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RESUME en francais: Le systéme olfactif partage de nombreux liens moléculaires, neuroanatomiques et
fonctionnels avec le systéme de régulation de I’'homéostasie énergétique. L’exploration de ces interactions nous a
conduit a démontrer que la détection olfactive est modulée par les états alimentaires et métaboliques : des
animaux affamