT) ont été réaliséprémier test a été réalisé avant le début de
la deuxiéme phase d’expérimentation, puis apr§eué de régimedHigure 32. Les rats ont
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d’abord été mis a jeun pendant la nuit, puis ll0D@e sang ont été préleves (sang a jeun = TO)
au niveau de la veine caudale afin de mesureneani basal d’insuline plasmatique et une
goutte est déposée sur un glucométre Accu Chebrraf(Pharmacie Roussel, Lille, France)
pour mesurer la glycémie sanguine. A la suite dpré&vement, les animaux regoivent une
solution de glucose par voie orale a une dose 4lenQ/100 g de poids corporel. Le sang est
ensuite collecté a 30, 60 et 120 min apres I'adstriaiion de la charge de glucose. Chaque
prélevement est mis dans des tubes contenant 5%l/vdyo d’Acide
EthyleneDiamineTetraacetique (EDTA). Puis les tubast centrifugés a 12 00@ pendant

10 min a 4°C et le plasma est récupéré et consen&0°C jusqu’au dosage. Le glucose
sanguin est mesuré en utilisant un glucometre ebheentration plasmatique en insuline est

mesurée en utilisant le kit RI-13K (Millipore, SaiQuentin en Yvelines, France).

hY

A partir des concentrations en glucose sanguinnetnsuline plasmatique a jeun, I'état
physiologique a été estimé en fonction de deuxescpermettant de déterminer l'insulino-
résistance (HOMA-IR) et le dysfonctionnement ddiilss B-pancréatiques (HOMA). Les

scores HOMA (ou Homeostasis Model Assessment afimfesistance) sont calculés selon

les formules suivantes :

[Insuline a jeun] X [Glucose & jeun|
22,5

HOMA — IR =

20 X [Insuline a jeun]

HOMA - = \
p [Glucose ajeun] — 3,5

Avec la concentration en insuline circulante exgemen Ul.mL et la concentration du

glucose exprimée en mmol.mML

IV.3.3. Troisieme phase de I'expérimentation

Le premier objectif de la troisieme phase est deumas I'effet de I'hydrolysat sur la
régulation de I'homéostasie énergétiqgue a coumedepar la mesure de la prise alimentaire
aprés un gavage suivant une période de mise eejauar le dosage des différentes hormones
en lien avec la régulation de 'lhoméostasie éngpgét Le deuxieme objectif est de mesurer
I'effet a long terme de I'hydrolysat PWF par la mesde I'expression des génes de certains

marqueurs de 'homéostasie.

Le schéma suivant décrit le protocole expérimenedh troisieme phas€ifure 33) :
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32 phase d’expérimentation

T
Jso - J4

gavages

25g d'aliment.

Pesée de l'aliment

Figure 33.Schéma du protocole expérimental de la troisienasgldl'expérimentation.

Pendant la derniere semaine d’expérimentationfetedle HP a été mesuré sur la reprise
alimentaire (jour sh). Pour cela, les rats ont été mis a jeun pendantit, puis gaves avec 1
mL des solutions habituelles (eau, HP250 ou HPSf@)ninutes apres le gavage, environ 25
g de nourriture ont été mis a disposition et lascommation a été suivie par pesée apres 30
min, 1;2;3;4;5et6 h. Le lendemain, leBraux sont de nouveau mis a jeun pendant la
nuit, puis gavés avec 1 mL des solutions habitsgiau, HP250 ou HP500). 30 minutes
apres le gavage, les animaux sont sacrifiés papitétion. Le sang et différents organes sont
récoltés pour différentes analyses (régulationhdemones intestinales, activité plasmatique
de I'enzyme DPP-IV, expression de difféerents genpsComme décrit préecédemment, le
sang est récolté dans des tubes contenant 5% d’EXOAuL.mL? d’inhibiteur de DPP-IV
(Millipore, Saint Quentin en Yvelines, France). ®las tubes sont centrifugés et le plasma est
congelé a -80°C jusqu’a analyse. L’estomac et ie émt été congelés directement dans de
'azote liquide avant d’étre conservés a -80°C. hawes tissus (hypothalamus, duodénum,
jéjunum, iléon, tissu adipeux) ont été placés ddews tubes contenant du RNA later tissue
protect (QIAGEN, Courtaboeuf, France).

IV.4. Potentiel de I'hydrolysat dans la modulation de cdaines hormones impliquées

dans la régulation de I'homéostasie énergétique

IV.4.1. Dosage des CCK plasmatiques

Afin de pouvoir doser le niveau de CCK circulamelétape d’extraction est réalisée.
L'extraction a été réalisée en suivant les reconttaons du kit de dosage et de I'équipe de
Ilwai (Iwai et al. 1986). Un volume de 3 mL d’éthaacd6 % a été ajouté a 2 mL de plasma,
puis les tubes ont été vortexés et incubés 30 MRCaENsuite, les tubes ont été centrifugés a
2 200 g pendant 30 min a 4°C. Le surnageant deuehtadpe, contenant les CCK, est séché en
utilisant un speed vac (Mivac) a 37°C. Chaque cestensuite dissout avec 1 mL de réactif

D fournis dans le kit, puis vortexé et incubé penc® min sur glace avant de doser les CCK
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a lI'aide du kit EURIA-CCK (Euro-Diagnostica, Suedea détermination de la concentration

circulante de CCK est réalisée selon le méme grngue celui décrit dans la partie 3.1.5.2.

IV.4.2. Dosage des autres hormones circulantes

Les niveaux circulants des hormones (GLP-1, GIBuline, Glucagon, Ghréline et
Leptine) ont été mesurés en utilisant la techneladyi Luminex. Le kit utilisé est le kit
meétabolique du rat (Rat Metabolic Magnetic, BeadhdParef : RMHMAG-84K, Merck,
USA). Apres une incubation de 10 min a températimnbiante et sous agitation de la plaque
96 puits avec 20QL de tampon, le tampon de chaque puits est retivd @olume de 2oL
de plasma ou de standard est ajouté dans chagise Puis un volume de 28 de tampon
est ajouté dans les puits controle et dans les poitenant le plasma ou gb de matrice
(permettant de simuler le plasma) sont ajoutés tenpuits de la gamme. Enfin 2& de
billes, greffées avec les anticorps de GLP-1, GiBuline, Glucagon, Ghréline et Leptine,
sont ajoutés dans chaque puits. Et la plague egsbée sur la nuit a 4°C sous agitation. Le
lendemain, la plaque est posée sur une plaque tiggm@our fixer les billes magnétiques au
fond de la plague et le surnageant de chaque gslifeté. La plaque est lavée trois fois avec
du tampon de lavage et en utilisant la plaque ntagreé pour retenir les billes entre chaque
lavage. Apres le lavage des puits, un volume dal5@’anticorps est ajouté par puits et la
plague est incubée sous agitation 30 min a tempéraimbiante. A la fin de I'incubation, 50
uL de solution de streptavidin-Phycoerythrin sowiuégs dans chaque puits. La plaque est de
nouveau incubée sous agitation 30 min a tempérainmigante. Les étapes de lavage sont
répétées et 100L de Sheath Fluid sont ajoutés dans chaque putplague est incubée 5
min sous agitation avant la lecture par le LumiBéf (Merck, USA).

IV.4.3. Mesure de l'activité de la DPP-IV plasmatique

L'activité¢ de la DPP-IV plasmatique a été mesuréecale test biochimique
d’inhibition pour mesurer l'inhibition de l'activit DPP-IV (voir partie 3.2.1.1). Cependant,
15 uL de plasma contenant la DPP-IV sont ajoutés dalque a la place de I'enzyme purifiée
et 25uL de tampon Tris/HCI (100 mM, pH 8) sont ajoutékadlace des échantillons. Un
contrble positif (enzyme purifiée) et des puits lears sont réalisés comme dans la partie
3.2.1.1.
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IV.5. Etude de la modulation de I'expression des génes piiqués dans la régulation de

I’lhoméostasie énergétique

IV.5.1. Extraction et rétro-transcription des ARN

Avant I'extraction de I'ARN, I'estomac a été poudrd’aide d’'un mortier et d’azote.
Une quantité de 100 mg de poudre d’estomac a é&emans des tubes, puis 1 mL de Qiazol
(QIAGEN, Courtaboeuf, France) a été ajouté avaoydge a lI'aide d'un Tissue Ruptor
(QIAGEN, Courtaboeuf, France). Pour les autresusisduodénum, jéjunum, iléon), un
morceau a été prélevé, déposeé et broyé dans ureaouube contenant 1 mL de Qiazol.
L’hypothalamus a été broyé entierement dans 1 mQideol. L’'extraction des ARN a partir
des cellules Caco-2 et STC-1 a été realisée parmikthode d’extraction au
chloroforme/isopropanol. Un volume de 200 de chloroforme a été ajouté dans chaque
tube. Apres avoir été vortexé pendant 15 sec, atbiés 2-3 min sur glace les tubes sont
centrifugés 15 min a 3 93¢y a 4°C. Le surnageant contenant les ARMN(re 34) de chaque

tube est prélevé et mis dans de nouveaux tubes.

ARN

ADN

Protéines + débris

Figure 34.ldentification des différentes phases a la suitéaddraction d'ARN au chloroforme.

Un volume de 50QuL d’isopropanol est ensuite ajouté dans chaque. tubs tubes sont
vortexés et incubés sur la nuit a -20°C. Le lendeyrias tubes sont centrifugés 20 min a
3 934xga 4°C. Le culot d’ARN est lavé deux fois par cdogation 10 min a 3 934g a 4°C
avec 1 mL d'éthanol 70%. Aprés séchage du culotliempérature ambiante les ARN
purifiés sont solubilisés dans Ll d’H.0 RNase et DNase free. La concentration et la @uret
de chaque échantillon sont évaluées par la mesut@algsorbance a 260 nm a l'aide d’'un
NanoDrop Lite (Thermo Scientific, Darmstadt, Allegn&). Une quantité de g d’ARN a
ete rétro-transcrit en ADN complémentaire en wilisle kitRevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis (Thermo Scientific, Darmstadt, Alegne) selon les instructions du

fabricant.
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IV.5.2. PCR quantitative en temps réel (rt-qPCR)

L’objectif de cette expérience est de mesurer lesanx relatifs de transcription par
RT-gPCR des génes. Pour cela, les ADN complémest#ianscrits (voir partie 1V.5.1) sont
quantifiés par PCR quantitative en temps réel. Wiume de 2 ul/puits d’ADN
complémentaire est ajouté dans une plaque 96 ppégue blanche (4titude, Dutscher, Issy-
les-Moulineaux, France) et 18 d’'un mélange constitué dell. de Master Mix SYBR
Green Brilliant 111 Ultra-Fast (Agilent TechnologieLes Ulis, France), pL d’H>O DNase et
RNase free, 1ulL d’amorce sens et LL d'amorce antisens. Les niveaux relatifs de
transcription des genes codant pour les CCK, lglpcagon, la DPP-1V, la ghréline, PYY,
GIP, la leptine, et les neurotransmetteurs (CARIME, NPY, AgRP) ainsi que les genes de
référence GAPDH sont analysés par PCR quantitaivéemps réel. Le tableau ci-dessous
(Tableau 11 indique les séquences des amorces utilisées gtamdardiser les niveaux

relatifs d’expression.

Tableau 11.Séquences des amorces utilisées pour la quatitficde I'expression des génes cibles.

© 2019 Tous droits réservés.

Genes cibles Amorce sens Amorce antisens
GAPDH GGCTCTCTGCTCCTCCCT GGTAACCAGGCGTCCGATAC
CCK GCACTGCTAGCCCGATACAT CCGAAATCCATCCAGCCCAT
Proglucagon GGAGACAGACTCTGAGGGGC GAAGGAACCGTTACAGGA
DPP-IV GCTGGTCATATGGAGGGTACG TGGAGTTGGGAGACCCATGTA
PYY GAGCCGCTACTATGCTTCCC CACCTTCTGGCCGAGACCTG
GIP TAAGAAGAGCTGTTGGCTCGG CATGGGATCGGAACTCAACCT
Ghrélin TTGGCATCAAGCTGTCAGGA TTGTTAGCTGGCGCCTCTTT
Leptine TCACACACGCAGTCGGTATC GCAAGCTGGTGAGGATCTGT
CART GCGCTGTGTTGCAGATTGAA CGTCACACATGGGGACTTGG
POMC ATAACGGGAGGCGACGGAG CTGAGGCTCTGTCGCGGAA
NPY TGGCCAGATACTACTCCGCT TTCAAGCCTTGTTCTGGGGG
AgRP AGAGTTCTCAGGTCTAAGTCT CTTGAAGAAGCGGCAGTAGCACGT

La réaction PCR est conduite dans un thermocy€e&iX(Connect, BIO-RAD, Marnes-la-

Coquette, France). Apres une premiéere dénaturat@s®C pendant 3 min, un cycle constitué
d'une phase de dénaturation a 95°C pendant 15dsexne phase d’hybridation a 60°C

pendant 30 sec et d'une phase d’élongation a 7Zi@ant 30 sec est repété 40 fois. La
réaction PCR s’achéve par la réalisation de coudeefusion (95°C pendant 10 sec, 65°C
pendant 0,5 sec et 95°C pendant 5 sec). Chaquéecdamorce a d’abord était validé par la
mesure de l'efficacité. Pour cela, un volume dal2d’ADN complémentaires de chaque
condition a été mélangé dans un tube et dilué faisg Puis des dilutions en série au 1/5 ont

éte réalisées (allant de 1/5 a 1/3125). La réaci@RCR est la méme que celui cité ci-dessus.
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Le niveau relatif d’ARN est calculé selon la métaati 2*“t (Livak and Schmittgen 2001)

avec .

AACt = (Ct échantillon — Ct référence)

— moyenne(Ct échantillon — Ct réf érence)|[controle]

Avec Ct échantillon représentant le nombre de syskeuils du gene ciblé en présence de
I'échantillon testé, Ct référence représentanolmlore de cycles seuil du géne de référence et
Ct contréle représentant le nombre de cycles sduilgene ciblé en présence de la condition

controle.

V. Traitement statistique des données

Les analyses de variance (ANOVA) ainsi que lesstgsisthoc (Tuckey) ont été
réalisés pour chacun des résultats des analysdso ainsi que pour le dosage des hormones
plasmatiques de I'étude rat. Les analyses staiesigont été réalisées par le logiciel
GraphPad. La valeur de favalue c'est-a-dire la probabilité que la difféerenceeshée soit

due au hasard de I'échantillonnage, est fixée &.0,0

Les résultats de I'étud@ vivo ont été traités par deux analyses statistiguess tdes deux
phases d’expérimentation la prise alimentaire {kelle poids (g) ont été étudiés. De plus
lors de la 2™ phase le détail des prises alimentaires Jour &t &été également étudié.
Chaque critere a été analysé par un modele mieteapt en compte la corrélation entre des
mesures répétées chez un méme rat (effet aléaRasteavec une matrice de variance
covariance non structurée). Les valeurs de poidasaline (J1) sont inclues dans le modele,
ainsi que les effets fixes : groupe, moment etdliaction groupe X moment. Pour la prise
alimentaire des modeles mixtes complémentairegténeffectués par semaine, avec le rat en
effet aléatoire, le poids (g) en début de semameosariable quantitative ainsi que le groupe
en effet fixe qualitatif. Les modéles mixtes fogsent les estimations des moyennes des
moindres carrés par groupe ainsi que les diffésenlze ces estimations 2 a 2 avec leurs
erreurs types, les statistiques du test de Stulbemsg intervalles de confiance a 95% ainsi que

la p valuedu test associé.

Les résultats sur les hormones plasmatiques, exprission des génes ainsi que les résultats
des OGTT ont été analysés par des analyses dacailANOVA) ainsi que les tests posthoc
(Dunnett).
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l. Digestion gastro-intestinale simuléén vitro des hydrolysats protéiques et de leurs

matiéres premieres

[.1. Introduction

Dans cette premiére partie de I'étude, une digesBb des protéines vitro a été
adaptée au chien afin de reproduire l'action degymes gastro-intestinales sur les
hydrolysats et leurs matieres premiéeres. La misgoat du modele de digestion a été décrite
dans le chapitre Matériels et Méthodes (partig).llL.2 digestion Gl simule les trois grandes
étapes de la digestion protéique du tractus Glhdeng c'est-a-dire la bouche, I'estomac et

l'intestin (Figure 35).

Fluide salivaire —
3ouche
2 mun 39 °C
pHnonrégulé
Fluide gastrique — ¢ —
Pepsine s o
Estomac =}
o =3
- ) 2h39°C o
pH2 c £ S
N o S
¢ - .E 5 ‘E
ide intestin: S cE
Fluul)e lnfesﬂn‘ll — £ §E
mcreatine Intestin w S 8
4h39°C S
pHG6.8 g

Figure 35.Modéle de digestion statique in vitro.

La bile a été exclue des fluides intestinaux esoraide son pouvoir détergent potentiellement
nocif pour les cellules intestinales utilisées denesadre de I'étude des activités biologiques
des digestats. Il a été préalablement démontrétaardtoire que la présence ou I'absence de

bile ne modifiait pas les résultats obtenus damsisede la digestion de protéines.

Grace a une analyse par chromatographie d’exclusigngue les peptidomes gastriques et
intestinaux des hydrolysats (PWF et XVP 15035)eckedirs matieres premieres (MP-PWF et
MP-XVP 15035) ont été caractérisés sur la base dégdartition de la population peptidique

en fonction du poids moléculaire apparent.
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I.2.  Evolution de la population peptidique au cours ded digestion

La modification de la population peptidique pous leydrolysats et leurs matieres
premieres au cours de la digestion Gl est représepar les profils de poids moléculaires
apparentsHigure 36). Afin de préciser ce qui est observé a partiraleematogrammes, des
classes de tailles ont été définies (> 10; 10 4% 0,5; 0,5 -0,2; < 0,2 kDa) et le
pourcentage de la population peptidique de chagqoere de poids moléculaire apparent (par
rapport a la population totale) a été déterminé Ifpategration de I'aire sous la courbe
(Tableau 12.

150- 500+
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Figure 36. Profils SEC de la population peptidique au courdaldigestion Gl des hydrolysats et de
leurs matiéres premiéres.

La séparation de la population peptidique au cderta digestion de MP-PWF (A), de PWF (B), de
MP-XVP 15035 (C) et de XVP 15035 (D) a été réaliagéec une colonne Superdex Peptides 10/300
GL en appliquant une élution isocratique d’'un mg&aB0% ACN, 70% kD ultrapure et 0,1% TFA
pendant 70 min a un débit de 0,5 mL.thirLa détection est réalisée a 215 nm. La relatien d
régression linéaire existant entre le Logarithmepdids moléculaire des standards et leur volume
d’élution a été utilisée pour calculer le poids éwilaire apparent. Trait bleu clair et marron clair
bouche ; Trait violet et marron foncé : digestatgque ; Trait bleu foncé et rouge : digestatstitel.

Les profils peptidiques obtenus pour les deux hydats et leurs matiéres premieres couvrent
une large gamme de poids moléculaire comprise éotret 20000 Da. L’'action des enzymes
gastro-intestinales induit une plus forte modificatde la population peptidique des deux

120

These confidentielle
© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Résultats

matieres premieres MP-PWFigure 36A) et MP-XVP 15035Kigure 36C) par rapport aux
profils peptidigues observés pour leur hydrolydaintensité du profil peptidique de MP-
XVP 15035 de la bouche est faible car la matieempgre n’est pas totalement soluble. Les
profils peptidiques de MP-PWF et de MP-XVP 15035d8éealent, au cours de la digestion
Gl, sur la droite du chromatogramme illustrant il@idution de la proportion de peptides de
haut poids moléculaire apparent et 'augmentatiercelle de plus faible poids moléculaire
apparent. Ainsi, logiguement la proportion de Igydation peptidique de poids moléculaire
apparent inférieur a 1000 Da, augmente de la boadtestomac et de I'estomac a l'intestin
passant de 7,8 a 19,5% pour MP-PWF et de 5 a 1pgefoMP-XVP 15035.

L’action des enzymes gastro-intestinales sur ledilysats PWF et surtout XVP 15035 est
moins importante que sur leur matiére premiéreaetsge. Ces résultats sont attendus car les
hydrolysats ont déja subi une hydrolyse par ungs®sas industriel. Pour I'hydrolysat PWF
(Figure 36B), les résultats obtenus montrent que les protétgsolypeptides (> 10 kDa)
présents dans I'hydrolysat de départ (bouche)gésgmtant 2,2% de la population totale, sont
partiellement dégradés par la pepsine dans le atimeat gastrique, représentant alors 1,6%
de la population totale, pour totalement dispagadans le compartiment intestinal sous
I'action de la pancréatine. La proportion de laydapon peptidique caractérisée par un poids
moléculaire apparent supérieure a 2 kDa diminueoaws du processus de digestion au profit
de l'augmentation de la proportion de la populatmeptidique caractérisée par un poids

moléculaire apparent inférieur a 2 kDa.

Tableau 12.Répartition par classe de taille de la populatiogpfidique des deux hydrolysats et de
leurs matiéres premiéres en fonction des compantisngu tractus Gl.
Les valeurs sont exprimées en pourcentage de it du chromatogramme.

MP-PWF PWF
kDa Bouche Estomac Intestin Bouche Estomac Intestin
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
> 10 2,3 2,1 0,0 2,2 1,6 0,0
10-1 70,5 64,6 48,0 49,3 49,3 454
1-05 7,8 14,2 19,5 19,0 20,3 21,7
0,5-0,2 11,6 12,2 21,4 21,0 20,0 23,5
<0,2 7,4 6,8 10,7 8,2 7.5 8,5
MP-XVP 1503 XVP 15035
kDa Bouche Estomac Intestin Bouche Estomac Intestin
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
> 10 21,4 0,5 0,0 0,1 0,1 0,0
10-1 13,7 41,9 13,9 13,5 14,1 10,1
1-05 5,0 18,7 15,2 15,4 15,4 14,5
05-0,2 31,3 24,6 41,3 37,8 40,9 45,2
<0,2 27,2 13,9 29,4 32,4 29,2 29,5
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Concernant I'hydrolysat XVP 1503Figure 36D), le chromatogramme obtenu pour le
compartiment buccal confirme I'hydrolyse plus aveode cet hydrolysat, la digestion
modifie donc peu sa population peptidique (en tedaepoids moléculaire apparent). En
revanche, les pourcentages d’aire sous la courb&tremd des variations importantes, du
compartiment gastrique au compartiment intestipalr les peptides de poids moléculaire
apparent compris entre 1 et 10 kDa dont la proponiasse de 14,1 a 10,1% ainsi que pour
ceux dont le poids moléculaire apparent est comgrriee 0,5 et 0,2 kDa qui passe de 40,9%

dans compartiment gastrique a 45,2% dans le comaant intestinal.

. Mise en évidence des groupes peptidigues, issuslaeigestion Gl des hydrolysats

protéiques, impligués dans les activités biologigee en rapport avec I'homéostasie

énergétique

[1.1. Introduction

Les protéines alimentaires sont bien connues peur fole nutritionnel et leur
digestion permet la libération de nombreux peptigiesvant interagir avec I'environnement
Gl et exercer différents effets biologiques. L’agtides enzymes gastro-intestinales sur la
capacité des hydrolysats et de leurs matieres premma moduler la sécrétion des hormones
intestinales (CCK et du GLP-1) ou a inhiber l'atévde la DPP-IV a été investiguée. Un
fractionnement, par deux méthodes chromatograpbiguecessives, a été réalisé sur les
digestats intestinaux afin d’'identifier les séquEnpeptidiques contenues dans les fractions

les plus actives par spectrométrie de masse.

II.2. Caractérisation des activités biologiques des digias¢s des hydrolysats protéiques

et de leurs matiéres premieres

.2.1. Effet des hydrolysats protéigues sur la viabilis dellules

Les cellules Caco-2 et STC-1 ont été incubées pentih avec 1% d’hydrolysats
PWF ou XVP 15035 avant digestion (bouche) et emdérigestion (intestin) afin de mesurer
I'effet de ces hydrolysats sur la viabilité dedulek. Les pourcentages de viabilité cellulaire
sont présentés dans le tableau suivaableau 13.
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Tableau 13 Pourcentage de viabilité des cellules Caco-2 etaidisiles STC-1.

L'effet des hydrolysats protéiques en phase bucttalaestinale sur la viabilité des cellules C2cet
STC-1 ont été mesurés a 1% final (pds/vol). Les enags (n=4) ne partageant pas une lettre
identique ont été considérées comme statistiquediiétentes aprés traitement statistique réalae p
une ANOVA a un facteur suivie d'un test de Tukey(p,05).

PWF XVP 15035
Bouche Intestin Bouche Intestin
(%, du contréle) | (%, du contréle) | (%, du contrdle) | (%, du contrble)
Cellules Caco-2 112,8 + 576 109,5+1,24 110,1+6,24 107,2+12,3 A
Cellules STC-1 102,5+6,4 7B 111,5+3,24 112,1 +554 84,1+11,18B

Les résultats obtenus indiquent que I'hydrolysatfPaVant et aprés digestion n’induit pas de
toxicité sur les cellules Caco-2 et STC-1 et perme¢ augmentation de la croissance

cellulaire.

Pour I'hydrolysat XVP 15035, les résultats obtenesmontrent pas d’effet cytotoxique sur
les deux lignées cellulaires par rapport au coat(d00 + 8,18% pour la lignée Caco-2 et 100
+ 5,03% pour la lignée STC-1) et montrent un edtehulant de cet hydrolysat, avant et apres
digestion GI, sur la croissance de cellules Caet-2vant digestion pour les cellules STC-1.
Le digestat intestinal de XVP 15035 induit un effgtotoxique en comparaison de XVP

15035 avant action des enzymes gastro-intestinales.

11.2.2. Effet des digestats sur la stimulation de la séaméles hormones intestinales
(CCK et GLP-1) par les cellules STC-1

Les cellules STC-1 ont été incubées deux heures evaque prélevement réalisé au
cours de la digestion (bouche, estomac, intes#s) ld/drolysats PWF et XVP 15035 ainsi
gue de leurs matieres premieres. Les concentratien€CK et de GLP-1 mesurées par
dosage radioimmunologique dans les surnageantsreprisentées dans Fégure 37 pour
I'hydrolysat PWF et dans Rigure 38 pour I'hydrolysat XVP 15035.
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Figure 37.Effet des échantillons bouche et des digestatsigass et intestinaux sur la sécrétion des
hormones CCK et GLP-1 par les cellules STC-1.

La stimulation de la sécrétion des hormones CCKg&Ju GLP-1 actif (B) induite par I'’hydrolysat
PWF et sa matiére premiere a été mesurée par uagelosdio-immunologique. Le controle
(représentant le niveau basal de sécrétion desdmasrintestinales) est composé d’'un tampon Hepes
a pH 7,4. Les différents échantillons ont été irdsub 0,2 ; 0,5 et 1% (poids sec/volume) pendant 2h.
Les moyennes (n = 3) ne partageant pas une letieatique ont été considérées comme
statistiquement différentes apres traitement sitis réalisé par une ANOVA a un facteur suiviend’u
test de Tuckey (p < 0,05).

Les concentrations de CCK mesurées dans les samiageprés contact des cellules avec
I'hydrolysat PWF et sa matiere premieFégure 37A) mettent en évidence une augmentation
dose-dépendante (excepté pour le digestat intestn®WF) de la sécrétion au cours de la
digestion GI. Ainsi, pour MP-PWF les concentratiales CCK obtenues passent de 4,20 *
0,35 a 7,93 £ 0,65 fois le contrdle pour I'échaatilbouche et le digestat intestinal (1% poids
sec/vol). Concernant I'hydrolysat PWF (1% poids /s&§, la concentration de CCK
augmente trés faiblement entre I'échantillon bouehke digestat gastrique passant de 7,20 +
0,62 a 7,80 + 0,17 fois le contrdle puis diminugngicativement pour le digestat intestinal
(6,27 = 0,23 fois le contréle).
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De maniere remarquable, le digestat intestinal \3- et celui de sa matiére premiére (MP-
PWF) ont le méme effet sur la stimulation de la&tion de CCK.

De méme que pour la sécrétion de CCK, la sécréo@GLP-1 augmente tout au long de la
digestion GI, de fagcon dose dépendante, a la switeontact de PWF et de sa matiere
premiere avec les cellules STCHigure 37B). Pour cette activité, I'action des enzymes Gl
potentialise clairement la stimulation de la séorétle GLP-1 que ce soit pour les digestats
de PWF ou de sa matiére premiére. En effet, poPMHAF & la dose de 1% (poids sec/vol),
les concentrations de GLP-1 mesurées passent de #,8,87 fois le contrdle pour
I'échantillon bouche a 14,67 * 1,33 fois le cordrpbur le digestat gastrique et a 29,40 + 6,00
fois le contrble pour le digestat intestinal. PBWF, les concentrations mesurées passent de
5,27 £ 0,35 fois le contréle pour la bouche a 13:23 32 fois le contrdle pour le digestat
gastrique et & 44,93 + 3,02 fois le contrdle peutigestat intestinal.

De maniere remarquable, le digestat intestinal 4 Btimule 2 fois plus la sécrétion de
GLP-1 que le digestat intestinal de MP-PWF, ce cifirme l'intérét d’hydrolyser au
préalable la matiere premiere afin de générer dgaesces actives, parfois résistantes a la

digestion.
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Figure 38. Effet des échantillons bouche et des digestatgigass et intestinaux sur la sécrétion des
hormones CCK et GLP-1 par les cellules STC-1.

La stimulation de la sécrétion des hormones CCKd®\jlu GLP-1 actif (B) par I'hydrolysat XVP
15035 et sa matiere premiére a été mesurée parosagel radio-immunologique. Le contrdle
(représentant le niveau basal de sécrétion desam@srintestinales) est composé d’'un tampon Hepes
a pH 7,4. Les différents échantillons ont été irdsub 0,2 ; 0,5 et 1% (poids sec/volume) pendant 2h.
Les moyennes (n = 3) ne partageant pas une leteatiqgue ont été considérées comme
statistiguement différentes apres traitement sigis réalisé par une ANOVA a un facteur suiviend’'u
test de Tuckey (p < 0,05).

De la méme facon que pour PWF et sa matiere premigrstimulation de la sécrétion de
CCK (Figure 38A) et du GLP-1 Figure 38B) augmente de facon dose dépendante au cours
de la digestion Gl de XVP 15035 et de sa matieeen@re. A la dose de 1% (poids/vol), les
concentrations mesurées de CCK passent de 4,081+f@s le contrdle pour I'échantillon
bouche a 3,43 £ 1,11 fois le contréle pour le dafegastrique et a 8,17 + 0,42 fois le contrble
pour le digestat intestinal a la suite du contast cellules avec les échantillons de la digestion
de MP-XVP 15035. Pour XVP 15035 a la méme dose;desentrations obtenues, mesurées

aprés contact avec les cellules STC-1, passent.g8 ¥ 0,49 fois le contrble pour
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I'échantillon bouche a 8,63 + 0,97 fois le contrpteur le digestat gastrique et a 12,57 + 1,20

fois le contrdle pour le digestat intestinal.

De maniere remarquable, le digestat intestinal ¥® X5035 stimule 1,6 fois plus la sécrétion
de CCK que le digestat intestinal de MP-XVP 15035.

Pour le GLP-1, les concentrations mesurées paste®,03 + 0,50 fois le contrdle pour
I'échantillon bouche a 10,20 % 0,51 fois le cordgrpbur le digestat gastrique et a 28,20 + 2,26
fois le contréle pour le digestat intestinal a laitess du contact des cellules avec les
échantillons de la digestion de MP-XVP 15035 a Puids sec/volume). Pour I'hydrolysat
XVP 15035, les concentrations mesurées passent,2& 6 0,42 fois le contréle pour
I'échantillon bouche a 3,90 £ 0,70 fois le contrpteur le digestat gastrique et & 21,20 £ 0,71

fois le contrdle pour le digestat intestinal.

Le digestat intestinal de MP-XVP 15035 stimule i3 plus la sécrétion de GLP-1 que le
digestat intestinal de MP-PWF.

11.2.3. Effets des digestats sur I'inhibition de I'activilé la DPP-IV

La capacité des digestats des hydrolysats et ds laatieres premiéres a inhiber
lactivité de la DPP-IV a été dans un premier tengmluée a l'aide d'une méthode
enzymatique spectrophotométrique utilisant de laPINP porcine purifiée. Les valeurs
d’inhibition de I'activité enzymatique obtenues pées préléevements réalisés au cours de la
digestion Gl et testés a une concentration final@ &7 g.r, ainsi que la détermination de

valeurs d’lGosont présentées dansllableau 14
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Tableau 14.Concentrations inhibitrices des échantillons au rsode la digestion Gl induisant 50%
d'inhibition (IGsg) de I'activité de la DPP-IV.

Les IGo des échantillons ont été calculées a partir degcpatages d'inhibition obtenus aux
concentrations testées (1,29 ; 1,57 ; 1,86; 2112,%7 g.L!). Les pourcentages d'inhibition de
I'activité de la DPP-IV sont déterminés pour unexantration finale de 2,57 g'Lpoids sec. Les
moyennes (n=3) ne partageant pas une lettre identiopt été considérées comme statistiquement
différentes apres traitement statistique réaliséupa ANOVA a un facteur suivie d’un test de Tukey
(p < 0,05). NC= Non Chiffrable.

Echantillons de la ICs0 % Inhibition de

digestion (mg.mL?Y) | Ilactivité DPP-IV

bouche 12,27 26,02+ 1,f1

MP-PWF estomac 3,19 46,17 + 2 &7
intestin 2,76 48,27 + 1,60

bouche 2,20 53,93+ 0,74

PWF estomac 1,71 61,71 +1,80
intestin 1,52 65,47 + 0,30
bouche NC 2,30+ 0,7

MP-XVP 15035 estomac 2,08 56,98 + 1,9%
intestin 1,43 62,13+ 0,80

bouche 2,36 51,37 + 2,27

XVP 15035 estomac 1,72 62,14 + 7,26
intestin 1,67 64,93 + 4,26

Le pourcentage d’inhibition de I'activité de la DIfPaugmente tout au long de la digestion
pour les deux hydrolysats et leurs matieres prarsiekinsi pour MP-PWF, les pourcentages
d’inhibition de l'activité de la DPP-IV sont resgeement de 26,02 + 1,1% et de 48,28 +
1,60% pour la bouche et I'intestin avec des valeliGso respectives passant de 12,27 a 2,76
mg.mLL. Pour PWF, ils sont respectivement de 53,93 +9%, &4 de 65,47 + 0,30% pour la
bouche et l'intestin avec des valeurs dd@espectives passant de 2,20 a 1,52 mg.ibe
maniére similaire, pour MP-XVP 15035, le pourcertajnhibition de I'activité de la DPP-
IV passe de 2,30 + 0,74% pour la bouche a 62,1889% pour le digestat intestinal avec des
valeurs d'IGo atteignant 1,43 mg.mt. Concernant I'hydrolysat XVP 15035, son pourceatag
d’inhibition de l'activité de la DPP-IV évolue del 37 + 2,27% pour la bouche a 64,93 +
4,26%, alors que les $&décroissent respectivement de 2,36 a 1,67 mg.polur de la phase

buccale au digestat intestinal.

Il est intéressant de souligner que le potentieibiteur de I'activité de la DPP-IV en phase
buccale est deux fois supérieur pour I'hydrolysétAPcomparé a celui de MP-PWF. De la
méme maniére en phase buccale, le potentiel iebibde XVP 15035 est 20 fois supérieur
comparé a sa matiére premiere MP-XVP 15035. De fdudigestionn vitro des hydrolysats

et de leurs matieres premieres génere des pepliciéde potentiel inhibiteur de l'activité de
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la DPP-IV augmente au fur et a mesure de la dgestCe potentiel inhibiteur est ainsi
significativement amélioré dans le compartimengstinal pour les hydrolysats et leurs

matiéres premiéeres.

La capacité des digestats des hydrolysats et de heatieres premiéres a inhiber I'activité de
la DPP-IV a ensuite été évaludesitu sur cellules humaines Caco-2 vivantes exprimant la
DPP-IV d'aprés une méthode innovante préalablendéntloppée au laboratoire (Mat et
Meth 3.2.1.2 ; Caron et al. 2017). Les résultatsmils sont présentés dangigure 39.
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Figure 39. Inhibition de l'activité de la DPP-1V in situ (cales Caco-2) par les hydrolysats et leurs
matieres premieres au cours de la digestion Gl.

Les échantillons prélevés au cours de la digesibde PWF et de MP-PWF (A) et de XVP 15035 et
de MP-XVP 15035 (B) ont été testés a une concémtrdinale de 9,25 g.t (poids sec/volume).
Barre couleur claire = matiére premiere et Barnelenr foncée = hydrolysat. Les moyennes + écart
type (n = 3) ne partageant pas une lettre identiguie été considérées comme statistiquement
différentes apres traitement statistique par ANCG¥én facteur suivie d’'un test de Tuckey (p < 0,05).

Comme pour le test enzymatique réalisé avec de R®-IvV purifiée Tableau 14, les
peptides des deux hydrolysats, présents dans Ipartiment bouche, inhibent plus fortement
I'activité de la DPP-IV que de leur matiere preraieespective. De méme, plus la digestion
Gl avance et plus le potentiel inhibiteur de I'aité de la DPP-IV augmente, excepté pour
I'hydrolysat PWF qui présente un pourcentage dhbitlin de I'activité DPP-IV trés élevé
(env. 81%) dés la phase buccale et qui reste stabteurs de la digestioRigure 39A) avec
des valeurs d’les qui diminuent Iégérement entre la bouche et lestaf gastrique passant de
0,43 a 0,34 mg.mL mais qui augmentent de nouveau pour le digestastinal a 0,67
mg.mL?! (Tableau 15. Le pourcentage d’inhibition de I'activité de BPP-IV double au
cours de la digestion Gl passant de 19,48 + 3,7d86 f¢échantillon bouche a 36,56 + 0,63%
pour le digestat intestinal de MP-PWF. Pour MP-X¥8035, le pourcentage d’inhibition
passe de 27,35 * 1,74% pour I'échantillon boucb8,35 + 2,20% pour le digestat intestinal.
Pour le digestat intestinal de I'hydrolysat XVP 350de 54,26 + 2,06% pour I'échantillon

129
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019

Résultats

bouche a 81,59 + 5,45%ifjure 39B) avec des valeurs d’'kc respectives de 1,87 a 0,73

mg.mL?! (Tableau 15.

Les valeurs d’l obtenuesn situsont comparées a celles obtenues avec le test atigyen

in vitro dans leTableau 15

Tableau 15.Concentrations induisant 50% d'inhibition ¢dfde I'activité de la DPP-IV purifiée et in

situ.

Les IGo des échantillons ont été calculées a partir dascpatages d’inhibition obtenus aux

concentrations testées pour (2,32 ; 4,63 et 9]26)gNC = Non Chiffrable.

ICs0c (Mg.mL?Y)
Echantillons de la digestion| Cellules Caco-2| Enzyme purifiée

Bouche 86,08 12,27
MP-PWF Gastrique 14,21 3,19
intestinale 3,70 2,76
Bouche 0,43 2,20
PWF Gastrique 0,34 1,71
intestinale 0,67 1,52

Bouche NC NC
MP-XVP 15035 Gastrique 23,26 2,08
intestinale 1,38 1,43
Bouche 1,87 2,36
XVP 15035 Gastrique 1,01 1,72
intestinale 0,73 1,67

Les valeurs d'lG obtenues pour les digestats intestinaux de PWie éiP-PWF sont tres
faibles montrant leur fort potentiel a inhiber aubgn l'activité de la DPP-IV purifiee
(respectivement 1,52 et 2,76 mg.WLque celle de la DPP-IV exprimée par les Caco-2 et
mesurédn situ (respectivement 0,67 et 3,70 mg.WLLes valeurs d’l6 obtenues pour les
digestats intestinaux de XVP 15035 et de MP-XVPE588nt tres faibles montrant leur fort
potentiel & inhiber aussi bien l'activité de la DRPpurifiée (respectivement 1,47 et 1,63
mg.mL?Y) que celle de la DPP-IV exprimée par les Caco+Reguréen situ (respectivement
0,73 et 1,38 mg.mt). Mise a part pour le digestat intestinal de MPfP\iés valeurs d’l&
des digestats intestinaux obtenues avec I'enzymiégausont inférieures a celles obtenues
avec les cellules Caco-2. Ces résultats pourragetpliquer par I'étape d’hydrolyse
supplémentaire réalisée par les enzymes transmaaitea des cellules Caco-2 sur la
population peptidique.

Il est trés intéressant de confirmer, quel quelsdi¢st utilisé, qu’'au terme de la digestion Gl,
les hydrolysats exercent un potentiel inhibiteutadBPP-1V supérieur a celui de leur matiére
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premiere respective (non hydrolysées par un proaédiéstriel préalable), ce qui met en

évidence la valeur ajoutée de I'hydrolyse induB&ripour cette activité biologique.
11.3.  Fractionnement des digestats intestinaux et potemis bioactifs

11.3.1. Plan de fractionnement des digestats intestinaux

Dans le but d’identifier les peptides impliqués sléas activités biologiques observeées,
une premiére étape de fractionnement a été appliguédigestat intestinal des hydrolysats
PWF et XVP 15035 par chromatographie d’exclusi@nigtie (SEC) couplée a une détection

UV a 215 nm. Le fractionnement réalisé pour chadjgestat intestinal est présenté dans la

Figure 40.
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Figure 40.Profils peptidiques obtenus par SEC des digestasiinaux des hydrolysats.

La séparation de la population peptidique du daestestinal de PWF (A) et de XVP 15035 (B) a été
menée avec une colonne HiLoad 16/600 Superdex3frgpade en appliqguant une élution isocratique
d’un mélange de 30% ACN, 70% d'eau ultrapure, 0,d8TFA a un débit de 1 mL.min La
détection UV a été réalisée a 215 nm.

Quatre fractions ont été définies et nommeées de F4 pour le digestat intestinal PWF
(Figure 40A) et cing fractions nommées de F1 a F5 ont ét@i@sfipour le digestat intestinal
XVP 15035 Figure 40B). Le fractionnement des digestats intestinauxéaééabli de telle
sorte que la quantité de peptides, évaluée griiageisous la courbe, soit dans la mesure du
possible équivalente entre chaque fraction. Ajpsur le digestat intestinal de PWF, les aires
sous la courbe des fractions F1, F2, F3, F4 reptéserespectivement 33,1 ; 27,9 ; 31,3 et
7,7% de l'aire totale du chromatogramme. Pour ¢esliat intestinal de XVP 15035, les aires
sous la courbe des fractions F1, F2, F3, F4 etepbésentent respectivement 5,8 ; 24,3 ;

24,8 ; 16,2 et 28,9% de l'aire totale du chromadaagne obtenu.
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11.3.2. Effets des différentes fractions obtenues par SBECI& stimulation de la

sécrétion des hormones intestinales

Le but de cette étape du travail est de sélectiolaneu les fraction(s) les plus actives
qui sera(ont) fractionnée(s) une deuxieme foisuymar technique de séparation différente afin
de sélectionner et d’identifier les peptides lassmctifs. Les cellules STC-1 ont été mises en
contact avec le digestat intestinal des hydroly$atgF et XVP 15035, ainsi qu’'avec les

fractions des digestats intestinaux obtenues pa&. $es résultats sont présentés dans la

Figure 41
7 20+
C a
6 * : L
L) ab
S < b 15 T b b
s T b T
g 1
2 44 ¢
é —— 10 <
= 34 d 4 =
< .
@) 4
ST 54
— e
1 1 4
0 T T T T T 0 T T
40- a 307 a
B 25 D
=
ol ]
S 304
P b
- 10- -
S
= 20
= b
© b
: . c 5 c c cd cd
& 10 [ = T T
]
9 d cd
d ’—_‘__‘
0 T T 0 T T
cgc% <<\ \(’\, < \> ) \522‘ C’ch.\ s‘\ \»('\, > ‘<> \‘c\ \gz\
*2‘ Q\\{ ‘2‘ \\,\,}‘)
AN Q\%

Figure 41. Effets du digestat intestinal des hydrolysats ese fractions obtenues par SEC sur la
sécrétion de CCK et de GLP-1 par les cellules STC-1

Les concentrations de CCK (A) et de GLP-1 actif ifuites par le digestat intestinal de PWF et de
ses fractions SEC, ainsi que les sécrétions de @OKet de GLP-1 (D) induites par le digestat
intestinal de XVP 15035 et de ses fractions SEQ, é&é mesurées par un dosage radio-
immunologique. Le controle est composé d’'un tamplapes. Les différents échantillons ont été
incubés a 0,5% (poids sec/volume) pendant 2h. Legemes (n = 3) ne partageant pas une lettre
identique ont été considérées comme statistiquedifi@tentes apres traitement statistique réalae p
une ANOVA a un facteur suivie d’'un test de Tuckpy(0,05).

Les résultats obtenus pour les fractions SEC desthdg intestinal PWF montrent que toutes
les fractions ainsi que le digestat intestinal stamt significativement la sécrétion de CCK

ainsi que la sécrétion de GLP-1, mise a part letifra F1 Figure 41A, B). Ainsi, les valeurs
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des concentrations en CCK mesurées dans les samtaggres contact avec les fractions F1
et F3, testées a une concentration de 0,5% (poidsie), stimulent respectivement 2,60 +
0,10 et 2,70 £ 0,26 fois plus la sécrétion de CCK bt contréle HEPES seul. La fraction F2
stimule 3,57 + 0,15 fois plus que le controle larégon de CCK et stimule significativement
plus fortement la sécrétion de CCK comparé auxitias F1 et F3. De toutes les fractions, la
fraction F4 est la fraction stimulant le plus fonent (4,53 £ 0,38 fois le contrble) la sécrétion
de CCK.

Les valeurs obtenues pour les concentrations de-LGireésurées dans les surnageants apres
contact des fractions F1, F3 et F4 du digestatima PWF, testées a une concentration de
0,5% (poids/volume), stimulent respectivement 37550 ; 12,03 = 1,10 et 9,07 £ 2,10 fois
plus que le contrble la sécrétion de CCK par Idkiles STC-1. Les fractions F3 et F4
stimulent de fagon significative la sécrétion deKC&€h comparaison de la fraction F1 et du
controle mais aucune différence n’est observéeeeodss deux fractions. La fraction F2
stimule significativement de 37,10 £ 0,57 fois plasécrétion de GLP-1 que le contrble et de
2,7 fois plus la sécrétion de GLP-1 que le digestisstinal de PWF (13,90 + 1,40 fois le
contrdle).

Concernant les concentrations de CCK mesuréesldsarssirnageants aprés contact avec les
fractions du digestat intestinal de XVP 15083g(re 41C), les valeurs obtenues pour les
fractions F1 a F5 sont respectivement de 9,00 & 07,20 + 1,27 ; 14,50 + 1,14 ; 12,85 +
0,07 et 12,47 % 1,45 fois la concentration en CAK abntréle. Les fractions F4 et F5
stimulent significativement plus la sécrétion de KCGue la fraction F1. La fraction F3
stimule significativement plus la sécrétion de CG#e la fraction F1. Enfin, la plus forte
concentration en CCK a été mesurée dans le sunmmiagpees contact avec la fraction F2 qui
stimule significativement plus la sécrétion de CQ€ le digestat intestinal de XVP 15035 et

que les autres fractions a I'exception de la foack3.

Les concentrations de GLP-1 mesurées dans lesgaamis apres contact avec les fractions
montrent que les fractions prises individuellem@astimulent pas plus la sécrétion de GLP-1
gue le digestat intestinal de XVP 15035 (25,65350pis le contrbéle)Kigure 41D). Seule la

fraction F2 stimule plus fortement la sécrétionGleP-1 de maniéere significative comparée
aux autres fractions et au contrdle, ce derni@igatant une stimulation de 9,67 £ 0,84 fois

celle du contrdle et quasiment de deux fois celessautres fractions.
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11.3.3. Fractionnement HPLC et potentiels bioactifs sustimulation de la sécrétion

des hormones intestinales

Les résultats obtenus pour la sécrétion des horsniobestinales induite par le contact
des fractions issues du fractionnement du digeststinal de PWF ont permis de

sélectionner la fraction FEigure 42).
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Figure 42. Schéma récapitulatif des résultats obtenus poufregions SEC du digestat intestinal de
PWF.

Une digestion Gl a été realisée sur les hydrolypaté€iques menant a la démonstration d'une
augmentation du potentiel de la population peptielig stimuler la sécrétion des hormones intestnale
(CCK et GLP-1) au cours de cette digestion. De [@asCEESs pour les hormones ciblées se situant au
niveau intestinal, la démarche de recherche a édthd'identifier les peptides bioactifs du digestat

intestinal de I'hydrolysat protéique PWF par chrtmgaaphie d’exclusion stérique.

De la méme facon les résultats obtenus pour l@gésrdes hormones intestinales induite par
le contact des fractions issues du fractionnementligestat intestinal de XVP 15035 ont

permis de sélectionner les fractions F2 etFHgure 43).
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Figure 43.Schéma récapitulatif des résultats obtenus poufregions SEC du digestat intestinal de
XVP 15035.

Une digestion Gl a été réalisée sur les hydrolypatééiques menant a la démonstration d’'une
augmentation du potentiel de la population peptielig stimuler la sécrétion des hormones intestnale
(CCK et GLP-1) au cours de cette digestion. De [@dasCEESs pour les hormones ciblées se situant au
niveau intestinal, la démarche réalisée afin d'ifien les peptides bioactifs de I'hydrolysat prigidée

XVP 15035 a été de fractionner le digestat intestiiar chromatographie d’exclusion stérique.

Bien que la sélection de ces trois fractions aiipe de diminuer sensiblement la quantité de
peptides a identifier, celle-ci reste trop abondasttcomplexe dans les fractions SEC. C’est
pourquoi, une étape supplémentaire de fractionnerae#té réalisée par chromatographie
liquide en phase inverse (RP/HPLC) qui a été appkaa la fraction F2 du digestat intestinal
PWF et aux fractions F2 et F3 regroupées (renomriR@e3) du digestat intestinal XVP
15035.

11.3.4. Plan de sous-fractionnement des fractions SECtsseées par RP-HPLC

La fraction F2 du digestat intestinal PWF et lacfiean F2-3 du digestat XVP 15035
ont été separées par RP-HPLC en mode semi-prdparafractionnement est présenté dans

la Figure 44.

135
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019

Résultats

1504

[u—

S

()
1

W
-
1

FA |[FB

Absorbance a 215 nm (mAu)

-

FC ¥D

| ——"

-

15001

1000+

500+

FA

FB

Absorbance a 215 nm (mAu)

FC

Volume d'élution (mL)

60

Figure 44.Profils de séparation RP-HPLC des fractions SE@aé&nnées.
Chromatogrammes obtenus pour la fraction F2 dusthgentestinal PWF (A) et pour la fraction F2-3
du digestat intestinal XVP 15035 (B) aprés passageune colonne C18. Le gradient de solvant
exprimé en % d’ACN apparait en rouge sur les ggues. L'absorbance a été mesurée a 215 nm.

A partir du chromatogramme obtenu, sept sous-trastinommées de FA a FG) pour la

fraction F2 du digestat intestinal de PWF et sinssfractions (notés de FA a FF) pour la
fraction F2-3 du digestat intestinal de XVP 150Bl(re 44A, B) ont été collectées.
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11.3.5. Effet des sous-fractions sur la stimulation de é&xrétion des hormones

intestinales

Chaque sous-fraction a été mise au contact desleeISTC-1 a une concentration
finale de 0,5% (poids/volume) pendant 2h et lesntités d’hormones sécrétées dosées par

RIA. Les résultats sont présentés darfsidgmire 45.

40 a 54 a
301A c
20 rt‘ a _]_
15T 44 .
S
2=
g
) b 3 b
%S 104 be
G cd
B 24 cd d
¥ .
o 54 cd cd ¢ e
1S5 ﬁ H ﬂ |
e
ISIBISIsIRININISI ] WEIEImisinis
40 25
B a D a
©
% 501 ﬁ o )
8 20— a
&
- 15
5 b
= 154
= T
E ” 10
- b
: 5 54 b
O, 37 P ¢ c b T
c == c c ¢ l% < b b b
0l l—l (e | 11 ﬁ 553 R e O I B
FT X ER TP TR EEp®
N K F < K
QN Q
s N

Figure 45. Effets des sous-fractions issues des fractionS 8Ede la fraction SEC du digestat
intestinal des hydrolysats sur la sécrétion desrmres intestinales par les cellules STC-1.

Les concentrations de CCK (A) et de GLP-1 actif @Bjenues aprés contact avec les sous-fractions
HPLC, la fraction SEC F2 et le digestat intestidalPWF (14H) et les concentrations de CCK (C) et
de GLP-1 (D) obtenues aprés contact des cellules l@g sous-fractions HPLC, la fraction SEC F2-3
et le digestat intestinal de XVP 15035 (I4H) oré étesurées par un dosage radio-immunologique.
Les différents échantillons ont été incubés a 0(pétds/volume) pendant 2h. Les moyennes (n = 3)
ne partageant pas une lettre identiqgue ont étéidgmdées comme statistiguement différentes aprés
traitement statistique réalisé par une ANOVA aactdur suivie d’un test de Tuckey (p < 0,05).

La plus forte stimulation de la sécrétion de CCKdetGLP-1 a été obtenue avec la sous
fraction FE de la fraction F2 du digestat intedtifAVF (Figure 45A, B). Ainsi les

concentrations de CCK et de GLP-1 mesurées étmspectivement de 31,97 + 1,91 et de
32,57 + 2,15 fois celle du contréle. Ces valeunst significativement supérieures a celles
obtenues avec la fraction F2 (3,80 + 0,46 et 13,1750 fois le contrdle pour respectivement

CCK et GLP-1) et avec le digestat intestinal (443,12 et 1,87 + 0,23 fois le controle pour
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respectivement CCK et GLP-1). La sous fraction E@de également la sécrétion de CCK
(9,77 £ 0,85 fois le contrdle).

Les résultats obtenus apres contact des souseinactie la fraction SEC F2-3 du digestat
intestinal XVP 15035Kigure 45C et D) montrent que la sous fraction FF stimule de facon
significative la sécrétion de CCK (4,00 + 0,20 flscontrole) et de GLP-1 (1,70 = 2,15 fois
le contrble) par rapport au contrbéle et aux ausmss-fractions. La sous-fraction FA stimule

également relativement fortement la sécrétion d& CX383 + 0,15 fois le contrdle).

Au regard des résultats obtenus, la sous-fracterd& F2 du digestat intestinal PWF et la
sous-fraction FF de F2-3 du digestat intestinal XMIP35 ont été sélectionnées pour la suite

des travaux relative a l'identification des séqu=nactives.
II.4. Conclusion

Cette deuxiéme partie du travail a d’abord perneisresurer I'impact de la digestion
Gl sur les activités biologiques suivi@és vitro. Les résultats obtenus démontrent dans
'ensemble un meilleur effet des hydrolysats, emjgaraison des matieres premiéres sur la
stimulation de la sécrétion de CCK et sur l'inhiit de I'activité de la DPP-IV. Ainsi,
I’hydrolyse industrielle des matiéres premieresggénmuine population peptidique possédant un
meilleur potentiel. La stimulation de la sécrétaes hormones intestinales (CCK et GLP-1)
et la capacité inhibitrice de la DPP-IV étaientgmitalisées pour les digestats intestinaux par
rapport aux phases buccales et aux digestats qgeesdrique ce soit pour I'’hydrolysat ou la
matiére premiére. D’autre part, les fractions obésnpar les deux étapes de fractionnement
ont montré le meilleur potentiel a stimuler la g#ion des hormones intestinales pour les
digestats intestinaux de PWF et XVP 15035. Dewémas récapitulatifs des différentes
étapes sont présentés dankiaure 46 pour PWF et dans Rigure 47 pour XVP 15035.
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Figure 46.Schéma récapitulatif des résultats obtenus poudiéérentes étapes de fractionnement du
digestat intestinal de PWF.

Une digestion Gl a été réalisée sur les hydrolypatééiques pour démontrer I'augmentation du
potentiel de la population peptidique a stimulesdarétion des hormones intestinales (CCK et GLP-1)
au cours de cette digestion. De plus, étant domeéla stimulation de la sécrétion des hormones
intestinales a été réalisée avec les CEEs la démaéalisée a été de fractionner le digestat intést
par chromatographie d’exclusion stérique suivind'nouvelle étape de fractionnement par RP-HPLC
pour la fraction la plus active, afin d’identifiles peptides bioactifs de I'hydrolysat protéique PW

La premiére étape du fractionnement par chromapbggad’'exclusion stérique du digestat
intestinal de PWF a mené a la sélection de laifnadt2 montrant un potentiel intéressant a
stimuler la sécrétion de CCK et le meilleur potelnéi stimuler la sécrétion GLP-1 par les
cellules entéroendocrines STC-1. Cette fractionracdté sélectionnée pour la seconde étape
de fractionnement par RP-HPLC. Les résultats olstgmour la sécrétion des hormones
intestinales ont permis de sélectionner clairenf@esbus-fraction FE pour l'identification des
peptides responsables des activités biologiques
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Figure 47.Schéma récapitulatif des résultats obtenus poudiéérentes étapes de fractionnement du
digestat intestinal de XVP 15035.

Une digestion Gl a été réalisée sur les hydrolypatééiques pour démontrer 'augmentation du
potentiel de la population peptidique a stimulesdarétion des hormones intestinales (CCK et GLP-1)
au cours de cette digestion. De plus, étant domeéla stimulation de la sécrétion des hormones
intestinales a été réalisée avec les CEEs la démaéalisée a été de fractionner le digestat intdst
par chromatographie d’exclusion stérique suivind'nouvelle étape de fractionnement par RP-HPLC
pour la fraction la plus active, afin d’identifiegs peptides bioactifs de I'hydrolysat protéique XV
15035.

De la méme facon, la premiére étape de fractionnethedigestat intestinal de XVP 15035 a
mené a la sélection des fractions F2 et F3, casétes fractions montrant un potentiel de
stimulation de la sécrétion intéressant pour I'nmmen CCK. la fraction F2 a obtenu le
meilleur potentiel a stimuler la sécrétion GLP-1 g cellules entéroendocrines STC-1. Les
fractions F2 et F3 ont donc été sélectionnées gtonpées pour la seconde étape de
fractionnement par RP-HPLC. Les résultats obtenaosr ga sécrétion des hormones
intestinales ont permis de sélectionner claireneesbus-fraction FF pour I'identification des

peptides responsables des activités biologiques.
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[l. Identification et caractérisation des peptides respnsables des activités

biologiques étudiées

[11.1. Introduction

La troisieme partie de cette étude s’est concerdvéd’identification des séquences
peptidigues impliguées dans les activités biologigétudiées. Les résultats obtenus ont
permis d’isoler des fractions actives et d’idemtifies peptides impliqués dans la régulation de

’lhoméostasie énergétique.

Concernant l'activité stimulatrice de CCK et de GLPla fraction SEC F2 du digestat
intestinal PWF et la fraction SEC F2-3 du digestéstinal XVP 15035 ont conduit a la
sélection de la sous-fraction FE pour PWF et dmlss-fraction FF pour XVP 15035. Suite a
une étude du passagevitro de la barriere intestinale des peptides conteans t digestat
intestinal de chaque hydrolysat, le travail s’eshaentré sur les séquences capables de

traverser la monocouche cellulaire.

[1l.2. Identification des séquences impliquées dans la stillation de la sécrétion des

hormones intestinales

1.2.1. Démarche adoptée

L’identification des séquences peptidiques, pré&sentans les sous-fractions
sélectionnées, a été réalisée par LC-MS/MS. Lesesagps peptidiques identifiées ont été
synthétisées chimiquement et mises au contact elales STC-1 afin de confirmer leur

potentiel stimulateur de la sécrétion des hormantestinales.

1.2.2. Identification par LC-MS/MS des séquences peptigsgde la sous-fraction FE

de la fraction F2 du digestat intestinal PWF

Les séquences peptidiques présentes dans la satistir FE ont été identifieées par
LC-MS/MS aprés confrontation des spectres obteousre la banque de donnégihlidae
ainsi qu’'a l'aide du mode d’identificatiotle novodu logiciel Peaks Studio (Bio informatic
Solution) en appliguant, respectivement, un tauxfal positifs de 1% (False Discovery
Rate, FDR) et un indice de confiance supérieurda @8LC score). La recherche en banque a
egalement éteé réalisée avec la banque de do®useScrofafin de ne pas prendre en compte
les séquences peptidiques issues de l'autodigegignenzymes digestives utilisées pour
simuler la digestion Gl. Un total de 78 séquenagstidiques a été identifié par comparaison
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a la banque de donnéxchlidaeet 416 séquences peptidiques ont été identifiaeepmode

de novo Le nombre de séquences peptidiques identifiéas €ébnséquent, un choix de 20

peptides a été réalisé. Les données sur les sépipeptidiques connues pour stimuler la
sécrétion de CCK et de GLP-1 étant limitées a ae jbn’a pas été possible de sélectionner
les peptides en se basant sur la présence ou noertdéns acides aminés connus pour leur
réle dans la stimulation de la sécrétion de CCHeeGLP-1. Le choix des peptides s’est donc

fait en se basant sur les peptides présents dapickeles plus intenses des chromatogrammes
UV 215 nm.

Le Tableau 16regroupe les séquences peptidiques qui ont é&étmEinées.

Tableau 16.Séquences peptidiques de la sous-fraction FE séhegées pour la synthése chimique.

FE F2 digestat PWF

LEL EVLSQ
ELLK PEEHPT
LKPT HIHVNGA
VVEP EAPLNPK
LTDY DSKPGSL
LGME VAPEEHPT

LLMMK DVSGGYDE
DLVDK GATGPAGAV
PSLVH AGPQGPIGPR
LGVDE SAGPQGPIGPR

Compte tenu du mode de sélection, le potentiebds kes peptides synthétisés pour stimuler
la sécrétion de CCK et de GLP-1 sera mesure.

1.2.3. Identification des séquences peptidiques dansua-Baction HPLC FF de la
fraction F2-3 du digestat intestinal X\VP15035

De la méme fagon que pour la sous-fraction FEsé&piences peptidiques présentes
dans la sous-fraction FF ont été identifiees patM&IMS aprés confrontation des spectres
obtenus contre la banque de donn@alius gallusainsi qu’'a I'aide du mode d’identification
de novodu logicitel Peaks Studio en appliquant, respeatient, un taux de faux positifs de
1% (False Discovery Rate, FDR) et un indice deiancE supérieur a 90% (ALC score). La
recherche en banque a également été réaliséeaabandue de donnégsis Scrofafin de ne
pas prendre en compte les séquences peptidiquessiske l'autodigestion des enzymes

utilisées lors de la digestion @l vitro. Un total de 5 séquences peptidiques a éte idepaf
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comparaison a la banque de donn€edlus galluset 744 séquences peptidiques ont été

identifiées par le modeée novo

Le choix des 20 séquences peptidiques a été fdd deme facon que pour la sous-fraction
FE et ces séquences sont indiqués dankaldeau 17 Le potentiel de ces 20 séquences
peptidiqgues pour stimuler la sécrétion des hormomsstinales CCK et GLP-1 sera

€galement mesure.

Tableau 17 Séquences peptidiques de la sous-fraction FF séfertes pour la synthése chimique.

FF F2-3 digestat XVP 15035

PTLM FDPF
TPPL VLEL
VLVE VDGL
EPPL VLPL
DPFE VKDEL
VPLM TLDGV
LLLE DEEPL
LYLQ GPPDGPLL
DGLL VPPPFNPD
LTLL FPYPLPRPL

1.2.4. Etude du potentiel bioactif des peptides synthéBoa stimuler la sécrétion des

hormones intestinales

Les 40 séquences peptidiques synthétisées ontigté au contact des cellules STC-1

a une concentration finale de 1 mM.
.2.4.1. Stimulation de la sécrétion de CCK

La capacité a stimuler la sécrétion de CCK paiglacle STC-1 a été étudiée pour les

40 peptides synthétiques. Les résultats sont représ dans Igigure 48.
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Figure 48.Effet des peptides synthétiques sur la sécrétidd@l¢ par les cellules STC-1.

Les peptides issus de la sous fraction FF du digedestinal de PWF (A) et de la sous fractiondeE
digestat intestinal XVP 10535 (B) sont testés adacentration de 1 mM. Le contrdle est composé
d’'un tampon Hepes a pH 7,4. Les différents écHansl ont été incubés a 0,5% (poids/volume)
pendant 2h. Les moyennes (n = 3) ne partageantrpasettre identique ont été considérées comme
statistiquement différentes apres traitement sitgis réalisé par une ANOVA & un facteur suivierd’u
test de Tuckey (p < 0,05).

Parmi les vingt peptides identifiés dans la soastion FE de F2 du digestat intestinal PWF et
synthétisésHigure 48A), seuls deux peptides synthétiques ont stimulgifgigtivement la
sécrétion de CCK en comparaison au contrdle : DLVRK5 = 0,06 fois le contrdle) et
PSLVH (2,65 % 0,47 fois le contrble).

Parmi les vingt peptides testés identifiés darsoiss fraction FF de F2-3 du digestat intestinal
XVP 15035 Figure 48B), seuls trois peptides synthétiques ont stimwé@icativement la
sécrétion de CCK en comparaison au controle : FFPRRL (3,30 + 0,52 fois le contrdle),
VLPL (2,92 £ 0,34 fois le contrdle) et VLEL (1,85%¢21 fois le contrdle).
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[11.3. Etude du passage des digestats intestinaux au trased’'une monocouche de

cellules Caco-2 et identification des peptides inbant I'activité de la DPP-IV

Les peptides générés au cours de la digestion §&pd#éines peuvent traverser ou
non, qu’ils soient intacts ou hydrolysés, la baeimtestinale. Le lieu du clivage du GLP-1
par la DPP-IV étant la circulation sanguine, leptkes inhibiteurs doivent étre retrouvés
intacts du c6té basolatéral d’'une couche integredlleles mimant la barriere intestinale.
Nous avons donc étudié la capacité des peptideteraas dans le digestat intestinal des
hydrolysats a passer au travers d’'un épithélium éfie&lin vitro par une monocouche de
cellules Caco-2 différenciéebigure 49). L’objectif principal étant d’identifier les ségnces
peptidiques, potentiellement inhibitrices de I'aité de la DPP-IV, capables de traverser la

barriére intestinale.

I ]

InSert s—

=g (Cotéapical
Monocouche de

cellules Caco-2 N\

Membrane perméable <4————— C0té Basolatéral

Figure 49. Modéle de barriere de cellules Caco-2 différeasiditilisé pour I'étude du passage des
peptides.

Les digestats intestinaux PWF et XVP 15035 sontédila 4 ou 8 g:t.dans le milieu de transport et
sont déposés du coté apical. Le volume basoladéta,5 fois supérieur a celui du pdle apical. Des
prélevements sont réalisés des deux cbtés au dames cinétiqgue de 2h d’incubation

Deux expériences de passage ont été menées audmuatte étude dont les conditions

expérimentales sont récapitulées dankaleleau 18

Tableau 18.Conditions expérimentales appliquées au passagla tharriére intestinale simulée in
vitro des digestats intestinaux des hydrolysats RB{\EVP 15035.

Expérience 1 Expérience 2
Identification des peptides |, M('es',u’re de lnhibition de
o AN I'activité DPP-IV au cours du
Objectif traversant la barriere O
. . passage de la barriere
intestinale : .
intestinale
Inserts utilisés Inserts 6 puits Inserts 12 puits
Concentration des A frams ] :
digestats 4 g.L* (poids sec/vol) 8 g-L (poids sec/vol)
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1.3.1.1. Identification des séquences peptidiques passabatdaere de

cellules Caco-2

Au cours de I'expérience 1, l'identification desppdes a été réalisée par LC-ESI-
MS/MS. La digestion gastro-intestinale apportardsaules peptides issus de l'autolyse des
enzymes digestives, la recherche en banque de el®anéé réalisée a la fois sur la banque de
données correspondant aux deux hydrolysats malendgat sur la banque de données S
Scrofa(enzymes gastro-intestinales d’origine porcineg¢j dans le but de n’identifier que les
peptides provenant des hydrolysats. De plus, lesidess, identifiés dans les compartiments
basolatéraux, communs aux puits contrble et auardidlons n'ont pas été pris en compte
afin de s’affranchir des métabolites ayant pu @reduits par les cellules en conditions
contrble. A la suite de différents essais monttamplus grand nombre de peptides identifiés,
les échantillons collectés a la fin de la cinétidab) ont été préférentiellement utilisés,

permettant ainsi d’optimiser I'exhaustivité de Edyse.

Test de l'intégrité de la barriere cellulaire Caco-2

La Lucifer Yellow (LY) est un composé hydrosolulfligorescent connu pour traverser
la barriere intestinale par voie paracellulaireleEd donc été utilisée au cours de cette
expérience comme controle de l'intégrité de laibegrcellulaire lors du passage des digestats
intestinaux des hydrolysats PWF et XVP 15035. Ellégalement permis de calculer le
coefficient de perméabilité de la barriere dansdifférentes conditions expérimentales. Les
cellules ont été incubées du coté apical avec ahdi@n de LY (100uM) avec ou sans les
digestats intestinaux. Le coefficient de permétbidiellulaire a été calculé en présence du
controle et des digestats intestinaux a 4'gllensemble des valeurs obtenues est présenté
dans leTableau 19
Tableau 19.Coefficients de permeéabilité apparenteygPde la monocouche de cellules Caco-2 en
présence du contrdle ou des digestats intestinestés$ a une concentration de 44.L

Les digestats intestinaux de PWF et XVP 15035 titrepris avec le milieu de transport (HHBSS).
Le contréle est composé du méme milieu de transport

Papp (€cM.s?)
Controle 7,63 +2,08.10

Digestat intestinal -
PWE 4,41+1,42.10F

Digestat intestinal
XVP 15035

3,28 +1,39.10”"
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Les valeurs de permeéabilité apparentgp lealculées dans les trois conditions (contrdle,
digestat intestinal PWF et digestat intestinal X¥8035) sont bien inférieures a la valeur
seuil de l'intégrité de la barriére intestinale. &fet, d’apres la littérature, la valeur limite de
Papp témoignant d’une intégrité suffisante de laidr@ cellulaire est de 1.focm.st. Les

résultats montrent également que le contact desstdity intestinaux des hydrolysats diminue
la perméabilité de la barriére intestinale. Aves ®aleurs de perméabilité apparente, la

barriere cellulaire semble pouvoir jouer son ré@eitire vis-a-vis du passage peptidique.

Identification des peptides des digestats intestinaux

Les séquences peptidiques présentes dans lesatligegestinaux ont été identifiées
par LC-MS/MS. Les conditions d’analyse ont toutEs dgécrites dans le paragraphe 11.2.3 du
chapitre Matériels et Méthodes. Pour le digestaisimal de PWF, un total de 145 séquences
peptidiques uniques a été identifié grace de l& liesdonnéef€ichlidae et 213 séquences
peptidiques ont été identifiées par le mo@enovaavec un indice de confianee90%. Pour
le digestat intestinal de XVP 15035, un total des&fuences peptidiques uniques a été
identifié par comparaison contre la base de donGé#las galluset 84 séquences peptidiques

ont été identifiées par le mode novo

Identification des peptides dans les surnageants basolatéraux de la monocouche de cellules
Caco-2

Suite a I'expérience de passage de la barriere -€dee peptides présents du coté
basolatéral des puits, ol les digestats intestiriadxg.L* ont été incubés pendant 2h au
contact des cellules, ont été identifiés par LCAMS/ Les nombres de séquences identifiés

dans les différents compartiments basolatérauxg@sentés dans Tableau 20

Tableau 20.Nombre de séquences peptidiques identifiees paviBMAS couplé au logiciel PEAKS.

Identifie Basolatéral —— , Séq. Communes
(;n;;ﬂfssl,)gar Ider(;ten‘lre]:g\slopar Apical Apical/Basolatéral
Digestgi/sv :?testinal > 15 358 4

Dix-sept (15+2) et vingt cinq (17+8) séquences idapies ont respectivement été identifiées
dans les surnageants basolatéraux des digestgtnatux de PWF et de XVP 15035. Comme
attendu, la population peptidique apicale est plysortante en nombre de séquences que la

population basolatérale, ce qui est en accord 8weégrité de la monocouche de Caco-2
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mesurée précédemment. La comparaison des listéiglipaps basales et apicales de chaque
échantillon a montré un tres faible nombre de sécggecommunes aux deux compartiments.
En effet, seulement 4 séquences peptidiques saninaoes aux compartiments apicaux et
basolatéraux pour le digestat intestinal PWF, 54ito, et 2 séquences peptidiques communes
pour le digestat intestinal XVP 15035, soit 1,8%apparition de nouveaux motifs
peptidigues du coté basolatéral témoigne ainsiadtiité des peptidases des cellules Caco-2
durant le contact, permettant ainsi le passageaaars de la barriére intestinale simulée.

11.3.1.2. Effet des digestats intestinaux sur l'inhibition l@etivité DPP-

IV au cours du passage au travers de la barrietestinale

Dans la deuxiéme expérience, I'inhibition de I'aité de la DPP-IV a été mesurée au
cours du passage au travers de la barriere indstiintégrité de la barriere a également éte

suivie au cours de cette expérience.

Test de l'intégrité de la barriere cellulaire Caco-2

L’intégrité de la barriere intestinale a été mesysér deux méthodes différentes. Tout
d’abord par la mesure de la résistance transéithdlTEER) de tous les puits, puis par la
mesure du passage de la LY au travers de la aintastinale. La mesure du passage de la
LYa été réalisée soit au cours de I'expérience a&sgge avec l'ajout de la LY dans les
digestats intestinaux ou apres lI'expérience de gogssles digestats intestinaux par une
incubation de la LY de 2h. LEableau 21présente les valeurs des TEER obtenues.
Tableau 21.Mesurede la résistance transépithéliale (TEER) de la noaniche de cellules Caco-2 en
présence du contrdle ou des digestats intestinadig.&™.
Les valeurs reportées dans la littérature sontvifem 2000 Q.cm2 pour une membrane integre,

comprises entre 300 et 400cm? pour une membrane avec une perméabilité igaiaire et entre 50
et 100Q2.cmz2 pour une membrane a forte perméabilité c'zhteaune intégrité altérée.

TEER Q.cm?)
Lucifer Yellow 1053,90
Contréle HHBSS 1153,50 + 58,73
Digestat intestinal PWF 1138,50 + 51,90
Digestat intestinal XVP 15035 1176,60 + 43,50

Les valeurs de TEER obtenues indiquent que la pabitité de la monocouche de cellules
Caco-2 est acceptable.

Le coefficient de perméabilité cellulaire a étécad en présence du contrble et des digestats
intestinaux a 8 g.£ L’ensemble des valeurs obtenues est présentdei@ableau 22
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Tableau 22.Coefficients de permeéabilité apparenteygPde la monocouche de cellules Caco-2 en
présence du contrdle ou des digestats intestin@stés a une concentration de 8.L

Les digestats intestinaux de PWF et XVP 15035 thte&pris avec le milieu de transport (HHBSS).
Le contrble est composé uniquement d’HHBSS. D’apeedittérature, la valeur seuil deap
témoignant d’une intégrité suffisante de la baeriggllulaire est de 1.f@xm.st.

Papp (€cM.S?)
LY 2,08.10%
Controle 6,41 + 4,40.10

Digestat intestinal -
PWE 5,51+ 2,46.1¢°

Digestat intestinal
XVP 15035

5,42 +2,28.10"

Les valeurs de perméabilité apparentgp lalculées dans les trois conditions (contrdle,
digestat intestinal PWF et digestat intestinal X¥%035) sont bien inférieures a la valeur
seuil, ce qui témoigne d’'un maintien de l'intégrdé la barriere intestinale au cours de
I'expérimentation. Le contact des hydrolysats poue cependant une Iégere diminution du
coefficient de perméabilité apparente.

Mesure de l'inhibition de I'activité DPP-1V

L’inhibition de I'activité de la DPP-IV par les ptigles passant au travers de la barriere
intestinale a été mesurée pendant 1h30. Pour txelfluorescence émise a la suite de
I'hydrolyse du substrat Gly-Pro-AMC par la DPP-IVété mesurée. Les résultats obtenus
pour chaque digestat intestinal, testé a une coratiEm de 8 g.L!, sont présentés dans la
Figure 50.
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Figure 50. Mesure de linhibition de l'activité de la DPP-IMuaours du passage de la barriere
intestinale.

L’inhibition de l'activité de la DPP-IV par la pofation peptidique présente du coté basolatéraade |
barriére intestinale simulée, aprés contact avefigestat intestinal PWF (A) et le digestat inteeti
XVP 15035 (B), a été mesurée au cours d’'une cinétdp 1h30. Carrés blancs = Contréle HHBSS et
Ronds noirs = hydrolysats. Les moyennes (n = 3paageant pas une lettre identigue ont été
considérées comme statistiquement différentes apagsment statistique réalisé par une ANOVA a
un facteur suivi d’'un test de Tuckey (p < 0,05).

Quel que soit le digestat intestinal considérérdssiltats obtenus montrent qu’aucune activité

inhibitrice de I'activité de la DPP-IV, n'a été mign évidence du cbté basolatéral.

1.3.2.

Sélection des peptides au sein de la liste deddespidentifiés passant la

barriere de cellules Caco-2

A la suite de lidentification des séquences pegtids dans les compartiments

basolatéraux de la barriére intestinale simuiédtro (partie 11.3.2.3.3), le choix de peptides

pour étre synthétisés a été réalisé a I'aide aeéhode QSAR (Nongonierma and Fitzgerald

2016). Cette méthode de sélection, différente dmdsghode utilisée pour la sélection des

peptides pour la sécrétion des hormones intessinalst réalisée a l'aide d’un modele de

calcul. Les treize peptides synthétisés sont ptésetans |§ableau 23
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Tableau 23.Séquences peptidiques issues du passage de laneaimtestinale sélectionnées pour la
synthese chimique.

Digestat PWF Digestat XVP 15035
DPLV FPKATG
PDLV MTPKAG
DLDL ECLKAG
MDLP ERGLAG
EDTY RGPDSS
VDAGAP ECMMG
VADTMEVV

11.3.3. Etude du potentiel bioactif des peptides synthésga inhiber I'activité de la
DPP-IV

Le potentiel des peptides synthétisés a inhibetiVae de la DPP-IV a été mesuré en

utilisant le test développé sur les cellules Cacbe® valeurs d’'l6 obtenues sont présentées
dans leTableau 24

Tableau 24.Concentrations inhibitrices induisant 50% d'inhibit de l'activité DPP-IV (16) des
peptides synthétisés.
NC = Non Chiffrable

Digestat intestinal Peptides 1Gso (MM)
DPLV 12,78
PDLV 31247,13
DLDL 0,76
PWF MDLP 0,61
EDTY NC
VDAGAP NC
VADTMEVV 1132,70
FPKATG 5,61
MTPKAG NC
ECLKAG 134,49
XVP 15035 ERGLAG 265,59
RGPDSS 93860,68
ECMMG 129,62

Parmi les peptides synthétisés, deux peptides thsubgestat intestinal PWF et capables de
passer la barriére intestinale simulée par une couthe de cellules Caco-2 différenciées,
montrent un potentiel inhibiteur de l'activité de DPP-IV plutbt intéressant avec desolC
faibles. Il s’agit des peptides DLDL et MDLP quiégentent respectivement uned@e 760

et 610uM.
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Pour le digestat intestinal XVP 15035, seul le [pepEPKATG exerce un potentiel inhibiteur
intéressant pour inhiber l'activité de la DPP-IVeavune 1G de 5,61 mM parmi les six
peptides synthétisés.

[11.4. Conclusion

Dans cette troisieme partie du travail, le but & dg vérifier par les différents tests
biologiques le potentiel des peptides identifiéssytthétisés. Une premiére partie a éte
consacrée a lidentification des peptides stimulantsécrétion des hormones intestinales
(CCK et GLP-1). LaFigure 51 récapitule l'identification des peptides stimuldatsécrétion

des hormones intestinales (CCK et GLP-1 dans las-Bactions du digestat intestinal de

Fractionnement HPLC Fractions CCK GLP-1
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Figure 51. Schéma récapitulatif des résultats obtenus poufefitification des peptides bioactifs
stimulant la sécrétion des hormones intestinalés@nts dans le digestat intestinal de PWF.

Le fractionnement de la fraction F2 du digestatstihal de PWF par RP-HPLC a permis d’identifier
la sous-fraction FE montrant le plus fort potentiegdtimuler la sécrétions des hormones intestinales
Les peptides présents dans cette sous-fractioatéritientifiés par LC-MS/MS et 20 peptides ont été
synthétisés et testés pour la sécrétion des hosnone

Parmi les 494 séquences peptidiques qui ont etdifiées, 20 peptides ont été synthétisés
pour vérifier leur potentiel a stimuler la sécrétides hormones intestinales. Les résultats

obtenus ont permis de mettre en évidence les iRl VDK et PSLVH stimulant la
sécrétion de CCK.
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La Figure 52 récapitule lidentification des peptides stimuldatsécrétion des hormones

intestinales (CCK et GLP-1), présents dans les-fagtions du digestat intestinal de XVP

FractionnementHPLC
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Figure 52. Schéma récapitulatif des résultats obtenus poufefitification des peptides bioactifs
stimulant la sécrétion des hormones intestinalés@nts dans le digestat intestinal de XVP 15035.

Le fractionnement de la fraction F2-3 du digestéestinal de XVP 15035 par RP-HPLC a permis
d’identifier la sous-fraction FF montrant le plugtfpotentiel a stimuler la sécrétions des hormones
intestinales. Les peptides présents dans cettefamion ont été identifiés par LC-MS/MS et 20
peptides ont été synthétisés et testés pour létg@tdes hormones.

Parmi les 749 séquences peptidiques qui ont etdifiées, 20 peptides ont été synthétisés
pour veérifier leur potentiel a stimuler la sécrétides hormones intestinales. Les résultats
obtenus ont permis de mettre en évidence les msptid EL, VLPL et FPYPLPRPL

stimulant la sécrétion de CCK.

Une deuxieme partie a été consacrée a l'identifinaties peptides inhibant I'activité de
'enzyme DPP-IV des digestats intestinaux des Hydats. Pour cela, une simulation du
passage de la barriere intestinale a été réalif@aml@ d’'une monocouche de cellules Caco-2.
La démarche réalisée pour l'inhibition de l'activile la DPP-IV au cours du passage de la
barriére intestinale et l'identification des peptdpassant cette barriere simulée est résumée
dans laFigure 53 pour le digestat intestinal de PWF et dans le pewligestat intestinal de
XVP 15035.
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Figure 53. Schéma récapitulatif des résultats obtenus lorsedgérience de passage de la barriére
intestinale pour le digestat intestinal.

L’inhibition de I'activité de I'enzyme DPP-IV a étfesurée au cours du passage de la barriere
intestinale dans le compartiment basolatéral. Legtiges traversant la barriere intestinale ont été
identifiés par LC-MS/MS et 7 peptides ont été sgtiteés pour identifier ceux inhibant I'activité de
'enzyme DPP-IV.

La mesure de l'inhibition de Il'activité de la DPY-bu cours du passage de la barriere
intestinale n'a pas permis de démontrer le potedés peptides du digestat intestinal de PWF
traversant cette barriere a inhiber l'activité dentyme DPP-IV. Parmi les 17 peptides

identifiés dans le compartiment basolatéral, 7ideptont été synthétisés et deux peptides ont

montré un potentiel intéressant : DLDL et MDLP.

La Figure 54 résume les résultats obtenus pour le digestastingd de XVP 15035 sur

l'inhibition de I'activité de 'enzyme DPP-IV.
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Figure 54. Schéma récapitulatif des résultats obtenus lor§edg@érience de passage de la barriere
intestinale pour le digestat intestinal de XVP 1503

L'inhibition de Il'activité de I'enzyme DPP-IV a étfesurée au cours du passage de la barriere
intestinale dans le compartiment basolatéral. Legtiges traversant la barriere intestinale ont été
identifiés par LC-MS/MS et 6 peptides ont été sgtitieés pour identifier ceux inhibant I'activité de
'enzyme DPP-IV.

De la méme facon que pour le digestat intestindP\dé-, les peptides traversant la barriere
intestinale n'ont pas montré de potentiel inhibitde I'activité de la DPP-IV. Parmi les 25
peptides identifiés dans les compartiments basalate 6 peptides ont été synthétisés et seul
le peptide FPKATG a montré un potentiel intéressaen que plus faible que les peptides
identifiés du digestat intestinal de PWF.

V. Etude in vivo de l'effet de I'hydrolysat protéigue PWF sur I'homéostasie

énergétique

IV.1. Introduction

Les résultats présentés dans les trois premieréepant permis de mettre en avant le
réle potentiel des hydrolysats dans la régulatiemadorise alimentaire via la stimulation de la
sécrétion des hormones intestinales (CCK et GLZ&pendant, ces résultats obteimugitro
doivent étre validém vivo afin de confirmer le réle des hydrolysats dansgutation de la
prise alimentaire. Il a ainsi été choisi de mesuleepotentiel de I'hydrolysat PWF sur la
régulation de ’'homéostasie énergétique chez ld_texpérimentation s’est déroulée en deux

phases. Dans une premiere phase, les effets dirdliygat PWF sur la régulation de la prise
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alimentaire et sur le poids ont été mesurés suratesen croissance et en bonne santé. Dans
une deuxiéme phase, les effets de I'hydrolysat BWHa prise alimentaire et le poids ont été
mesurés sur des rats adultes suivant un régimesatiine riche en matieres grasses. Dans
cette deuxieme phase d’expérimentation, les effetadministration de I'hydrolysat PWF

sur la régulation de certains marqueurs de I'hotadas énergétique ont également été suivis.

Toutes les procédures expérimentales réaliséedesuanimaux ont été conformes aux
directives du Comité National de Soins Animalietsvalidées par le Comité d’Ethique en
Expérimentation Animale (CEEA) sous le n° 201708811 003.

IV.2. Analyse statistique des résultats par modele mixte

L’analyse statistique par le modele mixte a étdis@a sur les résultats de la prise
alimentaire et du poids des animaux. Il s’agit @wmalyse de la variance qui permet de
prendre en compte plusieurs parametres. Dans éntde, le modele mixte a pris en compte
'animal comme effet aléatoire, et le poids desramnix, le poids du jour J1 ou en début de
semaine) ainsi que le groupe comme effets fixeais @galement de corréler des effets fixes
comme le groupe x le moment (jour, semaine, mais)y fa prise alimentaire. Pour le poids
des animaux, la consommation est prise en compteneoeffet fixe ainsi que l'interaction
groupe X semaine et groupe x consommation. Le reauétte permet ainsi d’obtenir lgs
value des différents effets (groupe, poids, moment, raaon groupe X moment,
consommation, interaction groupe x consommatiomndcette partie, seuls les résultats de
'analyse de variance sur I'effet groupe ont éspntés. Cependant, si un effet a été observé
autre que l'effet groupe, lavalueest indiquée. L'analyse de la variance a été syar une

comparaison par paire réalisée par un test de Stude

IV.3. Effet de I'hydrolysat PWF et de sa matiere premiéresur un modéle d’étude de

rat en croissance

Cette premiere phase d’expérimentation a pour bundsurer I'effet de I'hydrolysat
PWF sur la prise alimentaire et le poids en comgamaavec d'une part un controle
physiologique et d’autre part un groupe recevanmkiére premiere a l'origine de cet
hydrolysat. Ainsi, quatre groupes de huit rats @gtformés et ont recu quotidiennement par
gavage oro-gastrique soit de I'eau (Ctrl), de laiéna premiére a 500 mg.rL(MP500) ou
encore de I'hydrolysat PWF a 250 ou 500 mgimltespectivement intitulés HP250 et
HP500).
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IV.3.1. Effet de I'hydrolysat et de sa matiere premiérelguorise alimentaire

Les quatre groupes de rats ont recu un régime denance standard (Teklad 2016)
tout au long de cette premiere phase d’expérimentadta consommation des croquettes a été
pesée quotidiennement. Edgure 55 présente les résultats obtenus pour la prise ataire

cumulée et la prise alimentaire moyennée par semain
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Figure 55. Effet de I'hydrolysat PWF sur la régulation depldse alimentaire.

La prise alimentaire cumulée représente la consdgimmanoyenne de chaque groupe incrémentée
chaque jour (A) et la prise alimentaire est obternemoyennant la prise alimentaire journaliere
semaine par semaine pour chaque groupe (B). Lelalenia prise alimentaire et la prise alimentaire
journaliere moyennée par semaine sont exprimésergie ingérée (kcal) correspondant a la somme
des apports énergétiques venant de l'alimentatiateda charge oro-gastrique. Les valeurs sont les
moyennes + SEM (n = 8). Les moyennes ont été cérésd comme non significativement différentes
apres traitement statistique réalisé par modéldgensuivi par une analyse posthoc de Student. Les
quatre groupe ont recu une alimentation standaed &trl : groupe en régime standard recevant de
'eau par voie oro-gastriqgue, HP250 : groupe recewte I'hydrolysat PWF a 250 mg et HP500 :
groupe recevant de I'hydrolysat PWF a 500 mg.
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La prise alimentaire cumulée au cours de cette igrenphase montre un léger détachement
du groupe HP500 et du groupe MP500 a partir duediei jour de gavage par rapport au

groupe contrble et au groupe HP2Bl0g(ure 55A). La consommation cumulée des groupes
HP500 et MP500 sont proches jusqu’au jour J24 peigroupe MP500 présente une

consommation cumulée légerement plus faible maisstatistiquement différente de celle du

groupe HP500. Le groupe Contréle et le groupe HR&%0des consommations cumulées

similaires tout au long de cette premiere phasepgamentation.

Concernant I'évolution de la prise alimentaire awurs des quatre semaines
d’expérimentation, les résultats montrent une legdiminution a partir de la deuxieme
semaine pour les groupes HP500 (63,61 + 0,97 k&aNIP500 (61,16 = 0,82 kCal). La
moyenne de la consommation a la quatrieme semadliguie que le groupe MP500 (65,97 +
1,51 kCal) a légerement moins consommeé que le g@réliRb00 (68,47 + 1,01 kCal) qui a lui-
méme moins consommé que les deux autres groupe39 (681,34 et 69,47 + 1,03 kCal
respectivement pour les groupe controle et HP2Z5i@ufe 55B). Cependant le modele mixte
sur toute la période ainsi que les modéles mixdes@maine ne montrent aucun effet groupe
(Tableau 25.

Tableau 25P values obtenues pour l'effet groupe sur 24h padeates mixtes.

Analvse Pvalue Période sur 24h) de
y I'effet Groupe
Modele mixte sur la
durée totale de 0,5547
I’étude
Modele'mlxte 0.0968
Semaine 1
Modele_mlxte 0.7409
Semaine 2
Modele'mlxte 0.8584
Semaine 3
Modele_mlxte 0.6916
Semaine 4

Bien que I'analyse de variance ne montre pas d'gfi@upe, une comparaison par paire a été
réalisée. La comparaison par paire n'a pas permuiftérencier les groupes entre eux sur la
consommation globale (sur le mois d’étude) ni sucdnsommation par semaine. Le modele
mixte sur la durée totale indique un effet semdme& 0,001) et la comparaison par paire
montre que les rats ont davantage consommeé efetr@ssemaine en comparaison avec les
deux premieres semaines et en quatrieme semairmraparaison avec les trois autres

semaines.
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IV.3.2.

Effet de I'hydrolysat et de sa matiere premiérelsumoids

Le poids des animaux a également été suivi touboag de cette premiére phase

d’expérimentation. Pour cela, les animaux ont &&ép une fois par semaine. Eigure 56

présente les résultats obtenus.
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Figure 56. Effet de I'hydrolysat PWF sur le poids des animaux
Les valeurs sont les moyennes du poids de chaqoelah SEM
semaine. Le traitement statistique réalisé par heodxte suivi

| s | 22 | 127 |

par groupe (n = 8) mesuré chaque
d'une analyse posthoc de Student.

Les quatre groupe ont regu une alimentation stanaeec Ctrl : groupe en régime standard recevant
de I'eau par voie oro-gastrique, HP250 : groupevant de I'hydrolysat PWF & 250 mg et HP500 :

groupe recevant de I'hydrolysat PWF a 500 mg.

Bien que les résultats montrent une prise de paigsfaible

groupe MP500 a partir de la deuxieme semaine (E)uj

pour le groupe HP500 et pour le

a la derniere semaine (J27), Le

modele mixte sur la durée totale de I'étude n'amésen avant d’effet groupe significatg (

value = 0,2236) ni un effet groupe x momept\alue= 0.224). Ainsi, le poids des animaux

passent de 262,6 + 4,4 g au jour J1 a 354,9 + 1d A8 jour J27 pour le groupe contrble, de
262,7 + 3,92 g a 364,9 + 5,74 g au jour J27 pogréeipe HP250, de 262,7 + 3,92 g a 353,2

+ 7,22 g au jour J27 pour le groupe HP500 et de&®&21,0

6 g a 348,6 + 6,78 g au jour J27

pour le groupe MP500. Les comparaisons par pairel’isteraction groupe*moment ont

permis cependant de mettre en évidence une prigmids

significativement plus faible du

groupe MP500 en comparaison du groupe HP250 enimerBaet des groupe MP500 et

HP500 en comparaison du groupe HP250 en semaine 4.

La représentation des résultats en boite a mowstpehmet de visualiser la variabilité

intragroupe. Le gavage oro-gastrique journalieicdirgydrolysat PWF et la matiére premiere
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diminue la variabilité intragroupe de la prise @éds par rapport au groupe contréle. En effet,
la variabilité des poids dans les différents gra@pproximativement équivalente au début

de I'expérimentation, augmente au fur et & mesasesémaines dans le groupe controle.
IV.4. Conclusion

Bien qu’une légeéere diminution de la prise alimemtatt du poids pour les groupes
HP500 et MP500 semaine par semaine ait pu étrena®sesn comparaison du groupe
contrble, cette premiere phase d’expérimentatian pas permis de mettre en évidence un
effet significatif de I'hydrolysat PWF sur la régtibn de la prise alimentaire et de la prise de
poids. Une légére diminution de la prise alimeetast également observée pour le groupe
HP500 et MP500 en comparaison du groupe HP250nestiminution de la prise de poids a
éteé observée pour les groupes MP500 (semaine Be¢tHP500 (semaine 4) en comparaison
du groupe HP250.

IV.5. Effet de I'hydrolysat PWF sur un modeéle d’étude deat adulte en régime riche en

matiéres grasses

IV.5.1. Effet de 'hydrolysat PWEF sur la prise alimentaire

Comme en premiére phase d’expérimentation, la comsiion des animaux a été
suivie tout au long de I'étude. Ici, la pesée derents a été réalisée deux fois par jour afin
d’obtenir la consommation sur la période noctuth&h0-5h30 + 2h lumiére allumée) et sur
la période diurne (7h30-17h30). Les résultats aldgrour la prise alimentaire cumulée et la

consommation sont présentés dans la figure ci-deggmure 57).
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Figure 57.Effet de I'nydrolysat PWF sur la régulation de tisp alimentaire.

La prise alimentaire cumulée représente le cumih @®nsommation moyenne de chaque groupe par
jour (A) et la prise alimentaire moyenne a été mditeee en moyennant la prise alimentaire journalier
de chaque groupe semaine par semaine sur la pg§oadg07h30-17h30) et sur la période nuit
(17h30-07h30) (B). Le cumul de la prise alimentaitda prise alimentaire sont exprimés en énergie
ingérée (exprimée en kcal) correspondant a la sonde® apports énergétigues venant de
l'alimentation et de la charge oro-gastrique. Ledeurs sont les moyennes + SEM (n = 8). Les
moyennes de la prise alimentaire ne partageantupadettre identique ont été considérées comme
statistiguement différentes apres traitement $igis réalisé par modéle mixte suivie d’'une analyse
posthoc de Student. Les trois groupes sont en gégche en matieres grasses avec Ctrl HF : groupe
recevant de I'eau, HP250 : groupe recevant de tdlydat PWF & 250 mg et HP500 : groupe recevant
de I'hydrolysat PWF a 500 mg par gavage oro-gastrid-a consommation cumulée du groupe
contrdle physiologique (Ctrl) est représentée mougris.

Le cumul de la prise alimentaire sur la périodeéexpentale montre dans un premier temps
la différence de prise calorique entre les troisuges en régime HF et le groupe contréle
physiologique en régime standardigure 57A). L'apport énergétique différent des deux
régimes (3 et 4 kCal.Kgrespectivement pour le régime de maintenance etdine HF)

explique cette différence. La prise énergétiquewdampour les trois groupes HF est similaire
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jusqu’au jour J45, jour a partir duquel le group@580 a une consommation Iégerement plus

faible que les deux autres groupes.

La Figure 57B montre que la prise énergétigue des animaux, senpair semaine, en période
jour (10h jour) est globalement stable au cours siespremieres semaines pour les trois
groupes en régime HF. A la septieme semaine, lactomation du groupe HP500 (22,84 +
1,34 kCal) est Iégerement plus élevée que le gr@ipeHF (19,70 = 1,12 kCal) et le groupe

HP250 (20,25 + 1,46 kCal). Sur la période nuit (Xlt + 2h jour), la moyenne de la

consommation de chaque groupe est stable (entB& 321,76 et 63,08 £1,91 kCal/semaine)
apres la premiere semaine (environ 75 kCal cons@ndiadaptation au nouveau régime et
ce jusqu’a la cinquieme semaine. A partir de laesme semaine, la prise énergétique du
groupe HP500 commence a diminuer pour atteind@456,2,02 kCal en semaine 6 et 43,92
+ 2,80 kCal en semaine 7 pour laquelle elle estifsigtivement plus faible que celle des

groupes Ctrl HF et HP250 qui ont respectivementsoomimé 54,98 + 1,81 et 52,06 = 2,52

kCal en semaine 7.

Les modeles mixtes réalisés sur la période totaléatude pour les deux périodes séparees
(nuit et jour), ainsi que sur la période 24h n’gras mis en évidence d’effet groupe
significatif. Les p valuesobtenues pour l'effet groupe sont reportées dentalbleau ci-
dessousTableau 26.

Tableau 26.Synthese des p values obtenues pour I'effet gmwpl@ période jour (7H30-17h30), nuit
(17h30-7h30) et sur 24h issues des modeles mixtds prise alimentaire.

Analyse P value P yalue i
y (Période diurne) (Période nocturne) (Période sur 24h)
Modéele mixte sur la
durée totale de 0,1065 0,5895 0,8825
I'étude
Modele_mlxte 0,3858 0,9763 0,9954
Semaine 1
Modele'mlxte 0,1532 0,1051 0,1656
Semaine 2
Modele mixte 0,5374 04162 0,4359
Semaine 3
Modele'mlxte 0.6226 0,5993 0,9927
Semaine 4
Modele_mlxte 0,2203 0,8544 0,8205
Semaine 5
Modele'mlxte 0,2126 0,2321 0,4817
Semaine 6
Modele_mlxte 0,3433 0,0161 0,1782
Semaine 7
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En revanche, un effet groupe a été observé suriade nuit (17h30-7h30) a I& Semaine
value = 0,0161). Les comparaisons par paire du modékensffectué sur 1a®rT® semaine
montrent une consommation significativement plubléadu groupe HP500 par rapport au
groupe Ctrl HF et au groupe HP250dure 57B).

IV.5.2. Effet de I’hydrolysat sur le poids

Comme lors de la premiére phase, le poids des amimagalement été mesuré une

fois par semaine. Les résultats obtenus sont psdans la figure suivantéigure 58).

600+ Ctrl HF
HP250
@@ HP500
—~ 500+
C
17}
=
(=]
R 400+ i l
300

J1 I8 [J15] 122729 | J36|143 | I50)

Jours
Figure 58.Effet de I'hydrolysat PWF sur le poids des animaux.
Les valeurs sont les moyennes du poids de chadgualah SEM (n = 8). Les moyennes ne partageant
pas une lettre identigue ont été considérées comsamistiquement différentes aprés traitement
statistique réalisé par modele mixte suivi d’'unalgse posthoc de Student. Les trois groupes sont en
régime riche en matiéres grasses avec Ctrl HFupgroecevant de I'eau, HP250 : groupe recevant de

'hydrolysat PWF & 250 mg et HP500 : groupe recedenl’hydrolysat PWF & 500 mg par gavage
oro-gastrique.

Tout au long de la deuxieme phase d’expérimentates animaux ont tous pris du poids
guelque soit le groupe passant de 373,5 + 27,5'g0at 34,3 g pour le groupe Ctrl HF, de
370,7 £ 23,8 g 4 469,0 = 38,7 g pour le groupe HRAXde 373,7 + 24,3 g a 462,3 +525¢
pour le groupe HP500. La représentation des rdésudtaboite & moustache permet de mettre
en évidence la grande variabilité intragroupe gued soit le groupe. Le modele mixte sur
toute la durée de I'étude ne montre pas d’effetigecp value= 0,9508).
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IV.6. Dosage des hormones circulantes et étude d’autresamueurs impliqués dans la

régulation de 'homéostasie énergétique

IV.6.1. Effet de ’hydrolysat PWF aprés un mois du réqginteus régime standard

L’effet de I'hydrolysat PWF sur la modulation detegnes hormones intervenant dans

la régulation de 'homéostasie énergétique a étéurdeapres un mois d’expérimentation

(Figure 59).
28 phase d’expérimentation
T I - ' gavages T gavages -"»\ avag P! l T
Jo gus gy e T o Jui¥is " dig

TTGO rélév ement TTGO

Figure 59.Schéma du protocole expérimental de la deuxiémsepti@axpérimentation.

Un prélevement sanguin a été réalisé aprés un 1fd@8) de mise en régime HF afin de mesurer
I'effet de I'hydrolysat PWF sur la modulation deffélientes hormones intestinales (GLP-1, GIP,
insuline, leptine).

Les rats maintenus a jeun depuis 12h ont été garéme les jours précédents puis préleves
exactement 30 minutes aprés I'administration. laes< td’hormones des rats ayant suivi un
régime standard (Teklad 2016) pendant 30 jours ep@spa ceux des rats ayant suivi un

régime riche en matiéres grasses (45%) sont compareés ld&igure 60.
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Figure 60. Impact du régime alimentaire et de I'hydrolysat #s concentrations plasmatiques des
hormones intervenant dans la régulation de I'horte&is énergétique.

Les prélevements sanguins ont été réalisés apesiuinde mise a jeun et un prélevement 30 min
apres I'administration orale de I'hydrolysat PWFaalle de I'eau. Les taux circulants de GLP-1 (A),
de GIP (B), d’insuline (C) et de leptine (D) ontsaite été déterminés par dosage RIA et Luminex.
Barre avec rayures = rats en régime HF. Les valeams les moyennes intragroupes (n = 8) + SEM.
Les moyennes ne partageant pas une lettre identiqu&té considérées comme différentes apres
traitement statistique réalisé par une ANOVA aantdur suivie d'un test de Dunnett (p < 0,05). Ctrl
groupe en régime standard recevant de I'eau parami-gastrique, Ctrl HF : groupe en régime riche
en matiéres grasses recevant de I'eau; HP500 pgmacevant de I'hydrolysat PWF & 500 mg.

Les résultats obtenus montrent en premier lieu lgueeégime alimentaire des animaux
n’'influence ni les concentrations plasmatiques d#-G (Figure 60A), ni celles de leptine
Figure 60D). En effet, aucune différence significative n’a ébservée entre les contréles HF
et Standard ou entre les groupes HP500 en régimet HIP500 Standard. Concernant I'effet
de [I'hydrolysat, I'administration de HP500 n’'a pasngendré d’augmentation des
concentrations de GLP-1 circulantes quel que smitrdgime considéré. En revanche,
I'hydrolysat PWF stimule significativement la sé&aé de GIP par rapport au contrdle et ce,
pour les deux régimes alimentairésglure 60B). Ainsi, les animaux ayant recu HP500 ont un
niveau de GIP circulant de 39,78 + 3,30 pghftégime standard) et de 40,83 + 2,70 pgimL
(régime HF) alors que les valeurs obtenues pouwrdagéles des groupes en régime standard
et en régime HF sont respectivement de 20,91 + fgPrl? et de 23,60 + 2,50 pg.rmiL
Concernant le niveau circulant de leptifreég(re 60D), les groupes controles et le groupe
HP500 en régime HF ont des niveaux légerementgigs que celui du groupe HP500 en
régime standard, mais il n'y a pas de differengaiicative. Apres un mois de régime HF,

seuls les niveaux d’insuline varient entre les gesuen régime standard et les groupes en
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régime HF. Bien que les résultats obtenus ne s@astsignificatifs, le groupe HP500 en
régime standard (806,5 + 122 pg.H)let le groupe contrdle en régime HF (814,3 + 128,9
pg.mLY) ont des niveaux d’insuline circulants légéremeluis élevés que celui du groupe
contréle en régime standard (572,0 + 117,7 pg)nLes résultats obtenus pour le groupe
HP500 en régime HF (1217,0 + 122,9 pg:Hhimontrent que I'administration de I'hydrolysat
a engendré une augmentation significative de laemtnation d’'insuline par rapport a I'eau
(contréle) en régime standard.

IV.6.2. Effet de I'hydrolysat PWF aprés deux mois du réqgilE sur certains

marqueurs de la régulation de I'homéostasie éngroget

L’effet court terme de I'hydrolysat PWF sur la réagion de 'homéostasie énergétique

a eté mesuré apres quasiment deux mois d’expértnamniFigure 61).

I T 1
Jsp sl Jsg

gavages

Sacrifice——

Figure 61.Schéma du protocole expérimental de la troisienasell'expérimentation.

Pour cela, les rats ont recu leur traitement hab@pres une nuit de mise a jeun et le sang a
été prélevé 30 min apres le gavage. La figure ssoles [Figure 62) présente les résultats
obtenus pour les niveaux circulants de CCK, de GL&e GIP plasmatique ainsi que pour la

mesure de I'activité de la DPP-IV plasmatique.
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Figure 62. Effet de I'hydrolysat PWF sur certains marqueurs lderégulation a court terme de
I’lhoméostasie énergétique.

Les prélévements sanguins ont été réalisés apeswinde mise a jeun et un prélevement 30 min
apres I'administration orale de I'hydrolysat PWFaalle de I'eau. Les taux circulants de CCK (A), de
GLP-1 (B), de GIP (C) et l'activité de la DPP-IV XBnt ensuite été déterminés par dosage RIA,
Luminex et dosage enzymatique. L'activité de la BYPRst estimée par I'absorbance du produit de
I'hydrolyse du gly-pro-pNA par la DPP-IV plasmat&aprés 1H de réaction a 37°C. Les valeurs sont
les moyennes intragroupes (n = 8) + SEM. Les mogeme partageant pas une lettre identique ont été
considérées comme différentes aprés traitemeigtsjae réalisé par une ANOVA a un facteur suivie
d'un test de Dunnett (p < 0,05). Ctrl : groupe égime standard recevant de I'eau par voie oro-
gastrique. Trois groupes en régime riche en matigrasses avec Ctrl HF : groupe recevant de I'eau,
HP250 : groupe recevant de I'hydrolysat PWF a 290etHP500 : groupe recevant de I'hydrolysat
PWF a 500 mg. Ctrl : groupe en régime standardvesttede I'eau par voie oro-gastrique et les trois
groupes en régime riche en matieres grasses aviedFCt groupe recevant de I'eau, HP250 : groupe
recevant de I'hydrolysat PWF a 250 mg et HP50@upe recevant de I'’hydrolysat PWF a 500 mg.

L’administration de I'hydrolysat aux deux dosesrstie significativement la sécrétion de
CCK avec des valeurs de 1,5 et 1,1 pM pour HP2%{P&00 contre 0,4 pM pour le contrble
(Figure 62A). Les concentrations de GLP-1 plasmatiquegure 62B) obtenues sont de

56,22 + 9,48 pg.mt pour le groupe Ctrl HF, de 74,59 + 6,09 pg:hyour le groupe HP250

et de 95,40 + 6,57 et 37,32 + 5,92 pg:hplour le groupe HP500.

L'effet de I'hydrolysat PWF sur l'inhibition de I&ivité DPP-IV a été mesuré via la
détermination de I'hydrolyse du substrat Gly-ProAppar I'enzyme DPP-IV plasmatique et
la mesure de I'absorbance a 405 nm qui correspdadgaantité de substrat hydrolysé. Les
résultats obtenusFigure 62D) ne montrent pas de différences significativesreeries

différents groupes, bien que l'activité DPP-IV stigerement plus faible pour le groupe
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HP500 en comparaison aux deux autres groupes Hi¢ ame activité proche de celle

mesurée pour le Ctrl physiologique.

Au cours de cette étude, l'effet de I'hydrolysat P\Wur 'homéostasie énergétique a long
terme a également été suivi apres les deux maxpéience. Les deux hormones intervenant
dans la régulation a long terme de I'homéostasergétique sont l'insuline et la leptine.
Comme la leptine est sécrétée par les adipocyessdu adipeux viscéral (tissu adipeux de
I'épididyme et le tissu rétropéritonéal) a été vél au moment de la mise a mort et pesé. En
plus de jouer un réle dans la prise alimentainasililine joue également en rdéle dans la
régulation de I’homéostasie glucidique. L’homéastagucidique est régulée par une boucle
insuline/glucagon. En effet, I'insuline régule lgaemie en diminuant les niveaux de glucose
sanguin apres un repas alors que le glucagon vaepee de maintenir un niveau basal de
glucose sanguin entre les repas. Ainsi, il a étédddéde mesurer également le glucagon qui

régule avec l'insuline la glycémie. Les résultaistprésentés dansiagure 63.
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Figure 63. Effet de I'hydrolysat PWF sur certains marqueurs lderégulation de I'homéostasie
énergétique a long terme.

Les prélevements ont été réalisés apres une nuiisie a jeun et un prélevement 30 min aprés
'administration orale de I'hydrolysat PWF ou cetle I'eau. Les taux circulants d’'insuline (A), de
glucagon (B), de leptine (C) et le poids du tisdipeux viscéral (D) ont ensuite été déterminés. Les
valeurs sont les moyennes intragroupes (h = 8) M.9Ees moyennes ne partageant pas une lettre
identique ont été considérées comme statistiquediff@tentes apres traitement statistique réaleaeé p
une ANOVA a un facteur suivie d'un test de Dunr{ptt< 0,05). Ctrl : groupe en régime standard
recevant de I'eau par voie oro-gastrique. Troisuges en régime riche en matiéres grasses avec Ctrl
HF : groupe recevant de I'eau, HP250 : groupe @tede I'hydrolysat PWF a 250 mg et HP500 :
groupe recevant de I'hydrolysat PWF a 500 mg.
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Les résultats obtenus pour les niveaux d'insulifesmatique Kigure 63A) indiquent une
sécrétion significativement plus élevée pour laugeoHP500 par rapport au contréle HF avec
des valeurs respectives de 1042 + 167,8 pg.ml515,6 + 92,37 pg.mL Cependant, le
niveau d’insuline plasmatique du groupe HP500 mest significativement différent de celui
du groupe HP250 (597,8 + 126,2 pgMini de celui du groupe contrdle en régime standard
(813,3 + 120,5 pg.mit). Concernant le glucagon, bien qu’aucune diffégesignificative ne
soit observée entre les groupes, le taux de glucagoulant est plus élevé chez les animaux
du groupe HP500Hgure 63B). Concernant les niveaux circulants de leptinecuaa
différence n'a été observée entre les groupes ajoes comme attendu par l'influence du
régime, la masse de tissu adipeux viscéral desaanirayant été nourris avec le régime HF
est significativement supérieure a celle des anintauntrdle nourris avec le régime standard
(Figure 63C, D). Ainsi, les masses obtenues sont de 3,12 + Qgbdge rat pour le groupe
contréle HF, de 3,09 + 0,18 g'gle rat pour le groupe HP500 et de 2,28 + 0,13 dgrat
pour le groupe contrdle en régime standard. Méneersioyenne de la masse du tissu viscéral
obtenue pour le groupe HP250 (3,23 + 0,36'glg rat) est plus élevée que celle des autres
groupes, elle n'est pas significativement difféeeo¢ qui est sans doute dd a une plus grande

variabilité intragroupe.

IV.7. Effet de I'hydrolysat sur la régulation de I'expresion des genes codant certains

marqueurs de la régulation de ’lhoméostasie énerggue

En complément du suivi de certains marqueurs danl#ostasie énergétique, cette
étude a permis de mesurer l'effet du gavage quetidur la régulation de I'expression des
génes codant les hormones étudiées et d’autresumasyde I'homéostasie. Pour cela, le
duodénum et le jéjunum ont été prélevés au momentadnise a mort afin de mesurer
'expression des genes codants les CCK et le Gloh a quant a lui été prélevé pour
déterminer l'expression des génes codant le GIP,DRP-IV et le GLP-1. Enfin,
'hypothalamus a également été conservé afin deuraed’expression des genes codant
certains neurotransmetteurs impliqués dans la aéigal de la prise alimentaire, comme la
proopiomélanocortine (POMC), le Cocaine- and Amam#he-Regulated Transcript
(CART), le neuropeptide Y (NPY) et '’Agouti Relat@aptide (AgRP).
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IV.7.1. Mesure de I'expression des génes étudiés le lomintestin

Les résultats obtenus pour I'effet de I’hydrolyB&VF sur la régulation de I'expression

du gene codant les CCK et le GIP sont présentésld&igure 64.
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Figure 64. Effet de I'hydrolysat PWF sur la régulation dexpgession des génes codant les CCK et le
GIP au niveau du duodénum et du jéjunum et dessgeodant le proglucagon et la DPP-1V au niveau
de l'iléon.

La quantité relative de transcrit des genes cogamt (A), GIP (B) dans le duodénum, pour CCK (C),
GIP (D) dans le jéjunum et de GLP-1 (E) et DPPHY & été mesurée par qPCR. Le gene codant la
GAPDH a été utilisé comme géne de référence. Latg@arelative de transcrits des génes a été
obtenue selon la méthode AW Ct en référence au niveau de transcrits du contiéleLes valeurs
sont les moyennes intragroupes (n = 8) + SEM. lyaeastatistique par ANOVA a un facteur suivi
d'un test de Dunnett par rapport au ctrl HF (p 850,a permis de déterminer la significativité des
différences de niveau d'expression, indiquées jgar ldttres différentes. Ctrl : groupe en régime
standard recevant de I'eau par voie oro-gastriueis groupes sont en régime riche en matieres
grasses avec Ctrl HF : groupe recevant de I'ea@58P groupe recevant de I'hydrolysat PWF a 250
mg et HP500 : groupe recevant de I'hydrolysat PVEB@mg.

Les résultats obtenus pour les génes codant les, GCKIP et le proglucagon n'ont pas
permis de mettre en évidence de différences sogtifies entre les groupes. Cependant,
I'expression du gene codant les CGKgure 64A) pour le groupe HP500 (0,73 = 0,19 fois le
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contrble HF) est Iégérement plus faible comparélie du groupe controle HF dans le
duodénum. Pour le groupe HP250, I'expression de gexdant les CCK est |égerement plus
élevée que celle du contréle HF. Cette méme temdestcobservée pour I'expression du gene
codant le GIP Kigure 64B), le groupe HP250 montre un niveau d’expressi@erément
supérieur a celui du contréle HF avec 1,54 + O34 e contr6le HF. L’'expression du gene

codant GIP pour HP500 est Iégerement plus faibéeaglie du contrble en régime HF.

Contrairement a la tendance observée dans le duogéone |égere augmentation de
I'expression du géne codant les CaKgure 64C) est observée pour le groupe HP500 (1,32
+ 0,34 fois le controle HF) par rapport au groupetdle en régime HF. Le niveau
d’expression pour ce méme gene dans le groupe HER5@gerement plus faible (0,95 £
0,24 fois le contréle) que celui du groupe conttdie Les résultats sur I'expression du gene
codant le GIP Kigure 64D) montrent que les animaux des groupes controleégime
standard et controle en régime HF ont un niveawpi&ssion similaire. Le groupe HP500
induit un niveau d’expression légérement plus élgué le groupe contréle en régime HF

avec un niveau d’expression qui est de 1,09 = fa@0de contrble HF.

Les résultats obtenus concernant I'expression de gédant le proglucagoRi@ure 64E) ne
montrent pas de différences significatives entsegmupes. Les animaux du groupe HP500
présentent cependant un niveau d’expression légértepius élevé (1,28 + 0,21 fois le
contréle HF). A linverse, les animaux du groupe2d® ont un niveau d’expression du gene
codant le proglucagon legerement moins élevé amecexpression de 0,63 + 0,17 fois le
contréle HF. Concernant la modulation de I'exprassiu géne codant la DPP-IW¥igure
64F), le groupe HP250 et le groupe contréle en régatamdard présentent des niveaux
d’expression significativement plus faibles queucelu contréle HF. Les valeurs obtenues
sont respectivement de 0,70 £ 0,06 et de 0,58 & @B le contréle HF pour le groupe

contrble en régime standard et HP250.

IV.7.2. Mesure de l'expression des genes des neurotramsmsetexprimés dans

I’nypothalamus

Les résultats obtenus concernant I'effet de I'hjydrat PWF sur la régulation de
I'expression des génes codant la POMC, la CARTNRY et 'AgRP sont présentés sur la
Figure 65.
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Figure 65 Effet de I'hydrolysat PWF sur la régulation deeXpression des génes codant les
neurotransmetteurs exprimés dans I'hypothalamus.

La quantité relative de transcrit des genes cod@ét (A), AgRP (B), CART (C) et POMC (D) a été
mesurée par gPCR. Le géne codant la GAPDH a digéutomme géne de référence. La quantité
relative de transcrits des génes a été obtenue felméthode dWACt en référence au niveau de
transcrits du contréle HF. Les valeurs sont les enogs intragroupes (n = 8) + SEM. L'analyse
statistiqgue par ANOVA a un facteur suivi d’'un tést Dunnett (p < 0,05) a permis de déterminer la
significativité des différences de niveau d'expmessindiquées par des lettres différentes. Ctrl :
groupe en régime standard recevant de I'eau pa&r mai-gastrique et trois groupes sont en régime
riche en matieres grasses avec Ctrl HF : groupevast de I'eau, HP250 : groupe recevant de
I'hydrolysat PWF & 250 mg et HP500 : groupe recedar’hydrolysat PWF a 500 mg.

Les résultats obtenus pour I'expression des gevdant NPY, AgRP, CART et POMC n’ont
montré aucune différence entre les groupes. Cepénda tendances de chaque groupe pour
le géne codant NPYF{gure 65A) et AgRP Figure 65B), le groupe contrdle en régime
standard a montré une expression pour ces genesctés legerement supérieure a celle du
groupe contrbéle en régime HF. Il en est de méme powroupe HP250 et HP500 pour
'expression du gene codant NPY et légerement fieMpression du géene codant AgRP.
Concernant I'expression du gene codant CARiIgyre 65C) et POMC Figure 69D), le
groupe HP500 montre un niveau d’expression |éganeples faible que le groupe contrble
en régime HF. L'expression du géne codant CART daszanimaux du groupe HP250 est
identique a celle du groupe contrdle HF et I'expi@s du géne codant POMC pour ce méme

groupe est légerement supérieur a celui du grooptdie HF.
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IV.8. Effet de I'hydrolysat PWF sur la régulation de ’lhoméostasie glucidique

Un régime riche en matiéres grasses (High Fat 4b%i§ utilisé afin d’étudier I'effet
de I'hydrolysat PWF sur la régulation du métabolisénergétique avec pour objectif de
mimer une prise alimentaire déséquilibrée mais sattsindre des points limites fixés,
caractéristiques du développement de I'obésitaualigbéte de type Il. Afin de s’assurer de
ne pas atteindre ces états physiologiques cheaniezaux, un test de tolérance au glucose a
été réalisé tout au long de I'étude. Les deux meurgiqui ont été suivis sont la glycémie et

l'insuline plasmatique.

IV.8.1. Résultats des tests de tolérance au glucose papxae (OGTT)

vV.8.1.1. OGTT avant la mise en place du régime riche en eresi

grasses

La figure suivanteHigure 66) présente les résultats obtenus pour la glycémnla e

concentration d’insuline circulante a la suite ést tde tolérance au glucose.
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Figure 66. Test de tolérance au glucose avant la mise en placeegime riche en matiéres grasses
(J-4).

Le test a été réalisé sur des rats mis a jeun penda nuit et ayant recu 1 mL de glucose a 7 gar
gavage oro-gastrique. La glycémie (A) a été mesaré@mt gavage et a 30 et 120 minutes aprés
gavage, l'aire sous la courbe de la glycémie auscdu temps a été calculée (B), le niveau d'ingulin
plasmatique (C) a été mesuré avant gavage et & Daminutes aprés gavage, 'aire sous la courbe
de I'insulinémie au cours du temps a été calculjel(es valeurs sont les moyennes intragroupes (n =
8) + SEM. Le traitement statistique réalisé est ANOVA a un facteur suivie d’'un test de Dunnett
par rapport au Ctrl (p < 0,05). Les trois groupest £n régime standard de maintenance avec Ctrl :
groupe recevant de I'eau, HP250 : groupe destieéevoir de I'hydrolysat PWF a 250 mg et HP500 :
groupe destiné a recevoir de I'hydrolysat PWF arsg0

Ce premier OGTT a été réalisé 4 jours avant la rais@lace du régime riche en matieres
grasses. Les animaux sont nourris avec un régiamelatd (Teklad2016) et recoivent pas de
gavage oro-gastriqu&igure 59). Les résultats de la glycémie au cours du terbpsnois lors
de ce premier OGTT indiquent un pic de la glycé(rigure 66A) au bout de 30 minutes de
145,25 + 5,60 ; 140,63 + 7,09 et 141,25 + 9,71 ig.despectivement pour les groupe
contréle HF, HP250 et HP500. Aucun des groupesevéemt aux valeurs de glycémie
mesurées avant le gavage du glucose (93,63 + 3845 + 3,52 et 93,88 + 3,30 mg:Lau
terme des 120 minutes (134,13 + 5,60 ; 140,63 9 ©10141,25 + 9,71 mg.di). Aucune
différence significative n’'a été observée entre oupes aux différents temps de
prélevement. Les résultats de I'aire sous la co(®héC) (Figure 66B) ne montrent aucune
différence significative entre les groupes avec daieurs d’environ 1500 mg.dimin™.
Concernant les niveaux d’insuline plasmatique,réssiltats montrent également un pic au
bout de 30 min aprés le gavage au glucose. Lesngalebtenues sont respectivement de
202,74 + 20,22 ; 122,41 + 29,72 et 144,90 + 24 88pour le groupe contrble en régime HF,
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HP500 et HP250. Les niveaux de l'insuline plasmegigles trois groupes apres 120 min
tendent a revenir a leur niveau de base avec desrsaespectives de 97,08 + 14,19, 71,73 +
14,59 et de 68,50 £ 10,41 pM pour le groupe coatidF et les groupe HP250 et HP500.
Enfin, I'aire sous la courbe de linsuline au codistemps du groupe HP250 est Iégerement
inférieure mais de maniere non significative aubewes d’aire sous la courbe obtenues pour

les groupes contrdle HF et HP500.
IvV.8.1.2. OGTT apres 44 jours de régime riche en matiéresgga

La figure suivante présente les résultats obteous lp glycémie et le niveau circulant
d’insuline circulante a la suite du test de tolémau glucose par voie orale aprés 44 jours
(Figure 59) de régime riche en matiéres grassagure 67).
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Figure 67. Test de tolérance au glucose aprés 44 jours denggche en matiéres grasses.

Le test a été réalisé sur des rats mis a jeun pende nuit et ayant regus 1 mL de glucose a 7 g.L
par gavage oro-gastrique. La glycémie (A) a étéundesavant gavage et a 30 et 120 minutes aprés
gavage, l'aire sous la courbe de la glycémie auscdu temps a été calculée (B), le niveau d'ingulin
plasmatique (C) a été mesuré avant gavage et AlZDaninutes aprés gavage et l'aire sous la courbe
de l'insuline au cours du temps a été calculée I(B3.valeurs sont les moyennes intragroupes (n = 8)
+ SEM. Le traitement statistique réalisé est unéOAM\ a un facteur suivie d’'un test de Dunnett par
rapport au Ctrl HF (p < 0,05) avec * = p value €9, Les trois groupes sont en régime riche en
matiéres grasses avec Ctrl HF : groupe recevatiede, HP250 : groupe recevant de I'hydrolysat
PWF & 250 mg et HP500 : groupe recevant de I'hydadlPWF & 500 mg.

Les résultats obtenus aprés 44 jours de régime Haghpour la glycémieRigure 67A)
montrent un pic de la glycémie au bout de 30 mmptaur chacun des groupes en régime HF.
Les valeurs obtenues 30 min apres le gavage sgpectvement de 137,50 + 3,88 ; 147,38
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8,01 et 154,25 + 4,78 mg.dlpour les groupes contrdle HF, HP250 et HP500. leémie
des animaux diminue 120 minutes aprés la charggludmse mais n’atteint pas le niveau
basal qui est de 94,25 + 1,91 mgXdlpour le groupe contréle HF alors qu’il est
respectivement de 97,36 + 3,87 et 99 + 3,77 my.pbur les groupes HP250 et HP500.
Aucune différence significative n'a été observé&eeiies groupes aux différents temps de
prélevement. L'aire sous la courbe de la glycérigure 67B) mesurée pour chaque groupe
nindique pas non plus de différence significatieatre les groupes avec des valeurs
respectives de 15188 + 397,5 ; 15608 + 705,7 e08.67390,1 mg.dit.min? pour le groupe
contréle HF, HP250 et HP500.

Les niveaux d’insuline plasmatique obtenkg(re 67C) a la suite de la charge oro-gastrique
de glucose montrent un pic aprés 30 min de gavage lp groupe HP250 (432,17 + 77,50
pM) et HP500 (470,51 = 83,28 pM). Méme s'il intant au méme moment, ce pic est
significativement plus élevé que celui observé alesc animaux du groupe contrble HF
(179,67 = 77,50 pM). Les niveaux d’insuline plasiopa¢ pour les deux groupes HP
diminuent apres 120 min pour atteindre respectiver2g5,66 + 37,77 et 253,38 + 54,98 pM
pour les groupes HP250 et HP500, mais ces valegtent plus élevées que celle obtenue
avec le groupe Contréle HF (205,01 + 117,19 pM)cune différence n’est observée entre les
groupes avant le gavage du glucose et apres 120Lfaire sous la courbe de l'insulinémie
(Figure 67D) obtenue pour le contréle HF est plus faible, nad@snaniére non significative,
comparée aux valeurs obtenues avec les deux agtmges. En effet, 'AUC de
I'insulinémie est respectivement de 19166 + 6423miM?! pour le groupe contréle HF et de
40312 + 5290 et 38088 + 6692 pM.mipour les groupes HP250 et HP500. Ces résultats
laissent supposer que le groupe contrdle HF a efieiehce dans la sécrétion de I'insuline
puisque les niveaux d’insuline plasmatique ne duant pas au bout de 2h et que l'aire sous
la courbe a légérement augmenté entre 'OGTT @aksnt la mise en place du régime riche
en matieres grasses et celui aprés 44 jours. Quagtoupe HP500 et HP250, les résultats
peuvent laisser supposer que les animaux sontinosidsistants bien que la glycémie
semblent normales par rapport a ce qui a été obders de 'OGTT avant la mise en place
du régime HF.
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IV.8.2. Scores de la résistance a linsuline (HOMA-IR) et fdnctionnement des

cellulesB-pancréatiques (HOMA)

A partir des valeurs obtenues au cours des OGTTtaleul du score de I'insulino-
résistance (HOMA-IR) et du score du fonctionnendad celluleg-pancréatique (HOMAS)
permet de mesurer la mise en place de troubleshoi&faes. Ces deux scores sont calculés a

partir de la glycémie et de l'insulinémie a jeueslrésultats sont présentés dartSdare 68.
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Figure 68. Effet du régime riche en matiéres grasses sur sesténce a 'insuline et la fonctionnalité
des celluleg-pancréatiques.

Les scores HOMA-IR (A) et de 'HOMA-(B) ont été calculés a partir de la glycémie enhdweau
d’insuline plasmatique a jeun des rats. Les valeant les moyennes intragroupes (n = 8) + SEM. Le
traitement statistique réalisé est une ANOVA a artdur suivie d’'un test de Dunnett par rapport au
Ctrl HF (p < 0,05). Les trois groupes sont noupdg un régime riche en matieres grasses avec Ctrl
HF : groupe recevant de I'eau, HP250 : groupe @aede I'hydrolysat PWF a 250 mg et HP500 :
groupe recevant de I'hydrolysat PWF a 500 mg.

Plus le score de 'THOMA-IR est élevé et plus lesraux sont insulino-résistants. Sur cette
base, les résultats obtenus pour le score de 'HORIAFigure 68A) indiquent une légere
augmentation de I'insulino-résistance des groupeségime HF apres un mois et demi de
régime riche en matiéres grasses, et ce compardrdyenne des groupes avant la mise en
place du régime HF, mais sans qu'aucune différamgpaficative ne soit observée entre les
différents groupes. Le score de 'THOMA(Figure 68B) est un score permettant de mesurer
la fonctionnalité des cellulgspancréatiques. Plus ce score est faible et ptuarienaux sont
susceptibles de présenter un dysfonctionnementceliges -pancréatiques. Les résultats
obtenus montrent une diminution du score de 'HOBApres 44 jours de régime riche en
matieres grasses mais sans aucune significatinir® ées groupes. Ces résultats tendent a
montrer que les animaux traités n’ont pas encoveldppé de désordres métaboliques apres

avoir été soumis a un régime riche en matiéresgsgsendant 44 jours.
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IV.9. Conclusion sur I'effet du régime HF et de HP sur homéostasie énergétique

Le test de tolérance au glucose a été réalisé dafis’assurer que les animaux ne
développaient pas de troubles métaboliques. Ledtaés des OGTT réalisés ont permis de
montrer qu’il N’y avait pas de différences entre oupes pour l'insuline et la glycémie.
Cependant entre le premier OGTT reéalisé 4 joursitadarégime HF et 'OGTT apres 44
jours de régime, l'aire sous la courbe de l'insallest en moyenne plus élevé a J44 qu'a J-4.
De plus, la charge de glucose n’a pas induit urppiar le groupe contrdle HF au bout de 30
min lors de I'OGTT reéalisé 44 jours aprés la miseptace du régime riche en matieres
grasses. Ces résultats indiquent qu’il y a un débinsulino-résistance dans la sécrétion
d’insuline qui se met en place suite au régime Hir.effet, 'augmentation de la sécrétion
d’insuline entre les deux OGTT, n’induit pas unmidiution de la glycémie plus importante
pour les groupes HP. Afin de vérifier ces résujtdes scores de linsulino-résistance
(HOMA-IR) et du fonctionnement des cellulpgpancréatiques (HOMA) ont été calculés.
Les résultats obtenus n’ont pas montré d’effetiagif entre les groupes avant le régime
HF et 44 jours aprés le régime HF pouvant laissppaser que les rats n'ont pas développé a
la fin de I'expérimentation une insulino-résistarme une déficience dans la sécrétion de

I'insuline.
V. Conclusion

L’objectif de cette étude a été de mesurer I'efiet’hydrolysat PWF sur la régulation
de la prise alimentaire et la régulation du poigsayen terme sur des animaux en croissance
et a long terme sur des animaux adultes soumisragime riche en matieres grasses (45%).
L'utilisation du régime riche en matiéres grassepeamis de mimer chez le rat l'effet
potentiel de I'hydrolysat PWF sur des sujets expa@s@n déséquilibre alimentaire qui mene
au développement de I'obésité et du diabéte de ltypéhydrolysat PWF a permis d’induire
une diminution de la prise alimentaire au bout elet semaines de régime riche en matiéres
grasses, mais sur la consommation nuit (12h n@it four) uniquement. L’hydrolysat PWF
n'a pas induit de diminution significative du poidsl cours de ces deux expériences.
Cependant, il a été montré a la fin de la premé@erimentation que les groupes recevant
I'hydrolysat PWF, ainsi que celui recevant sa miatigremiere, possédaient une plus faible

variabilité intragroupe en comparaison a celle cauge Contréle.

Au cours de cette étude, les effets de I'hydroly®atF sur certains marqueurs hormonaux et

enzymatiques impliqués dans la régulation de I'nostesie énergétique ont été mesurés. Les
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résultats mettent en évidence une augmentationfisaive de la sécrétion de GIP et

d’insuline chez les animaux traités avec HP500 sapré mois de régime riche en matieres
grasses, ainsi qu’une légéere augmentation de fatg@tde GLP-1. Aprés environ deux mois
de régime riche en matieres grasses, I'hydroly8#&E R induit une augmentation significative
de la sécrétion de CCK (HP250 et HP500), de GLPR500), de GIP (HP500) mais

également d’insuline (HP500) en comparaison avecvhdeurs obtenues pour le groupe
Controle HF. De plus, bien que les différencesaoiers pas significatives, I'activité DPP-IV

plasmatique du groupe HP500 tend a atteindre leamivd’activité du groupe Contréle en
régime standard. Ces résultats permettent de aenglie I'hydrolysat PWF semble jouer un
réle sur 'lhoméostasie énergétique (sécrétion d&,G&LP-1 GIP, insuline) et permet de

prolonger Iégérement la demi-vie de I'activité duRGl1 via une diminution de l'activité DPP-

V.

Malgré la mise en évidence de quelques tendanueaneeffet a long terme de I'hydrolysat
PWF sur la modulation de I'expression des genesrolkts marqueurs impliqués dans la
régulation de I'homéostasie énergétique et exprimésiveau intestinal et hypothalamique

n'a été démontré.
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l. Simulation de la digestion gastro-intestinale des vdrolysats protéiques et de

leurs matiéres premieres

L’objectif de cette premiére partie de I'étude €taimise en place d’'un protocole de
digestion GI mimant la digestion du chien et petardtde mesurer I'effet des enzymes
digestives sur la population peptidique des hydiatly PWF (source poisson) et XVP 15035
(source carnée) ainsi que sur leur matiére premas@ective non hydrolysée, mais également
de mesurer I'impact de la digestion du chien suprisence de molécules potentiellement
actives tout au long du tractus gastro-intestieakn particulier au niveau de l'intestin. Pour
cela un protocole de digestion simulgevitro adapté aux caractéristiques du chien a été mis
au point. La digestion GI du chien n’avait jusquaial été étudiée et simulée que dans le but
d’obtenir des informations sur le devenir de cagaimolécules pharmaceutiques (Arndt et al.
2013; Hatton et al. 2015) ou pour évaluer la digésé des nutriments et de I'énergie des
aliments pet food (Hervera i Abab 2011). Au cowescd travail, la simulation de la digestion
Gl du chien a été élaborée a partir d’'un protoguksalablement développé au laboratoire
pour I'étude de la digestion des protéines et migpaint sur la base du protocole consensuel
INFOGEST de digestion Gl statique humaine, d’infations récoltées dans la littérature et
d’'informations fournies par Diana Pet Food (Carbale2015; Minekus et al. 2014). Ainsi le
principal résultat obtenu au cours de cette presrpartie de I'étude est la mise en place d’'un
protocole de digestioim vitro statique simulant la digestion GI du chien, adapi digestion
des protéines, et dont les principales différeraesc |le protocole de digestion statique de
Minekus sont le pH dans le compartiment gastriquid 2 pour le chiervs pH 3 pour
’'Homme) et dans le compartiment intestinal (pH pir le chiervs pH 7 pour 'Homme)
ainsi que la durée de la digestion intestinale gdbr le chienvs 2h pour ’'Homme) et la

température qui a été fixée a 39°C.

Les hydrolysats peptidiques et leur matiére preanieéspective ont donc été soumis a cette
digestion in vitro et des échantillons ont été prélevés, mimant leds tpremiers
compartiments du tractus Gl. La comparaison deslgppeptidiques des hydrolysats obtenus
pour la bouche et I'estomac avec ceux de leur meafeemiere respective a montré une
différence de répartition de la population peptigigen fonction du poids moléculaire.
Comme attendu, les enzymes digestives (pepsine gauisréatine) ont eu un impact plus
important sur les matieres premieres que sur lefohysats qui avaient déja subi une
hydrolyse enzymatique au cours de leur procédé sineu d’obtention. En effet, le

déplacement de la répartition des poids molécamarents des peptides générés au cours
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de la digestion Gl de la matiere premiere de PWP-®WF), vers des poids moléculaires
plus faibles, confirme la modification de la popida peptidique sous l'action des enzymes
digestives. Cela avait déja été observé avec dd#eqmies similaires de digestion Gl simulée
et d’ analyse a partir d’hydrolysats de viscereseiehe et d’hépatopancréas d’escargot et de
leur matiere premiéere respective (Cudennec et @l52 Cudennec et al. 2016). Pour la
matiére premiere de XVP 15035 (MP-XVP 15035), i@ctde la pepsine aprés 2h de
digestion gastrique a permis la solubilisation dematiere premiere avec une disparition
guasi-totale des peptides de poids moléculairerappaupérieur a 10 kDa. Puis les 4h de
digestion intestinale avec de la pancréatine omhe comme avec MP-PWF, d’augmenter la
proportion de peptides de poids moléculaire appardérieur a 4 kDa. Pour I'hydrolysat
PWF, la digestion Gl diminue Iégérement la proportile la population peptidique de poids
moléculaire supérieur a 1,5 kDa et augmente légémencelle des peptides de poids
moléculaire inférieur a 1,5 kDa entre le compartingalivaire et le compartiment intestinal,
avec une différence plus nette pour les trés faipteds moléculaires. Pour I'hydrolysat XVP
15035, la principale différence entre les troisg@sade la digestion se situe également dans la
tranche des plus faibles poids moléculaires. Enfimges objectifs principaux de cette étape
du travail était de mesurer I'impact du procédéustidel sur la répartition en poids
moléculaires des digestats intestinaux. Ainsi, danparaison des profils peptidiques des
digestats intestinaux des hydrolysats, et des @itgemtestinaux de leurs matiéres premieres,
montre que les répartitions sont tres proches majgelques différences visibles. En effet, la
proportion de peptides caractérisés par un PM appatompris entre 1,1 et 1,2 kDa du
digestat intestinal MP-PWF est plus importante qeke de PWF et inversement pour les
peptides de poids moléculaire apparent inférie®@ Da. En ce qui concerne le digestat
intestinal de MP-XVP 15035, la proportion de la plagion peptidique caractérisée par un
PM apparent compris inférieur a 500 Da est plusldague celle du digestat de I'hydrolysat.
Ceci met en évidence l'action puissante de la gaaticre qui reproduit en partie celle des
enzymes utilisées au cours du procédé industregpe@dant cette constatation ne signifie pas
gue, malgré des répartitions en termes de taile proches, les séquences peptidiques
contenues dans les digestats intestinaux des lygaislet de leur matiére premiere respective

soient identiques.
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. Mise en évidence des fractions peptidigues implige8 dans les activités

biologiques en rapport avec 'homéostasie énergétig

La deuxiéme partie de I'étude a été principalentguatiée a la recherche de peptides
possédant des activités biologiques en lien aveédalation de 'homéostasie énergétique
telles que la sécrétion de certaines hormonestimass (CCK et GLP-1) et 'inhibition de
l'activité de I'enzyme DPP-IV. Les hormones ciblégant sécrétées dans l'intestin gréle,
'approche principale a consisté a sélectionnerigsstats intestinaux des hydrolysats, a les
fractionner par des outils chromatographiques stetdes activités biologiques des fractions
générées, et enfin, a sélectionner les fractioss pleils actives pour en caractériser la
population peptidique. La mesure du potentiel itbilr des hydrolysats sur I'activité de
l'enzyme DPP-IV a tout d’abord été réalisée enisatiit une méthode biochimique.
Cependant, cette technique ne permet pas de madélssconditions physiologiques pouvant
notamment limiter la biodisponibilité des peptides. plus, bien que le potentiel inhibiteur de
la population peptidique, pour I'inhibition de I@agté de la DPP-1V, ait été mesuré, il a été
montré dans la littérature que I'enzyme DPP-IV elles hormones incrétines, telles que le
GIP et le GLP-1, du cbté basolatéral de la patessimale (Abdalla 2017). C’est pourquoi, il
a été décidé de travailler avec la lignée cellaldaco-2 qui présente des caractéristiques
morphologiques proches des entérocytes telles ajpeésence d’aminopeptidases ou encore
une différenciation cellulaire avec un effet baei€¢présence de jonctions serrées). Ainsi ce
modéle a été tres largement adopté pour modétideartiere intestinale (Sambuy et al. 2005).
Au cours de cette étude, la lignée Caco-2 a doacuétisée pour estimer le potentiel
inhibiteur de l'activité de la DPP-IV en présencendenvironnement enzymatique plus
complexe permettant ainsi de mimer au mieux I'esviement intestinal. Ce test a été
développé au laboratoire et permet de mesurergadluies vivantes, la capacité de peptides
ou populations peptidiques, a inhiber l'activit&ymatique de la DPP-IV transmembranaire
(Caron et al. 2017b). Cette lignée cellulaire al@gant été utilisée pour étudier le passage
des peptides des digestats intestinaux au travene darriere intestinale simulée par une

monocouche de cellules Caco-2 différenciées.
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[I.L1. Caractérisation des activités biologiques impliquée dans la régulation des

hormones intestinales

La recherche de molécules capables de stimulgrci@on des hormones intestinales
et notamment des CCK et du GLP-1 ou inhibant Negti de la DPP-IV représente
aujourd’hui l'une des stratégies pharmaceutiqussples prometteuses dans le cadre de la
lutte contre I'obésité et le diabéte de type 2 (Chnari et al. 2017), stratégies qui compte tenu
des points communs de régulation entre vertébrégaient étre transposées aux animaux de
compagnie. Le pouvoir satiétogene des protéinest sB3@élé étre supérieur a celui des autres
macronutriments, mais les mécanismes physiologicassociés ne sont pas totalement
élucidés a I'heure actuelle (Caron et al. 2017a@yeA la sélection, au cours d’'une précédente
étude, de deux hydrolysats présentant un potgmiehetteur, ce travail a porté sur I'analyse
de leur capacité, a stimuler la sécrétion des CCi#teesLP-1, ainsi qu’a inhiber I'activité de
la DPP-IV au cours de la digestion Gl simuléevitro, par rapport a celle de leur matiere

premiere respective.

.1.1. Effets des digestats et des fractions sur la séoréies hormones intestinales
CCK et GLP-1

Les avancées de la recherche ont permis de maqieete contact des hydrolysats
protéigues avec les cellules intestinales permetidailer la sécrétion des hormones CCK et
GLP-1 généralement plus fortement que les protéiriastes dont sont issues ces hydrolysats
(Santos-Hernandez et al. 2018b). Au cours de eeitrdétude des effets des hydrolysats et
de leurs matieres premiéres au cours de la digessb sur la sécrétion des hormones
intestinales (CCK et GLP-1) par les cellules ergédmcrines STC-1 a montré la plus-value
gu’'apporte I'hydrolyse préalable de la matiére pege) en termes de génération de peptides
possédant une activité biologique. De plus, nousnsvwpu montrer que la digestion Gl
augmentait significativement la capacité des hydatks et de leurs matieres premieres a
stimuler la sécrétion de CCK et de GLP-1 par ldiles STC-1. Nous avons obtenu ce
résultat, a une exception pres qui est I'effet’lagdrolysat PWF sur la sécrétion de CCK. En
effet, les peptides, stimulant la sécrétion de CEK,présents dés le départ dans cet
hydrolysat, ont résisté a I'action des enzymesdliges. Plusieurs étud@s vitro ont permis
de mettre en évidence cette stimulation de la #éarées hormones intestinales par des
digestats intestinaux de protéines ou d’hydroly$@eron et al. 2015; Harnedy et al. 2018Db;
Santos-Hernandez et al. 2018b). Il a déja étérebsdans la littérature que des digestats
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intestinaux de caséine et de gélatine de saumounismdnt une seécrétion de GLP-1,
respectivement par les cellules STC-1 et GLUTags fhible que leurs digestats gastriques
(Chaudhari et al. 2017; Harnedy et al. 2018a). é&mu études ont démontré « I'effet
peptide », c’est a dire qu'un mélange d’acides amitibres ne provoquait pas une
augmentation significative, ou équivalente, de darétion des CCK par rapport a celle
provoquée par I'hydrolysat protéique. Bien que @®fils peptidiques des digestats
intestinaux des hydrolysats et de leur matiére nenrespective soient proches au niveau de
la répartition des poids moléculaires apparentpidgdides, les résultats obtenus ici montrent
bien que les séquences générées au cours de &iahigél simulée ne sont pas les mémes.
Le réle clé des enzymes intestinales dans la ptmaude nouvelles séquences peptidiques
bioactives et potentiellement impliquées dans ¢alaion de la prise alimentaire a donc été

mis en évidence.

Les cellules STC-1, dérivées d’'une tumeur inteldirtle souris double transgénique, sont
frequemment utilisées comme modéle d’étude de Imsiplogie des cellules L. D’autres
cellules entéroendocrines sont également utiliséssne les cellules GLUTag dérivées d’'une
tumeur du colon de souris ou encore les cellule$-H16 dérivées d’'un adénocarcinome
colorectal humain. Ces trois lignées cellulairest adilisées pour I'étude de la sécrétion de
GLP-1 et parmi elles, les cellules STC-1 sont sealjei ressemblent le plus aux cellules L en
termes de sécrétion, les deux autres lignées plastproches des cellules entéroendocrines
de type « | ». De plus, les STC-1 produisent etetént des CCK plus que les GLUTag, alors
gue les cellules NCI-H716 n’expriment pas les CBKl{re et al. 2016).

La démarche adoptée, dans le but d’identifier leptiges bioactifs des deux hydrolysats
protéiques, a été de fractionner les digestatsstineaux par deux eétapes de séparation
chromatographiques successives et de mesurerdatmbtdes fractions et des sous-fractions
a stimuler la sécrétion des hormones intestindl@esiémarche et les résultats sont présentés
dans laFigure 69,
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Figure 69.Schéma récapitulatif des étapes de fractionnengatisées sur les digestats intestinaux des
hydrolysats PWF et XVP 15035.

La premiére étape de fractionnement a permis difienclairement les fractions F2 comme
présentant le meilleur potentiel de stimulation ldesécrétion de GLP-1 pour les deux
digestats intestinaux PWF et XVP 15035. Ces frastigont composées de peptides ayant un
poids moléculaire apparent compris entre 400 ed T pour I'hydrolysat PWF et inférieur a
500 Da pour I'hydrolysat XVP 15035. En ce qui caneela sécrétion de CCK, la premiere
étape de fractionnement a mené a des conclusiongeurmoins tranchées. Une seconde
fraction (F3) a donc été retenue pour le digestiastinal de I'hydrolysat XVP 15035. Pour
'hydrolysat PWF, la fraction F4 stimule fortemelat sécrétion de CCK, cependant cette
fraction doit étre majoritairement constituée dims aminés libres et de sels. En effet, la
fraction F4 est composée de molécules aux poidgécaulalires apparents inférieurs a 100 Da.
Des peptones composées d'oligopeptides d’'un poaéaulaire majoritairement inférieur ou
égal a 1200 Da ont été identifiées pour leur pakatstimuler la sécrétion de CCK (jusqu’a
1420 + 170 fois le contrdle) par les cellules ST@at rapport a un contréle (tampon Krebs-
Ringer) (Cordier-bussat et al. 1997). Une étudeéuaeru sein du laboratoire sur la digestion
Gl de I'hémoglobine bovine a également montré e peptides de poids moléculaire
apparent inférieur a 1000 Da stimulaient plus fodat la sécrétion de CCK par les cellules
STC-1 que les peptides arborant des poids moléealapparents plus importants. Dans cette
méme étude, la stimulation de la sécrétion de GlaPé1é plus importante avec les fractions
peptidiques caractérisées par un poids molécudgiparent supérieur a 350 Da (Caron et al.
2015).
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La seconde étape de fractionnement par RP-HPLds&éasur la fraction F2 du digestat
intestinal de PWF et la fraction regroupée F2-3lidestat intestinal de XVP 15035, a permis
d’identifier clairement une sous-fraction pour amacdes digestats montrant un fort potentiel
pour la stimulation de la sécrétion des hormongessimales. Il s’agit de la sous-fraction FE
pour le digestat intestinal de PWF et de la soastiivn FF pour le digestat intestinal de XVP
15035. Le gradient appliqué pour éluer les peptset de qualifier de faible & moyenne
I'hydrophobie des séquences composant ces soumfraquisqu’elles sont éluées avec un
pourcentage d’acétonitrile compris entre 20 et 4Qe petite proportion de la population
peptidique de la sous-fraction FF du digestat titasde PWF est éluée avec un pourcentage
d’acétonitrile compris entre 40 et 80%. Une étudenée au sein du laboratoire sur
’hémoglobine bovine a également permis didentifiées sous-fractions stimulant la
sécrétion des CCK par les cellules STC-1 et élwdes un pourcentage d’acétonitrile
supérieur a 30% et des sous-fractions stimulasetaétion de GLP-1 caractérisées par un

pourcentage d’acétonitrile compris entre enviroreB885% (Caron et al. 2016).

11.1.2. Effet des digestats sur I'inhibition de 'actividie I'enzyme DPP-IV

La DPP-IV est une enzyme qui clive les hormonesétimes, tel que le GLP-1,
réduisant ainsi considérablement son action dangglalation de la prise alimentaire et dans
’lhoméostasie du glucose. Les peptides, compodestdigestats des deux hydrolysats et de
leur matiere premiere respective, générés au abeila digestion Gin vitro, possedent la
capacité d’inhiber I'activité de I'enzyme DPP-I\M.d été observé que plus la digestion des
hydrolysats ou celle de leurs matieres premiéregrpsse et plus les peptides générés,
exercent un potentiel inhibiteur élevé. Ainsi, leazymes intestinales, qui prolongent
I'hydrolyse gastrique, permettent d’augmenter ldeptel inhibiteur de la DPP-IV. Les
valeurs des 16 obtenues pour les deux hydrolysats protéiques tadigestion Gl sont
respectivement de 2,20 et de 2,36 mg’mbur I'hydrolysat PWF et XVP 15035. Ces valeurs
d’'ICso sont dans la gamme des valeurs classiguementvélesedans la littérature pour des
hydrolysats protéiques de viande (Lima et al. 20d8)poisson (Harnedy et al. 2018b; Huang
et al. 2014; Wang et al. 2015) ou encore de lagic(bix and Li-chan 2013; Mudgil et al.
2018; Nongonierma et al. 2018) ; avec des dmprises entre 1 et 5 mg.rhLLes valeurs
d’'ICso obtenues pour les digestats des hydrolysats gragiPWF et XVP 15035 et de leurs
matieres premieres sont respectivement comprisé®e €n52 (digestats intestinaux) et
1,71 mg.mt* (digestats gastriques) et entre 1,43 (digestatsstinaux) et 3,19 mg.mL

(digestats gastriques). Ces valeurs sont légérepteatfaibles et montrent donc un meilleur
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potentiel pour inhiber I'activité de 'enzyme DPY;Ique celles qui ont été calculées pour des
digestats gastro-intestinaux de chanvre, de peisizdet de soja ou les valeurs diy@taient
comprises entre 1,85 et 4,50 mg.miNongonierma and FitzGerald 2015). Cependant,
d’autres sources ont montré un potentiel inhibigita DPP-IV plus intéressant que celui de
nos hydrolysats. C’est le cas des digestats ingasti d’hémoglobine (Caron et al. 2015), de
collagéne de colin d’Alaska (Guo et al. 2015), demnson (Harnedy et al. 2018a) ou encore de
son de riz (Hatanaka et al. 2012) pour lesquelsi@s obtenues étaient inférieures a
1 mg.mLL. Lacroix et Li-Chan ont étudié des hydrolysatsalats de protéines du lactosérum
ou da-lactalbumine, obtenus a la suite d’'une hydrolyse [a pepsine, dont les 4&
atteignaient respectivement des valeurs de 0,0¢& &,036 mg.mt (Lacroix and Li-Chan
2013). Ainsi, le potentiel inhibiteur de I'activige la DPP-IV dépend non seulement de la
source protéique hydrolysée, mais également deglitmrs d’hydrolyse comme la

température, 'enzyme utilisée et le temps d’hygkel(Nongonierma et al. 2016).

Les valeurs des Kg obtenues en utilisant le test sur cellules Caso#f parfois plus de deux
fois plus faibles que celles obtenues avec leaestlulaire. Bien que les valeurs des deux
tests ne puissent étre comparées, les résultaenusbtpour I'inhibition de la DPP-IV
transmembranaire (cellules caco-2) montrent le fotentiel des digestats intestinaux dans
des conditions physiologiques, mimant I'environnatmatestinal et notamment I'action des

peptidase produites par les cellules épithéliagemdbordure en brosse de l'intestin.

[I.2. Identification et caractérisation des peptides respnsables des activités

biologiques étudiées

Cette troisiéme partie a eu pour but d’'identifies peptides responsables des réponses
observées sur la sécrétion des hormones intestielur I'inhibition de 'activité de la DPP-
IV. Pour cela, une sélection des séquences pepésiddentifices par LC-MS/MS a été

réalisée et certaines séquences ont été syntteetisée

.2.1. Identification et sélection des séquences peptadigdes sous-fractions et

surnageants basolatéraux

Les peptides présents dans les sous-fractions wddepar RP-HPLC ou dans les
surnageants basolatéraux a la suite du passagebaderiere intestinale, ont fait I'objet d’'une
étude analytigue centrée sur la spectrométrie desen@&n mode tandem couplée a la

chromatographie liquide. Cette stratégie est conamemt utilisée dans le domaine de la
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protéomique et a été appliquée a la caractérisatem peptides (Mamone et al. 2009).
L’hydrolyse des protéines alimentaires génere uppulation complexe en termes de
propriétés physico-chimiques qui sont liées a lande diversité de longueur et de
composition en acides aminés des chaines peptgliduee caractérisation des séquences
amene a de nombreux défis technologiques pourletrspnétrie de masse. En effet, plusieurs
séquences peptidiqgues peuvent avoir le méme poaé&colaire mais étre de composition
différente. Des difficultés sont également rencégdgrquand le nombre d’ionisation, c'est-a-
dire la fragmentation générée par MS/MS, est tailpld, ce qui est souvent le cas pour les di-
et tri-peptides, induisant un manque d’'informatsmune trop faible fiabilité. Afin d’identifier

le maximum de séquences peptidiques, plusieurs nitpods chromatographiques
complémentaires peuvent étre couplées comme laephesrse (RP) et 'HILIC, ce qui peut
permettre d’améliorer la précision de l'identificat des peptides, notamment pour les plus
petits (Harscoat-Schiavo et al. 2012; Le Maux e®@ll5b). D’'autres techniques ont pu étre
mises en place pour les peptides de moins de ®seithinés. O’Keeffe et FitzGerald ont
réalisé un grand travail en amont de [lidentifioatides séquences peptidiques d’'un
hydrolysat protéique de lait, en caractérisant Ip@rMS/MS une collection de peptides
synthétiques de petite taille, prédits silico a partir des sources protéiques et dans les
conditions d’hydrolyse sélectionnées (O’'Keeffe dfitkgerald 2015). Une autre méthode
concerne l'utilisation de modéles de prédiction wasps de rétention des peptides couplés a
une analyse LC-MS/MS, ce qui a permis d’ameélicadidbilité de I'identification de peptides
de bas poids moléculaires comme il a été montré ges hydrolysats de protéines de lait (Le
Maux et al. 2015a) ou de protéines de colza (Sctewredt al. 2007). Cette méthode est trés
bien adaptée a l'identification de séquences hoguas et vise a démontrer une corrélation
entre l'activité biologique et les propriétés hyahmdes/hydrophobes d'une séquence
peptidiqgue. Dans notre étude sur la caractérisatemsous-fractions HPLC et des peptides
ayant traversé la barriere intestinale, une seuté¢hotde chromatographique couplée a la
spectrométrie de masse a été utilisée pour deenmide faisabilité (temps d’obtention,
guantité suffisante de sous-fractions HPLC ne pdemepas de réaliser une autre séparation
chromatographique). Cette technique n’a donc pamipelidentification des séquences
peptidigues de moins de quatre acides aminés, duéhsoit connu que le processus de
digestion Gl des protéines alimentaires génereddest tri-peptides pouvant potentiellement

franchir la barriére intestinale et étre bioactisorifuji et al. 2010).
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L’'un des aspects qui n'a pas été pris en comptecaws de l'identification des peptides
stimulant la sécrétion des hormones intestinaléshévant I'activité de I'enzyme DPP-IV est
la quantification des peptides présents dans les-Bactions et dans les surnageants
basolatéraux. Ainsi, il N’y a pas eu de distinctenire un peptide présent a I'état de trace ou
un autre présent a une forte concentration. Néamsriai sélection des peptides stimulant la
sécrétion des CCK et de GLP-1 a été réalisée dampieptides présents dans les pics les plus
intenses des chromatogrammes. Cependant, l'ideattdn par spectrométrie de masse en
mode tandem des séquences d’'un mélange peptickdqueuste au phénomene de suppression
d’ionisation. Une ionisation simultanée de plussepeptides peut engendrer une diminution
ou une disparition du signal d’'un ou plusieurs folst si leur capacité a s'ioniser est plus
faible que les autres présents en solution. Aiasgune corrélation formelle ne peut étre
établie entre l'intensité du signal et la concdidradu peptide et aucune information sur la
concentration peptidique ne peut étre avancée r{flicaet al. 2013). Bien que compliqué a
réaliser sur un mélange complexe, des méthodesutaglosés permettent la quantification
des molécules présentes. Dans un mélange comillese rare d’obtenir un peptide pour un
pic sur le chromatogramme. D’autres méthodes sdraielévelopper afin de permettre une

guantification des peptides dans un mélange coraplex

Les connaissances actuelles, fondées sur les @réprphysico-chimiques, de structure ou
d’enchainement des acides aminés dans les séquespgtdiques connues pour stimuler la
sécrétion de CCK et de GLP-1, n’ont toujours pasged’établir des liens entre structure et
activité. Une premiére tentative de sélection degtides a synthétiser, parmi les peptides
identifiés dans chaque sous-fraction, s’est d’alb@sEe sur les connaissances scientifiques et
les hypothéses émises quant a la composition elesae@minés des séquences ainsi que les
places potentiellement clés de certains acides ésni@ependant, le nhombre de séquences
peptidiques était encore trop important pour petmmda sélection des peptides dans chaque
sous-fraction. Comme évoqué précédemment, le ckiest donc fait a la fois a partir des
chromatogrammes et a partir de l'identification geptides présents dans les pics les plus
intenses. C’est sur cette base que 20 peptidedtéraelectionnés pour chaque sous-fraction.
La sélection des peptides a synthétiser pour letivi® potentielle a inhiber la DPP-IV a été
réalisée a I'aide du modéle QSAR développé par Noiegma et Fitzgerald (Nongonierma et
al. 2016).
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11.2.2. Mise en évidence de nouveaux peptides stimulasg&taétion des hormones

intestinales

La digestion Gl des protéines alimentaires libéranélange complexe de peptides de
différentes tailles et d’acides aminés libres, guitravers de différentes actions, va induire
une diminution de la prise alimentaire et généresentiment de satiété. La stimulation de la
sécrétion des hormones intestinales, telles queC(ek et le GLP-1, est une des actions
provoquées par le contenu protéique dans la lunimgestinale lorsqu’il est détecté par les
cellules entéroendocrines (CEEs). Ainsi, ces adlulen contact direct avec le lumen,
représentent le premier niveau de détection etédjnation de ces signaux. Pour cela, des
récepteurs transmembranaires, présents au nivézl des cellules, permettent de détecter et
d’estimer la valeur nutritionnelle du contenu intesl (Janssen and Depoortere 2013;
Ronnestad et al. 2014; Sternini et al. 2008). L&septeurs et voies de signalisation
impliquées dans la détection et le déclenchementadgécrétion des hormones ne sont
toujours pas totalement élucidés. Au cours de aatide, seule la recherche des séquences
peptidigues impliguées dans la sécrétion de CCk aéalisée. Les travaux sur la recherche
des récepteurs potentiellement activés sont a we go cours et ne figurent pas dans ce

manuscrit.

Les fractionnements de F2 et de F2-3 obtenuestia gas digestats intestinaux de PWF et de
XVP 15035 ont permis d’isoler respectivement legssivactions FE de F2 et FF de F2-3
(Figure 69). Ces eétapes de fractionnement ont permis de reediquantité de peptides a
identifier. Parmi les quarante peptides qui onts§téhétisés dans cette étude, deux séquences
peptidiqgues pour chaque sous-fraction ont stimidéificativement la sécrétion des CCK
apres contact avec les cellules STC-1. Il s’agiP8&VH et de DLVDK pour PWF, ainsi que
de FPYPLPRPL et de VLPL pour XVP 15035. A ce josgplement quelques séquences
peptidigues sont référencées dans la littératuwe leoir implication dans la stimulation de la
sécrétion des CCK. L'identification de ces peptithasactifs a été réalisée a partir de trois
sources protéiques difféerentes,pleonglycinine de soja, 'hémoglobine bovine ei- let -
lactoglobuline (Caron 2016; Domenger et al. 201i&hNet al. 2003; Tulipano et al. 2017)
(Tableau 27.
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Tableau 27 Peptides identifiés montrant une augmentation detaétion de CCK.
Peptides. idpntifiés Source Peptides ideptifiés Source
dans la littérature dans cette étude
B-51-63 B-glonglycinine de soj3 PSLVH PWF
FESF Hémoglobine bovine DLVDK PWF
LSFPT Hémoglobine bovine FPYPLPRPL XVP 15035
YFPH Hémoglobine bovine VLPL XVP 15035
ALPMH B-lactoglobuline
PHLMA a-lactoglobuline
AAMPLW a-lactoglobuline
DRVYIHPF a-lactoglobuline
LLVVYPW Hémoglobine bovine
LVVYPW Hémoglobine bovine

Parmi les séquences peptidiques stimulant la sécrdé CCK dans cette étude, FPYPLPRPL
possede un résidu arginine comme le fragnflebfl-63 issu de I@-conglycinine de soja.
Comme pour trois des séquences peptidiqgues (FESIFPT et YFPH), identifiées dans des
sous fractions obtenues par RP-HPLC du digestestinal d’hémoglobine bovine (Caron et
al. 2016) et les séquences peptidiques issuesgistdi intestinaux d’hémoglobine bovine
(LLVVYPW et LVVYPW) (Domenger et al. 2017), le pégpe FPYPLPRPL posséde des
résidus d'acides aminés aromatiques tels que layddénine (F) ou la tyrosine (Y).
Cependant, la présence de résidus d'acides amir@matques ne semble pas étre
indispensable puisque le peptide DLVDK ne posséate ¢e résidu aromatique et que le
peptide DPFE ne stimule pas la sécrétion de CCK.ps, FPYPLPRPL, PSLVH et
DLVDK sont composés de cing acides aminés ou plasqui coincide avec les résultats
d’'une étude qui a démontré que la séquence minidedeeptides stimulant la sécrétion de
CCK était de cing acides aminés (Tulipano et al.7Z20Cependant, le peptide VLPL identifié
dans cette étude, ainsi que deux des peptidesifilend partir du digestat intestinal
d’hémoglobine bovine (FESF, YFPH) sont composésjuEtre acides aminés. Le peptide
VLPL a une proline (P) en avant derniere positiommmme quatre des séquences (LSFPT,
DRVYIHPF, LLVVYPW et LVVYPW) sur les dix identifiées dans la littérature. Diast
peptides synthétisés au cours de cette étude coWREEHPT identifié dans I'hydrolysat
PWF ou encore TPPL identifié dans I'hydrolysat X¥B035 ont également une proline en
avant derniere position sans pour autant stimalexécrétion de CCK. Le peptide PSLVH a
une proline en premiére position comme l'un desistrpeptides identifies de o
lactoglobuline PHLMA) et un résidu d’histidine en derniére position tecotnme YFPH,
identifié a partir du digestat d’hémoglobine boviee ALPMH a partir de I-lactoglobuline

(Caron et al. 2016 ; Tulipano et al. 201Dans les quatre séquences identifiées dansétetie,
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des chaines aliphatiques sont présentes. Leurnmese été proposée par Tulipano et son
équipe comme nécessaire a la stimulation de la&tséerde CCK (Tulipano et al. 2017) mais
certains peptides stimulateurs de la sécrétion assquent cependant pas de chaine
aliphatique tels que les peptides FESF et YFPHhéeloglobine bovine.

11.2.3. Suivi du passage des peptides issus des digestastinaux au travers de la

barriere intestinale simulée vitro

11.2.3.1. Mise en évidence des séquences peptidiques paasdravers

de la monocouche de cellules Caco-2

Le test de passage au travers de la barriereimdkstsimulée par une monocouche de
cellules Caco-2, a permis de suivre le transpog peptides provenant des hydrolysats
protéigues au travers de cette barriere. Les ditgesttestinaux ayant montré un fort potentiel
a stimuler la sécrétion de GLP-1 et a inhiber Raig de I'enzyme DPP-IV ont été
sélectionnés afin d’identifier les peptides pasgatacts ou non cette barriere. Comme évoqué
précédemment, le contact des hydrolysats avec omehe de cellules épithéliales pourrait
étre a l'origine de modifications de la populatipaptidique sous l'action des peptidases
produites par les cellules épithéliales et, parséquent, pourrait générer de nouveaux
peptides et ainsi augmenter, diminuer ou supprim@otentiel bioactif mis en évidence par
les tests acellulairea vitro. Cherchant a identifier les peptides responsat#@d$nhibition de
I'activité DPP-IV, le choix s’est donc porté susldigestats intestinaux totaux plutét que les
fractions réalisées préceédemment. Ainsi cette émdonc permis de simuler d’'une part
I’hydrolyse par les enzymes de la bordure en brads#autre part le passage au travers de la
barriere intestinale avec un objectif principaliddntification de peptides inhibiteurs de
l'activité de la DPP-IV capable de traverser I'@gifum intestinal.

Parmi les peptides qui ont été capables de passaawers de la barriere intestinale, seul
1,1% (PWF) et 1,8% (XVP 15035) des peptides étaitamtiques aux peptides identifiés dans
le compartiment apical contenant les digestatssiimaux. Ces observations montrent bien
gue dés la mise en contact avec les cellules, igestats intestinaux subissent des
modifications qui peuvent notamment étre expliquges le clivage des séquences
peptidigues par les peptidases exprimées par ladeseépithéliales, mais ces séquences
peuvent également étre métabolisées par les elluke passage au travers de la barriere
intestinale s’est avéré tres sélectif ce qui eapboré par le fait que les digestats intestinaux

ne déstabilisaient pas la barriere intestinale ayare intégrité conservée. Ces résultats
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laissent supposer que les peptides passent priecipat la barriere par des mécanismes
mettant en ceuvre des transporteurs, plutdt que difmsion passive ou transport
paracellulaire Kigure 70). En effet, il est connu que certaines protéirnésuepeptides sont
capables d’augmenter la perméabilité de la barrgestinale. C’est par exemple le cas des
gliadines, un des facteurs de la maladie cceliaquefavorisent I'ouverture des jonctions
serrées en agissant au niveau des zonulines (Fa6a@pou de certains peptides connus pour
augmenter la perméabilité de la barriere intestinel favorisant ainsi I'absorption de

molécules pharmaceutiques (Sanchez-Navarro eDab)2
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Figure 70.Voies de transport cellulaires des acides amitéedi(AA) et des oligopeptides au niveau
de la barriere épithéliale.

1) diffusion passive, 2) passage paracellulaireeBjlocytose, 4) transport actif des di- et tri-pegs
par PepT1 et 5) transport actif des acides amiiigres (Caron 2016).

Compte-tenu de la diversité de séquences peptsligdsentes au niveau apical et du fait que
lintégrité de la barriere n'ait pas été modifitmode de passage des peptides au travers de
la barriére intestinale ne se fait probablementgrdee les entérocytes. D’autres mécanismes
pourraient étre impliqués tels qu’un passage tedhdaire par endocytose (peptides identifiés

> 4 acides aminés) ou par un transport actif osipde certaines séquences a l'aide d’'un
transporteur tel que PepT1 (Giromini et al. 2019)e étude a mis en évidence l'implication
du transporteur PepT1 dans le passage d’'une frapBptidique inférieure a 500 Da. Dans
cette étude, l'utilisation d'une molécule modifiariintégrité des jonctions serrées

(Cytochalasin D) ou d'une molécule endommageant V&sicules transcytoliques
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(Wortmannin) n’a pas impacté le passage des paptidecette fraction, ce qui a mené les
auteurs a confirmer I'implication du transporte@p®P1 (Wang and Li 2016). Une autre étude
a mis en évidence le passage du peptide issus flecdaéine (193-209) par endocytose

transcellulaire (Regazzo et al. 2010).

11.2.4. Devenir du potentiel inhibiteur de I'activité deetizyme DPP-1V suite au

passage au travers du modele de barriere

A la suite de I'étude du passage de la barrieresimtale, une premiere mesure de
inhibition de Il'activité de la DPP-IV a été réafie. Dans cette premiére expeérience, les
peptides présents dans les compartiments basaiatéra été capables d’inhiber I'activité de
la DPP-IV de 2,5%. Cependant, cette premiére espée avait montré que la barriére
intestinale était deux fois plus perméable quealaewr seuil référencée dans la littérature soit
1.10° cm.s! (Artursson and Karlsson 1991). Cette expériendera été de nouveau réalisée
pour les deux digestats intestinaux et avec un teodé barriere dont lintégrité a été
controlée. Les peptides présents dans les compsntsmbasolatéraux n’ont, dans cette
seconde expérience, pas été capables d’inhibeivitécde la DPP-IV. Le nombre faible de
peptides ayant traversé la barriére intestinaldaetoncentration de peptides dans les
compartiments basolatéraux sont surement resp@ssal@ ce résultat. Nous avons donc
décidé de mesurer la capacité des digestats aemhdztivité de la DPP-IV des cellules
Caco-2 directement au cours du passage au traeels loarriere intestinale en ajoutant du
substrat au niveau basolatéral. Les résultats obtaiont malheureusement pas permis de
mettre en évidence le potentiel inhibiteur des sédges du c6té basolatéral, la concentration
de peptides passant la barriere intestinale étaiaplement trop faible pour induire une
inhibition significative de I'activité de I'enzymBPP-1V. Il est de plus, difficile de comparer
ces résultats avec d’autres études car il ne sepddeexister de travaux similaires dans la
littérature. D’autres expériences seraient a rm@alisn modulant les concentrations
d’hydrolysats et autres parametres pour pouwvouitro suivre au mieux l'activité de la DPP-

IV au cours du passage au travers de la barriggstinale.
11.2.4.1. Mise en évidence des peptides inhibant I'activééadDPP-IV

Bien que peu de peptides aient été capables dersexvia barriere intestinale simulée
in vitro, l'utilisation du modele QSAR a permis de mettreéxidence, a partir des peptides

identifiés dans les surnageant basolatéraux, desidpe potentiellement inhibiteurs de
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l'activité de la DPP-IV. Ainsi, sept et six séqueagotentiellement bioactives, issues des
digestats intestinaux de PWF et de XVP ont respatient été synthétisées.

Il est démontré depuis plusieurs années que leiipes alimentaires sont des sources
intéressantes de peptides inhibiteurs de I'actidéda DPP-IV. Il a souvent été décrit que la
capacité des peptides a inhiber I'activité DPP-$Vdue a la nature et a la position de certains
acides aminés au sein de la séquence, méme shgptithése n’a pas pu étre généralisée car
elle ne se vérifie pas pour certains peptides itéhits (Lacroix and Li-Chan 2012).
Cependant, ces récurrences dans les séquencesroms e développement de modeéles de
prédiction, tel que le modele QSAR qui permet d’'pae de prédire le potentiel des peptides
a inhiber l'activité de la DPP-IV mais qui peut Egaent permettre de comparer un grand
nombre de séquences inhibitrices identifiées erpmrtalement et ainsi d’établir de nouvelles

corrélations structure-fonction.

Parmi les 13 peptides synthétisés, seuls DLDL eLRlOssus du digestat intestinal de PWF
ont montré un potentiel inhibiteur intéressant aespectivement des d&de 760 et 61QM.

Des peptides identifiés au cours d’études preadablat cependant montré des potentiels plus
intéressants, avec desst@omprises entre 30 et 2QM (Jao et al. 2015; Lacroix and Li-
Chan 2014; Power-Grant et al. 2015). De plus, goue IPI reste le peptide identifié qui
inhibe I'activité de la DPP-IV avec le plus d’'efiicité (IGo = 3uM). Le peptide DLDL a une
leucine du c6té N-terminal et le peptide MDLP a pnaine en C-terminal. Nongonierma et
FitzGerald ont démontré, a partir d’'une banquea®ndes de séquences inhibitrices issues de
protéines de lait, que la présence d'acides amimgirophobes (leucine, isoleucine,
tryptophane ou phénylalanine) en position N-termétait un critére favorisant le potentiel
inhibiteur d’'un peptide (Nongonierma et al. 201B¢. plus, la présence d’un résidu proline en
position P1 en N-terminal et/ou en C-terminal fas®i’inhibition de 'activité de la DPP-IV.
(Hatanaka et al. 2012). Un autre peptide identiféns le digestat intestinal de PWF,
possédant un résidu proline en position P1 en il (DPLV), s’est montré peu efficace
avec une lg de 12,78 mM. Il en est de méme pour l'un des deptiidentifies dans le
digestat intestinal de XVP 15035 (FPKATG) et doHCido est de 5,61 mM. Ainsi,
l'interaction enzyme-peptide ne semble pas entiérgmeposer sur la présence d’un résidu en
particulier mais plutét sur la composition globade la structure du peptide. Parmi les
hémorphines identifiees a partir d’'un digestat stitel d’hémoglobine bovine capables de
stimuler la sécrétion de CCK, LLVVYPW ({¢= 220 uM) inhibe l'activité de la DPP-IV
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(testee avec de I'enzyme purifiee) mais ce peptidetraversait pas intact la barriere
intestinale. Dans cette méme étude, les peptide¥PW (ICso = 295 uM), VVYPWQRF
(ICso = 180 uM) montrent également un potentiel inhibiteur dectivité de la DPP-IV
intéressant et sont capables de traverser la aimiestinale. Ces peptides ont également été
testés avec les enzymes DPP-1V extraites a patmnemnbranes cellulaires de Caco-2 et seuls
les peptides VVYPW, VVYPWQRF gardaient leur potehiinhibiteur (Domenger et al.
2017; Domenger et al. 2018).

[l. Etude de I'effet de I'hydrolysat protéique PWF surla régulation de ’'hnoméostasie

énergétigue chez le rat

Dans cette derniere partie de I'étude, le poterdiell’hydrolysat PWF a réguler
’lhoméostasie énergétique a été mesuré chez I€eathydrolysat a été sélectionné en regard
des résultats obtenui vitro, pour sa capacité a stimuler la sécrétion des twoes
intestinales et a inhiber I'activité de la DPP-IVpossede donc potentiellement la capacité de
réguler la prise alimentaire et I'homéostasie égigge. Ainsi, deux phases
d’expérimentation ont été réalisées : une premphrase avec pour modeéle des rats en
croissance, nourris avec un régime de maintendassigue sur une durée de 1 mois, et une
deuxieme phase, sur des rats adultes consommagagume riche en matiéres grasses (45%)

sur une durée de 57 jours.

lll.1. Effet de PWF sur la prise alimentaire et le poids d rats au cours de la premiére

phase d’expérimentation

Les rats, divisés en quatre groupes de huit animatixecu quotidiennement de I'eau
(contrdle), 250 mg (HP250) ou 500 mg (HP500) d’ley¢gsat ou encore 500 mg (MP500) de

matiere premiére par gavage oro-gastridtgure 71).

1¢ phase d’expérimentation
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Figure 71.Schéma du protocole expérimental de la premiérs@léexpérimentation.

Dans cette premiére phase, la quantité quotidielenéiP500 ingéré n’a pas entrainé de
modification significative de la prise alimentaie¢ du poids des animaux par rapport aux
animaux des groupes recevant de l'eau et de laéreatpremiere. Cependant une
consommation plus faible a tout de méme été obsedv@artir de la deuxieme semaine
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d’expérimentation chez les rats du groupe HP500rgaport & ceux de HP250 et ceux du
groupe contrdle. Les animaux étant en croissarcephsommation alimentaire des rats a
augmenté tout au long de cette premiere phase.n@apt les résultats laissent supposer que
si cette premiére phase d’expérimentation avaipéwongée, avec des rats devenus adultes
consommant une quantité d’aliment stable, la comsation des rats du groupe HP500 aurait
pu étre significativement plus faible que celles dats des groupes HP250 et contrble. La
consommation du groupe MP500 est quant a elle éégemt plus faible que celle du groupe
HP500. Les mémes observations ont été faites gopoitls, ou des la deuxieme semaine les
rats des groupes HP500 et MP500 ont pris moinodis mue ceux des deux autres groupes.
L’analyse statistique réalisée a partir de I'analge variance par modéle mixte suivie de la
comparaison par paire laisse supposer que le nodebrat par groupe était insuffisant pour
mettre en évidence les effets de I'hydrolysat suprise alimentaire et le poids (puissance
statistique trop faible). En effet, avec un nomphes important d’animaux par groupe, les
différences intragroupes auraient été lissées. Iéans, il est difficile d'utiliser plus de 8 rats
par groupe compte tenu des régles éthiques d’ewpatation animale visant a réduire au
maximum le nombre d’animaux. Cette étude a égalerpenmis d’observer la grande
variabilité interindividuelle de la prise de poiddais, il est intéressant de remarquer que les
groupes recevant I'hydrolysat PWF ou la matierenieee avaient une variabilité intragroupe
plus faible que celle du groupe contrdle dés laxidene semaine, laissant supposer que
'hydrolysat et la matiére premiére induiraient umeilleure régulation du meétabolisme

énergétique. D’autres expériences seraient biea staliser pour vérifier cette hypothese.

Comme décrit dans la synthése bibliographique, pedéines exercent globalement un
pouvoir satiétogene plus important que celui desides et des lipides (Beridaat al. 2002)

et l'origine de la protéine semble jouer un rélengldintensité de cet effet de satiété
(Diepvens et al. 2008; Hall et al. 2003). Dansult menée par Abou-Samra, I'effet de cing
sources de protéines (protéines de pois, casémenme d’ceuf, lactosérum et maltodextrine)
données avant un repas a été mesuré chez I'homeserékultats ont mis en évidence une
diminution significative de la consommation du re@res une charge de caséines ou de
protéines de pois (Abou-Samra et al. 2011). lléanébntré, notamment chez 'Homme qu’un
repas composé de poisson induisait une forte éaf@ndant une période de 3h en
comparaison a l'administration d’'un repas composébceuf ou de poulet, ou encore une
augmentation de la satiété et une diminution deoldssommation d’énergie induite par du

lactosérum en comparaison a la consommation dénead@iepvens et al. 2008). De plus, il a
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été montré que des hydrolysats de poisson ou erdgseextraits de pommes de terre
induisaient une diminution de la consommation pativavoir pour conséquence une
diminution de la prise de poids chez le rat (Cheal.€2015; Cudennec et al. 2012). Dans une
expérience menée au laboratoire, I'administration-gastrique d’'une dose journaliere
d’hydrolysat de merlan bleu a des rats en croigsspeadant une période de trois semaines, a
permis de montrer une diminution de la prise alitaiea et du poids des animaux. Cependant,
cet effet a été obtenu sur une période court df@@sinistration de I'hydrolysat (9h - 19h)
mais pas sur la journée compléte ; et cela, bienlegirats aient recu la dose d’hydrolysat de
merlan bleu en deux fois dans la journée. Il aefgaht été observé au cours de cette étude
une diminution significative du poids des animaagavant la charge d’hydrolysat de merlan
bleu a la dose de 100 mg par jour (Cudennec @04aR). Dans I'étude menée par I'équipe de
Chen et coll., I'effet court terme des extraitspienmes de terre sur la prise alimentaire a été
mesuré sur 6h et une diminution a été observéa (e non significative) pour le groupe

ayant recu I'extrait de pomme de terre (Chen 2@l5).

l1l.2. Effet de PWF sur la régulation de 'homéostasie émgétique des rats au cours des

deuxiéme et troisieme phases d’expérimentation

Dans une deuxiéme phase d’expérimentation, I'effiet!’hydrolysat PWF sur la
régulation de I'homéostasie énergétique a été rdegurun modeéle de rat adulte dans un état

de déséquilibre alimentaire induit par une alimeéomeriche en matiéres grassésgure 72).
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Figure 72.Schéma du protocole expérimental de la deuxiemseptiexpérimentation.

Dans cette expérience, les rats ont de nouveasept¥és en quatre groupes de huit animaux
dont un groupe dit de contrble physiologique (cbargiotidienne d’eau et régime de
maintenance). Parmi les trois groupes en régimehe ren matiéres grasses », un groupe a
recu de I'eau (contréle) et deux groupes ont raMiFR 250 mg (HP250) ou 500 mg (HP500)

guotidiennement par administration oro-gastrique.

Comme décrit dans les parties précédentes, plgsiéanteurs permettent de réguler
’homéostasie énergétique. Les différents actearkadégulation de la prise alimentaire sont

notamment la distension gastrique, mais égalenzesédrétion de différentes hormones par
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les cellules entéroendocrines (CCK, GLP-1, PYY...) igterviennent dans la régulation a
court terme de 'homéostasie énergétique. D’autmeaones comme la leptine et I'insuline
sont quant a elles des hormones intervenant notatntaes la régulation a long terme de la
prise alimentaire en permettant d’informer le cawasur les quantités d’énergie stockées et
disponibles. L'effet de I'hydrolysat PWF sur lamstilation de la sécrétion de ces hormones a
donc été étudié au cours de cette étude. Une hotreone principalement connue pour son
effet incrétine a également été dosée, le GIPawsc le GLP-1, induit la sécrétion glucose-

dépendante d’insuline par les cellupepancréatiques.

1.2.1. Effet de PWF sur la prise alimentaire et le poidsats

Contrairement a la premiere phase d’expérimentationonsommation de croquettes
des animaux a été mesurée deux fois par jour :feisependant une période jour (7h30-
17h30) et une fois pendant une période nuit (1B1&B + 2h en période jour : 5h30-7h30).
Le rat, étant un rongeur avec une activité plusnseé la nuit, la consommation des croquettes
s’est déroulée majoritaire pendant la nuit. Danttecgeuxieme période, le gavage avec 500
mg d’hydrolysat PWF a provoqué une diminution dpriae alimentaire plus faible a partir de
la deuxieme semaine, devenue significativementédifite de celle des autres groupes
pendant la derniere semaine d’expérimentation et p@ période nuit uniqguement. Ces
résultats démontrent plutét un effet & court termeel’hydrolysat PWF confirmé par la
consommation sur 24h qui n'est quant a elle, biea plus faible, pas significativement
différente entre les groupes. En effet, la consotiomasur la période jour (10h de
consommation) est légerement plus importante pewgréupe HP500 pendant la septieme
semaine, ce qui semble montrer que les rats der@gpg compensent en partie leur
consommation plus faible au cours de la nuit etfiooerait un effet court terme de
'hydrolysat. En ce qui concerne le poids, le réginche en matieres grasses induit une
grande variabilité intragroupe, et ce dans tougytesipes. Ainsi, PWF n’a pas induit d’effet
sur la régulation du poids. Cependant, a la filf’@gérimentation, les animaux du groupe
HP500 ont obtenu un poids légérement plus faibkedans les deux autres groupes en régime
HF. Etant donné, gu’une différence sur la priseatitaire a également été observée a partir
de la septieme semaine, il est vraisemblable gu&xérimentation avait été poursuivie,
I'hydrolysat PWF aurait induit une diminution plisportante du poids. D’autres études
utilisant des hydrolysats de gluten ou de sojamamtré une diminution significative de la
prise alimentaire et du poids des rats. Cependianis ces études, les rats ont d’abord

consommé un régime riche en matiéres grasses fepllsieurs semaines (entre 4 et 12
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semaines), permettant d’'induire un diabete de t¥peavant de mesurer l'effet de leur
hydrolysat sur plusieurs semaines (2 mois) (KinaleR009; Lee et al. 2015). L’hydrolysat
PWF a montré un effet a partir de la derniere seendiexpérimentation. En prolongeant
cette deuxieme phase d’expérimentation sur ratsesbet diabétiques, il aurait sans doute été
possible d’observer un maintien de l'effet counimte de I'hydrolysat PWF sur la prise

alimentaire pouvarih fine engendrer une diminution du poids des rats.

1.2.2. Effet de PWF sur certains marqueurs plasmatiques

Dans une premiére expérience, l'effet de I'hydratyBWF sur la stimulation de la
sécrétion des hormones intestinales GLP-1 et Gifé anesuré apres un mois de régime riche
en matieres grasses. L'effet de I'hydrolysat PWF laustimulation de la sécrétion de ces
hormones a également été mesuré sur des ratssearregime standard. Bien que I'apport
guotidien de PWF n’ait pas permis d’induire une idimion de la prise alimentaire aprés un
mois de régime riche en matiéres grasses, leglasmatiques de GIP et d’insuline, mais pas
celui du GLP-1, augmentaient significativement pd@®500. Or, il a été mis en évidence que
des hydrolysats de muscle de merlan bleu ou enderecaséine diminuaient la prise
alimentaire et augmentaient la concentration pléispa de GLP-1 (Cudennec et al. 2012;
Nobile et al. 2016; O’Halloran et al. 2018). Danstra expérience, I'augmentation non
significative des niveaux plasmatiques de GLP-1rzau étre corrélée a l'absence de
différence significative de la prise alimentairetrenles différents groupes. La sécrétion
d’insuline est stimulée par la sécrétion de GLR-deeGIP (Almutairi et al. 2018). Ici, pour le
groupe HP500 en régime riche en matiéres grassesjiveaux de GIP sont en adéquation
avec ceux mesurés pour I'insuline plasmatique,ten@st pas le cas pour le groupe HP500
en régime standard. Cette difféerence des niveainsuline plasmatique pourrait étre due
uniquement au régime riche en matiéres grassesffénle régime riche en matiéres grasses
est couramment utilisé pour développer sur plusisemaines un modeéle de rat en surpoids,
voire diabétique, bien que la streptozotocine puégalement étre utilisée pour installer plus
rapidement ces troubles métaboliques (Huang €2(dl4). Ici, le groupe HP500 en régime
riche en matieres grasses présente un niveau litiassignificativement plus élevé que le
groupe contrdle en régime standard mais non stgifiement plus élevé que ceux des deux
autres groupes soumis a un régime riche en matiggesses. Ces résultats peuvent laisser
supposer que I'hydrolysat PWF n’améliore pas sigaiivement certains déreglements
meétaboliques qui commencaient a se mettre en pha@e le régime riche en matieres grasses

dans les conditions de I'étude.
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En revanche, aprés 53 jours de régime riche eremeatgrasses, le gavage quotidien par 500
mg d’hydrolysat PWF a induit une augmentation gigaiive des niveaux circulants de CCK,
GLP-1 et GIP par rapport a ceux mesurées pour lepgr@ontréle HF. Des niveaux circulants
de CCK significativement plus élevés ont égalengd@tobserves pour le groupe HP250 alors
gue les niveaux circulants de GLP-1 et de GIP m®@atgas significativement plus élevés que
ceux des controles HF et physiologique. Les nivgaazsmatiques de CCK consécutifs a la
consommation de PWF pourraient correspondre autdéibyic de sécrétion de CCK. En
effet, la sécrétion de CCK induite par une admiat&gin duodénale d’extrait de pomme de
terre augmente pour atteindre son pic de sécré&i@nminutes apres I'administration
duodénale (Chen et al. 2015). Or dans notre étiedsang a été récolté 30 min apres le
gavage, ce qui permettait de se positionner dapsclele sécrétion pour d’autres hormones
telles que le GLP-1 ou encore linsuline. Les niveairculants élevés de GLP-1 et de GIP
induits par la charge de HP500, ont potentiellenséintulé la sécrétion d’insuline a la fin de
'expérimentation. L'ensemble des résultats surdesages plasmatiques montre une forte
corrélation entre la diminution de la prise alingér sur le court terme (période nuit) induit
par I'hydrolysat PWF a la plus forte dose et lar&gon des hormones impliquées dans la

régulation de la prise alimentaire.

Comme évoqué precédemment, 'enzyme DPP-1V inadéishormones incrétines réduisant
leur demi-vie et donc leurs actions biologiquesnateau des organes (Nauck and Meier
2018). Les résultats des dosages réalisés sulalangs récoltés au moment du sacrifice n’ont
pas montré de diminution de I'activité de la DPPgMsmatique chez les groupes recevant
I'hydrolysat PWF. Cependant, I'activité plasmatiode groupe HP500 est Iégérement plus
faible que les activités plasmatiques des groupesr@e HF et HP250. Un hydrolysat de
gélatine de saumon (donné pendant cing semaing®rm@is d’induire une diminution
significative de I'activité de 'enzyme DPP-IV plaatique chez des rats diabétiques (modele
induit par streptozotocine) en comparaison d'unugeocontréle diabétique et d’'un groupe
contrble non diabétique. Ces résultats étaienetEsravec des niveaux plasmatiques de GLP-
1 significativement plus élevés pour le groupe vaoe I'’hydrolysat de poisson et avec des
niveaux plasmatiques d’insuline significativemefispfaibles que ceux obtenus pour leur
groupe contrble non diabétique, mais significatieatnplus élevés que leur groupe controle
diabétique. Les auteurs ont conclu que leur hydailgle gélatine de saumon induisait une
amélioration du contrdle du glucose sanguin (Hsieal. 2013). Ainsi, bien que I'hydrolysat
PWF induise une augmentation significative des auxeplasmatiques de GLP-1 et de GIP
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ainsi qu’une activité de la DPP-IV plasmatique hegeent plus faible en comparaison avec le
groupe contrdle HF, les niveaux d’insuline plasoags sont légerement plus élevés (non
significatifs) que celui du groupe contr6le en négistandard. Ces résultats laissent supposer
gue les rats, a la fin de ces deux mois d’expératiem, ne sont pas diabétiques mais
pourraient tout de méme présenter une insulinct@ste. Ainsi, si I'expérience avait
continué, tout laisse a penser que I'hydrolysatiduau un effet préventif sur le diabéte via

une meilleure régulation du métabolisme glucidique.

Bien qu’aucune différence significative n’ait étéservée pour les niveaux circulants de
leptine entre les différents groupes, des niveagerement plus élevés ont été mesurés pour
le groupe contréle HF (4 000 pg.miLet HP500 (3 000 pg.mi). La masse du tissu adipeux
viscéral a été rapportée au poids final de chagimad, et ces résultats montrent un rapport
significativement plus grand pour les groupes cdatHF et HP500. Il est pourtant connu que
le niveau circulant de leptine est corrélé a lasaagasse (Cui et al. 2017). Cependant, une
autre étude a montré qu’un régime riche en matigrasses induisait une augmentation non
significative des niveaux de leptine (5 ng:flchez des rats par rapport au groupe controle
physiologique en régime de maintenance (2 ngh)mCette équipe a également montré une
différence significative sur la masse du tissu adipde I'épididyme aprés 20 semaines de
régime HF (Moreno-Fernandez et al. 2018). Une étndeée sur des souris a montré |'effet
de collagene de raie sur les niveaux circulantepliine apres 8 semaines de régime riche en
matiéres grasses. Le groupe recevant du collagénga@ a montré une diminution
significative des niveaux de leptine de 23% en cnmaigon au contréle en régime riche en
matieres grasses. Néanmoins les niveaux plasmatidaeeleptine dans ce groupe étaient
significativement plus élevés que ceux observés damgroupe contréle en régime standard
(Woo et al. 2018)

Il est également important de mettre en avant gqaerésultats obtenus pour les hormones
intestinales CCK et GLP-1 au cours de I'étudevivo sont corrélés avec ceux obterins
vitro, résultats qui montrent le potentiel de PWF a slém la sécrétion des hormones
intestinales a l'issue d’'une digestion Gl simul€ependant les peptides impliqués dans la
stimulation de la sécrétion des hormones integtinglar les cellules STC-1 et générés au
cours de la digestioin vitro ne sont peut-étre pas les mémes que ceux génaréa p
digestionin vivo des rats. Bien que I'hydrolysat PWF stimule larééan de GLP-1 par les
cellules STC-1, sa capacité a inhiber 'enzyme DNP?Hu coté basolatéral d’'une monocouche

de cellules Caco-2 n'a pas pu étre démontrée aensdnditions expérimentales de I'étude.
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Ici, I'étude in vivo n’a pas non plus permis de montrer une diminusamificative de
lactivité de la DPP-IV plasmatique. Ainsi, I'ensbla des résultats indiquerait que la
biodisponibilité des peptides inhibiteurs de I'aité de la DPP-IV, présents dans la lumiére
intestinale, n'est pas suffisante pour inhiber IBFAIV plasmatique. D’autres expériences
seraient nécessaires pour s’en assurer, et notanamegalisant une cinétique de dosage de
l'activité de la DPP-IV plasmatique apres I'admirasion de I'hydrolysat. Une autre étude a
montré qu'un hydrolysat de saumon avant et aprgestibpn Gl induisait un effet anti-
glycémique, et ce sur la base de résultats obtenuisro sur la sécrétion du GLP-1 par les
cellules GLUTag, linhibition de I'activité de la BP-IV (testé pour l'activité de I'enzyme
DPP-IV purifiée) et la sécrétion d’'insuline suiteua contact direct de I'hydrolysat avec la
lignée cellulaire pancréatique BRIN-BD11. Cependalains cette étude, la digestion
intestinale a été réalisée avec de la CorolasedRenant de la chymotrypsine, de I'élastase,
des dipeptidases et des aminopeptidases) a la galzepancréatine (contenant de I'amylase
pancréatique, de la trypsine, de la chymotrypsirdes lipases) produisant probablement des
séquences peptidiques qui ne sont pas généréés mamcréatine mais pouvant permettre de
simuler l'action des enzymes de la bordure en lrdbarnedy et al. 2018a). Cette méme
eéquipe a montré également I'effet antidiabétiquendiydrolysat de merlan bleu par la mesure
de son potentiel par les mémes testsvitro réalisés pour montrer le potentiel de son
hydrolysat de saumon. Cependant, dans cette éadédultats ont été confirmés en mesurant
I'effet de cet hydrolysat sur la régulation de Phéostasie glucidique mesuré au cours d’un
test de tolérance au glucose chez la souris enaigge. Le test de tolérance au glucose a été
réalisé aprés l'administration d’'une charge de ggec seule ou en combinaison avec
I'hydrolysat mais également par I'administratiomé charge de glucose aprés 4 ; 8 ou 12h
apres la charge de merlan bleu (Harnedy et al.l20IL8ns notre étude, les tests de tolérance
au glucose réalisés ont été mis en place afin desgter que les rats ne devenaient pas
diabétiques, mais également afin de mesurer I'eéifdong terme de l'administration de
I'hydrolysat PWF sur le retardement de la mise Ewe des troubles du métabolisme. Les
résultats obtenus ont permis de montrer que lsqtaht pas atteint un état diabétique mais le
calcul des scores HOMA-IR (score de I'insulino-sémnce) et HOMA3 (dysfonctionnement

des cellule$-pancréatique) montrent que les rats devenaiestdaute diabétiques.
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[11.3. Mesure du potentiel de PWF a réguler I'expression @l certains genes impliqués

dans la régulation de I'homéostasie énergétique

Il semblait pertinent d’étudier comment I'hydrolygeuvait moduler I'expression des
genes codant les marqueurs d’intérét apres unenairation oro-gastrique quotidienne de
'hydrolysat PWF pendant quasiment deux mois aurgode la deuxieme phase
d’expérimentation chez le rat. Au cours de cettel&t les organes connus pour contenir les
cellules endocrines ont été prélevés afin de dgfi@ntiexpression des genes des hormones
impliquées dans ’homéostasie. De plus, la modificade I'expression des génes codant les
neurotransmetteurs impliqués dans la régulatiola geise alimentaire (NPY, AgRP, POMC

et CART) a été mesurée.

L’'analyse a montré que I'expression des genes, engroupes HP, codants les hormones
CCK et GIP dans le duodénum et dans le jéjununsj gure le proglucagon et I'enzyme DPP-
IV dans l'iléon, n’était pas significativement défente de I'expression de ces genes dans le
groupe contrble HF. La mesure de I'expression éeeg permet de mettre en évidence, sur le
long terme, I'effet d’'une molécule, d’'un hydrolysat d'un régime alimentaire sur des voies
de régulation plus complexes. Les résultats obteswrs les niveaux plasmatiques des
hormones intestinales ont montré une stimulatiorede sécrétion induite par I'hydrolysat
PWEF. Cette stimulation pourrait étre corrélée a sumexpression de ces genes, permettant a
la cellule de régeénérer les stocks d’hormones dispes. Le groupe HP250 a montré une
guantité relative d’ARNm transcrit codant CCK etP@&gerement plus élevée que celle du
groupe contrdle HF au niveau du duodénum. C’eshigeau du jéjunum que I'hydrolysat
PWF a 500 mg a induit une légere surexpressionée godant les CCK par rapport au
contrble HF qui pourrait étre corrélée a 'augmeatade la concentration de CCK circulante.
Le groupe HP500 montre également une légere swssipn de la quantité relative d’ARNm
du proglucagon transcrit, par rapport au groupetréten HF, qui pourrait également étre
corrélée a la concentration de GLP-1 plasmatigaea.d?tudes ont pu mettre en évidence une
augmentation de I'expression des genes codant @Gi§, & GLP-1 et la DPP-IV liée a la
consommation de protéines (Costa et al. 2018; Hdbkati et al. 2018). Le gavage oro-
gastrique par des protéines de graines de Tamamiondré une augmentation de I'expression
du gene codant les CCK par rapport au groupe emeégtandard (3 fois plus), mais pas en
comparaison au groupe contrble recevant égalemast alimentation avec un index
glycémique élevé. Cependant ces résultats n’étpaatcorrélés avec les niveaux de CCK
plasmatiques (Costa et al. 2018). Dans la deuxiéonge, il a été mis en évidence I'effet de
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protéines de melon sur I'expression des génes tddaproglucagon et la DPP-IV, les
résultats ont montré une surexpression gene céelgmbglucagon avec une sous-expression
du géne codant la DPP-IV. Cependant, les protéataent données via l'alimentation
(inclusion dans les croquettes) pendant 72h et étide n’a pas mesuré la prise alimentaire
ni les niveaux plasmatiques de GLP-1, ni I'actid&la DPP-IV plasmatique (Elekofehinti et
al. 2018).

Concernant enfin les quantités relatives d’ARNmdgits des génes des neurotransmetteurs,
aucune différence significative entre les groupés @té observée. L’activation ou la
stimulation des neurones NPY entrainent une augrientde la prise alimentaire, ainsi
gu'une diminution de la dépense énergétique. Eersament, l'activation des neurones
POMC induit une diminution de la prise alimenta@e une augmentation de la dépense
énergeétique (Roh and Kim 2016). En raison de ltedfeourt terme de réduction de la prise
alimentaire observeé apres gavage avec I'hydroR¥dE. Il aurait été cohérent d’observer une
baisse de I'expression du gene codant le NPY esurexpression des genes codant POMC et
CART. Bien que cette étude ait duré quasiment daois, les animaux n’ont pas regu de
charge d’hydrolysat pendant les deux jours préddéesacrifice. De plus, les animaux ont été
sacrifiés 30 minutes apres avoir recu leur traitgn@bituel, ainsi, il est possible que les
conditions de mise a jeun sur la nuit et de s@erifB0 min apres le gavage), soient a l'origine
de I'absence de modification de I'expression deegades neurotransmetteurs impliqués dans
la régulation de I’homéostasie énergétique. Ent,eléerégulation de la prise alimentaire a
court terme est un processus rapide et I'expresdisngenes codant les neurotransmetteurs
aurait pu revenir a son état initial. Ainsi, unad& a montré qu’une injection intrapéritonéale
d’hydrolysat de poisson (lieu d’Alaska) correspamdau digestat intestinal (hydrolysé par la
pepsine pendant 3h puis par la pancréatine peldtimthez des rats induisait une diminution
de la prise alimentaire, du poids, du tissu adipewais également une diminution de
'expression des genes codant les neurotransmetieyliqués dans la prise alimentaire
(NPY et AgRP). Dans cette étude, les rats ont étéris ad libitum avec une alimentation
standard et ont recu soit de la solution saline I8gidrolysat de poisson deux fois par jour
pendant deux jours. Dans cette étude, les ratemblent pas étre mis a jeun et les auteurs ne
précisent pas combien de temps apres injectioaniesaux ont été sacrifies (Mizushige et al.
2017).

Les résultats obtenus vitro pour les deux hydrolysats (PWF et XVP 15035hetivo pour

I'hydrolysat PWF ont permis de démontrer I'effet des hydrolysats sur la régulation de
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’lhoméostasie avec un effet court terme de cesdhyshits sur la prise alimentaire induisant
une stimulation de la sécrétion des hormones intdes (CCK et GLP-1) corrélée avec les
niveaux plasmatiques chez le rat et inhibant Kéigtide I'enzyme DPP-IV. Cette étude a
également pu mettre en évidence I'implication daatg séquences peptidiques pour la
stimulation de la sécrétion des CCK par les calBdC-1 et deux peptides au potentiel

intéressant pour I'inhibition de I'activité de 1&PP-1V.
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l. Conclusions

La régulation de 'hnoméostasie énergétique est aoamsme complexe qui implique
de nombreux signaux produits par différents orgaAessi, il est aujourd’hui reconnu que la
digestion des nutriments permet, outre le fait péfer 'énergie nécessaire a la survie des
cellules, de stimuler la sécrétion de différentesnmones agissant comme des signaux
informant sur la disponibilité de I'énergie. Cesrhones agissent au niveau du systéme
nerveux central par différents modes d’action ¢actiirecte sur I'hypothalamus ou le tronc
cérébral ou encore via le nerf vague) stimulantai la prise alimentaire par des systemes de
régulation a court et a long terme. Dans ce trawdmlx hydrolysats protéiques d’origines
différentes, sélectionnés au cours d’'une précédsntie, ont été étudiés pour leur capacité a
réguler 'homéostasie énergétique et en particwiarla régulation de la prise alimentaire.
Dans un premier temps, I'impact de la digestiontrgastestinale (GI) sur la population
peptidique des deux hydrolysats mais égalemenesysrotéines de leurs matieres premiéeres
a été mesuré par chromatographie d’exclusion st€ridu cours de la digestion Gl, les
potentiels de ces deux hydrolysats et de leurseneatipremiéres a moduler la sécrétion des
hormones intestinales (CCK et GLP-1) par les cefll8TC-1 ainsi que leur capacité a inhiber
I'activité de 'enzyme DPP-IV purifiée ou intestiraont été étudiés. Les digestats intestinaux
des hydrolysats protéiques PWF et XVP 15035 onwuienseté fractionnés par deux
techniques de chromatographie liquide en série dansut de sélectionner les fractions
montrant le meilleur potentiel stimulateur de lecrééon des hormones intestinales et
d’identifier la population peptidique composant $esis-fractions les plus bioactives. A partir
des séquences peptidiques identifiees, une sélec® peptides a été synthétisée afin
d’identifier ceux qui pouvaient étre responsabledadstimulation de la sécrétion de CCK. En
paralléle, I'identification des séquences peptid&juconstituant les digestats intestinaux des
hydrolysats protéiques, capables de traverser areéefe intestinale simulée par une
monocouche de cellules Caco-2 a été réalisée. tamipel inhibiteur de I'activité de la DPP-
IV de ces peptides a alors été mesuré, puis uretgdl parmi les séquences peptidiques
identifiées a été synthétisée afin d’identifier peptides inhibiteurs. Enfin, dans une derniere
partie, le potentiel de I'’hydrolysat PWF a réguleoméostasie énergétique a été mesuré chez
le rat. Ainsi, les résultats obtenus ont permis d#amontrer d’'une part l'importance
d’hydrolyser industriellement les matiéres prenmsgoeur générer une population peptidique
avec un fort potentiel pour la stimulation de larééon des hormones intestinales (CCK et
GLP-1) et pour l'inhibition de I'activité de la DPIN'. Les résultats ont d’autre part montré le
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fort potentiel de I'ensemble des digestats intastinpour les trois activités testées mais
surtout pour I'hydrolysat PWF qui a maintenu sort fiotentiel de la sécrétion de CCK et
l'inhibition de Il'activité de la DPP-IV avant et @s action des enzymes digestives. Ces
résultats obtenum vitro ont été confirmés par I'étude vivo chez le rat pour I'hydrolysat
PWEF. Ainsi, une augmentation des niveaux plasmesiqies hormones impliquées dans la
régulation de 'homéostasie énergétique a coumeagiCCK, GLP-1, mais également GIP) et
une diminution de la prise alimentaire (effet cotetme, sur la consommation en période
nuit) ont été observées. Cette étude, nous pembeteamesurer le potentiel de PWF sur les
marqueurs de la régulation de la prise alimentaileng terme, a permis de montrer une
augmentation des niveaux circulants d’insuline seaiblablement induite par la stimulation
des hormones incrétines (GLP-1 et GIP). Les travdaxthese ont également permis
d’identifier quatre nouvelles séquences peptidiggstenulant la sécrétion des CCK et deux
nouvelles séquences peptidiques montrant un petantéressant inhibant I'activité de la
DPP-IV. Ainsi, ces hydrolysats présentent un padéerdgrometteur pour la prévention du
développement de l'obésité et du diabéte et potigétme valorisés dans I'alimentation des
animaux de compagnie chien et chat aprés que fess elient été confirmés chez ces

animaux.

Ces travaux de thése devraient permettre a I'etideeple rédiger une demande de brevet
visant a protéger et a valoriser I'application d&sultats sur le marché pet food. Par ailleurs,
une partie de ces travaux a été présentée lor§%diyr@posium sur les peptides bioactifs qui
s’est déroulé a Valence (Espagne) du 22 au 24 éidl. Enfin, un article scientifique portant

sur les résultats obtenus pour I'hydrolysat PWFeastours d’écriture.

I. Perspectives

[I.L1. Simulation de la digestion gastro-intestinale des ylrolysats protéiques et de

leurs matieres premiéres

Dans cette premiere partie, nous avons mis en pilacysteme statique de digestion
simulantin vitro la digestion Gl du chien et mis en évidence ldéstefsur la régulation de
’homéostasie énergétique, et notamment sur lalaégo de la prise alimentaire, des
digestats intestinaux de deux hydrolysats prot&duee source poisson : PWF et une source
carnée : XVP 15035). Ces hydrolysats protéiquesdemingrédients qui pourront étre mis en
inclusion dans les aliments spécifiques, comme alequettes, destinées aux animaux de

compagnie. En perspective de ce travail, il séraéressant de réaliser une étude sur des
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aliments contenant les hydrolysats protéiques, pttamt de prendre en compte la complexité
de l'aliment. Pour cela, le modéle statique de stiga in vitro n'est pas suffisant et
l'utilisation du TIM, qui est un modéle dynamique digestion Gl proposé en 1998 par
Smeets-Peeters et coll (Smeets-Peeters et al. ,19&)orterait des informations
complémentaires. Le modele dynamique, tout comnsent@deles statiques, permet de
simuler certains parameétres gastro-intestinaux d¢els les conditions physico-chimiques
particulieres dépendant de I'espece (humain, clpert), de I'age (jeunes enfants, personnes
agees), des pathologies ou de I'état nutritionigehl repas (a jeun ou non) mais il simule
eégalement la cinétique de digestion ce qui n'estlpacas des modeles de digesiiowvitro

statiqgue (Kalantzi et al. 2006).

Il.2. Peptides issus des protéines agroalimentaires etgudation de I'homéostasie
énergétique

Cette deuxieme partie, axée sur la caractérisatiem hydrolysats protéiques a
confirmé l'effet des digestats intestinaux des dbudrolysats protéiques ainsi que de leurs
matieres premieres sur la stimulation de la sérétes hormones intestinales (CCK et GLP-
1) et sur l'inhibition de I'activité de I'enzyme [BPIV. Nous avons mis en évidence d’une
part, I'importance de I'hydrolyse préalable dansgémération d’'une population peptidique
bioactive, et d’autre part le fait que la digestidhgénére des peptides bioactifs capables de
stimuler la sécrétion de ces hormones et d’inhiaetivité de I'enzyme DPP-IV. Ce travail
de these a également permis d’identifier une petib@ortion des peptides responsables des
activités biologiques étudiées. Afin d'identifien plus grand nombre de peptides dans ces
sous-fractions, une étape préliminaire aurait pe &alisée par I'ajout d’'une colonne HILIC
ou par la réalisation de deux étapes difféerenteedtification par RP-MS/MS et par HILIC-
MS/MS ce qui aurait probablement permis d’identifidus de peptides polaires (Buszewski
and Noga 2012; Le Maux et al. 2015a). D’'autres rigples séparatives telles que
I'électrophorese capillaire ou la chromatographidleide supercritique pourraient également
apporter de nouvelles informations sur la carasaéon des peptidomes (Ibafnez et al. 2013;
Tognarelli et al. 2010). La digestion Gl conduifabtention d’'une population peptidique de
faible poids moléculaire sous l'action des enzyrdigestives. L'identification réalisée au
cours de cette étude n’a pas permis d’identifier piptides contenant moins de quatre acides
aminés. Bien que les avancées en spectrométrie agsemaient permis d’améliorer
I'identification des séquences peptidiques, notantragec le développement des banques de

données, cette étude a encore démontré les liohitds spectrométrie de masse pour I'étude
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des peptidomes. En effet, le logiciel Peaks Stathgpas permis l'identification des peptides
de faibles poids moléculaires (< 500 Da). Ainsiptapulation peptidique présente dans la
sous-fraction FF du digestat intestinal de XVP Eb@3été identifiée quasiment uniguement
par le modede novopermettant, a partir de la fragmentation des iales,générer une
séquence en suivant un algorithme, séquence néasnmmin répertoriée en banque de
données (Muth and Renard 2018). Enfin, le dévelogpe d’'une méthode de quantification
des peptides dans les mélanges complexes permeteramontrer I'intérét des peptides
bioactifs dans I'hydrolysat et potentiellement de sintéresser qu’aux peptides présents en
grande quantité dans le mélange. L'utilisation dwotocole de dosage par étalonnage interne
et reposant sur I'ajout d’'une molécule connue sdrde référence, I'étalon interne, a une
guantité connue dans les échantillons aurait perdess’affranchir des variations de
parametres expérimentaux (instrument, utilisatete,.). Cependant, I'étalon interne doit
répondre a des critéres précis comme avoir les mémupriétés physico-chimiques que les
analytes, ne pas étre présent dans I'échantillanadyser et étre facilement distinguable des
analytes (Scott et al. 2015). L'étalonnage intepeet également étre réalisé a l'aide des
peptides cibles marqués et ajoutés au mélangeuaatification d'un peptide cible peut aussi
se faire a I'aide d’'une gamme de ce méme peptiddisee en parallele de 'identification du
peptide au sein de I'échantillon. Cependant, dettenique exige de simuler la complexité de
I'échantillon dans lequel se trouve le peptideeiafin de prendre en compte les interactions
gue peut avoir ce peptide en mélange avec lessaotmestituants et la colonne. Une autre
meéthode, permettant de suivre la fragmentationide parent et de quantifier les peptides
dans I'échantillon, est la méthode en mode MRM (iié Reaction Monitoring). Il s’agit de

la technigue la plus développé des approches pnigées ciblées. Cette technique utilise
deux quadrupdbles comme filtres pour analyser unpi@curseur et fragment spécifique. Un
guadrupdle agit comme un filtre des masse/charde) (pour les ions précurseurs (premier
quadrupdle) et un quadrupdle qui agit comme umefiles m/z pour les ions fragments
(dernier quadrupdle). Entre ces deux quadruplleg,a un autre quadrupdle que sert de
cellule de collision. Cette technique permet laediédbn des ions fragments des peptides
d’intérét (Ankney et al. 2018; Deracinois et al13}

Dans cette these, nous avons également identifipdptides pouvant étre responsables de la
régulation de la prise alimentaire. Sur les quargméptides synthétisés, quatre peptides
(PSLVH et DLVDK pour I'hydrolysat protéique PWF &PYPLPRPL et VLPL pour
I'hydrolysat protéique XVP 15035) ont stimulé lacs&ion de CCK par les cellules STC-1.

212
Thése confidentielle

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sandy Theysgeur, Université de Lille, 2019
Conclusions et perspectives

Les résultats obtenus ici sont trés importants paucommunauté scientifique car peu de
séquences ont été publiées a ce jour. Ces donséesiées a celles consignées dans la
littérature qui concernent les peptides recensgalias de stimuler la sécrétion des hormones
intestinales pourraient contribuer a établir enfies liens concrets entre les séquences
peptidiques, leur taille, leur composition en asideaminés, leur conformation
tridimensionnelle et I'activité biologique. A termle recensement des séquences peptidiques
permettrait de créer un algorithme pour prédir@deentiel de chaque séquence peptidique
comme le modele QSAR qui a été notamment dévelpppéidentifierin silico le potentiel
des peptides inhibiteurs de I'activité de la DPP{Nbngonierma and Fitzgerald 2016). Ce
modeéle a été mis au point au cours d’'une étudeécuemte et permet de donner un score a
chaque acide aminé selon qu'il se trouve en pramabzuxieme, derniére ou avant derniére
position dans la séquence peptidique. A partir €& scores, une g peut étre calculée a

partir de la séquence peptidiqgue (Nongonierma adzddtald 2016).

Enfin une perspective particulierement importardeis de comprendre les modes d’action
des peptides qui conduisent a la sécrétion de aeadmes et ainsi identifier les récepteurs
impliqués. En effet, la sécrétion des hormonesstittales en réponse a des oligopeptides
implique des récepteurs appartenant, pour la plupata famille des RCPG (Choi et al.
2007b; Conigrave and Hampson 2010). Pour celaputajd’inhibiteurs des récepteurs
impliqués dans la sécrétion des hormones inteeBn@RPG93, CaSR par exemple) est
couramment utilisé pour déterminer les modes dactles peptides. Néanmoins, plusieurs
voies paralleles semblent étre impliquédsgygre 73), notamment celles utilisant le
transporteur PepT1l ou des canaux voltage dépenddntpui pourraient étre activees
simultanément par plusieurs oligopeptides (effetesgique), rendant lidentification des

peptides bioactifs responsables de la sécrétioha®sones plus complexe (Liou et al. 2011).
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Figure 73. Voies de signalisation activées par les peptidetleetacides aminés impliqguées dans la
sécrétion et la synthése de CCK.

Les peptides présents dans la lumiere intestinalergnt activer la sécrétion de CCK par (1) une
augmentation de Caintracellulaire résultant d’'une activation du CaBR de RPG93. Les canaux
Ca&* voltage dépendant permettent une entrée deiieacellulaire sous I'action des récepteurs CaSR
et RPG93 ou d’'une dépolarisation de membrane pu@®gar le transport de dipeptides par PepT1.
L'activation de RPG93 par les peptides peut engenane activation de la transcription du géene CCK
(2) en activant les voie de signalisation ERK “RI€A. D’autres voies de signalisation inconnues a ce
jour (3) impliquent le transporteur PepT1 de mamiadirecte ou le facteur LCRF dans la stimulation
de la sécrétion des CCK (Caron et al. 2017a).

Au cours de cette étude, le potentiel de chaquedeepynthétisé a été mesuré seulement pour
la sécrétion de CCK. Ainsi, il serait intéressamtréaliser une étude complémentaire utilisant
des inhibiteurs spécifiques des récepteurs impsiglads les voies de signalisation et de tester
des mélanges de peptides de facon équimolaire ea des ratios différents. Cette étude
pourrait mener a l'identification des voies patdadeimpliquées dans la sécrétion des CCK.
Des travaux en cours s’intéressent a mesurer t'd&equarante peptides sur la stimulation de

la sécrétion de GLP-1 par les cellules entéroeresr

Dans cette étude, la modulation de I'activité dBRP-IV par les peptides capables de passer
au travers de la barriére intestinale, simuléeyver monocouche de cellules Caco-2, a été
suivie. Les tests utilisés ont cherché a reprodeinglus fidelement possible les mécanismes
physiologiques, d’ou I'importance de mimer la dig@s et de développer des tests permettant
de se rapprocher au maximum des conditions deit@mvement intestinal (cellules cibles,

passage au travers de la barriere etc...). Les afsulht permis de montrer que les digestats
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intestinaux des hydrolysats ne modifiaient pagédgnité d’'une barriere intestinale simulée,
confirmant probablement une autre voie de passagdegpassage entre les jonctions serrées
des entérocytes. Le nombre de peptides identifiéscdté basolatéral représente une
proportion trés faible de ce qui est présent dassdigestats intestinaux (coté apical) et
l'activité inhibitrice de I'enzyme n'a pas été mivée aprés le passage de la barriere
intestinale dans les conditions expérimentales’éede. Parmi les treize peptides, deux
peptides issus du digestat intestinal de PWF (DIEDMDLP) et un peptide issu du digestat
intestinal de XVP 15035 (FPKATG) ont montig,situ sur cellules Caco-2 vivantes, un bon
potentiel inhibiteur de l'activité de la DPP-IV. Frerspectives, il serait donc intéressant de

chercher & connaitre le mode d’inhibition des piggti(Domenger et al. 2017).

Au cours de I'étudén vivo, un modéle rat a permis de mettre en évidencket'eburt terme

de I'hydrolysat PWF dans la régulation de 'homésert énergétique chez des animaux en
croissance et en bonne santé et chez des animatrort@s a un déséquilibre alimentaire.
Une des principales conclusions tirées de cetdeéueté, au cours de la premiére phase, que
le nombre d'animaux par groupes étaient peut-énap tfaible et que le temps
d’expérimentation était peut-étre trop court powmnitrer des effets significatifs sur la prise
alimentaire et le poids. Au vu des résultats, fa#lété intéressant de prolonger la premiere
phase d’expérimentation. Cette méme perspectiveegatement valide pour la deuxiéme
phase, d’autant plus que la prise alimentaire @waroencé a diminuer qu’a partir de la
sixieme semaine d’expérimentation. Cependant ksssexaient devenus diabétiques et obéses
(point limite de cette deuxieme phase d’expérim@nt® mais le prolongement de cette
phase aurait sans doute permis de visualiser urie ge poids pour les groupes recevant
I'hydrolysat PWF. De plus, il aurait été égalementéressant d’avoir un groupe contrdle
matiére premiere afin de comparer les effets dgltblysat et celui de la matiére premiere.
Les effets des hydrolysats protéiques sur les oxgdasmatiques des hormones impliquées
dans la régulation a court terme de 'homéostasezg&tique ont été couramment démontrés
avec différentes sources en comparaison d’un denpidysiologique. Cependant, de plus en
plus d'études utilisent, en plus d’'un contréle pblggyique, un contrdle iso-énergétique afin
de montrer l'effet de leurs hydrolysats. En persiges, les résultats obtenus sur la prise
alimentaire et le poids des animaux laissent suggppge ces deux phases d’expérimentation
pourraient étre complétées par d’autres études léonemtaires. Dans un premier temps,
I'utilisation d’animaux adultes et non en croissangour lesquels la consommation

journaliere est stabilisée, pourrait permettre d&ber plus rapidement I'effet de I'hydrolysat
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protéigue en régime standard avec une diminutioltageise de poids des animaux. Pour la
deuxieme phase, il serait pertinent de travaillexcaun modele de rats diabétiques et obéses
pour montrer plus rapidement l'effet de PWF supitse alimentaire mais également afin
d’évaluer son effet dans le temps. En effet, laengs place du régime riche en matieres
grasses induisant des modifications physiologidqmgmrtantes probablement plus fortes que
celles induites par I'hydrolysat PWF qui ont pu g®&s inapercues. Bien que cette
expérimentation soit une preuve de concept pouluérdieffet de I'hnydrolysat PWF sur la
régulation de I'homéostasie énergétique et que aeage oro-gastrique reste l'une des
meilleures solutions pour s’assurer que la chaoygmée est la méme pour tous les animaux ;
il serait également intéressant de mesurer lessatfe’hydrolysat en le donnant directement
via I'alimentation (en inclusion dans des croqueftar exemple). En effet, les rats étant des
rongeurs consommant de petites quantités tout g d= la nuit, puis de la journée, des
différences auraient pu étre observées sur la ptiseentaire en comparaison d’'un groupe
contréle physiologique. Le fait de donner contiteraent I'hydrolysat via I'alimentation,
permet d'observer l'effet de I'hydrolysat sur la dotation de I'expression des genes
impliqués dans la régulation de 'homéostasie étarge comme il a pu étre observé avec
une hydrolysat de melon pour I'expression du géodant le proglucagon et la DPP-IV
(Elekofehinti et al. 2018).

Pour conclure et continuer dans les perspectiesshydrolysats protéiques PWF et XVP
15035 ont montré un potentiel intéressant danédalation de la prise alimentaire au travers
des analyses réaliségs vitro et in vivo (sur modele rats pour I'hydrolysat PWF). Il serait
donc intéressant de confronter les résultats obtanwitro et in vivo pour I'hydrolysat
protéigue PWF et les résultats obtemusitro pour I'’hydrolysat protéique XVP 15035 sur un
modéele chien et/ou chat, avec le méme mode d’adtraion de I'hydrolysat que celui utilisé
au cours de I'étude sur le modéle rat. Il seradti@gent pertinent de mesurer leurs effets dans
les conditions d’utilisation prévues pour les anisde compagnie, a savoir en inclusion dans
les croquettes ou dans les friandises sur une &uguée et sur des animaux en surpoids.
Pour cela, le développement de méthodes est n&eesHin de mesurer l'effet des
hydrolysats sur la satiété des chats et des chienprise de I'hydrolysat étant basée sur le
bon vouloir de I'animal a le manger, il est nécessde difféerencier I'effet satiétant de
'hydrolysat a un effet d’'inappétence que peut @nésr le produit. De plus, il est important
pour I'entreprise de mesurer I'effet de I'hydrolysdans la forme dans laquelle il sera
incorporé et de vérifier sa stabilité au procédé@etdéterminer sa dluo. Ainsi différentes
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applications pour ces hydrolysats peuvent étresagéies et leurs effets doivent étre mesurés.
Il serait intéressant, par exemple, de mesurerotenpiel des hydrolysats a diminuer les
surconsommations chez les chiens et les chatapgpairaissent apres la stérilisation (animaux
qui ont tendance a développer du surpoids), et denmoids des animaux. Un effet des
hydrolysats sur la diminution des surconsommatipesmettrait de diminuer certaines

contraintes comme le rationnement.
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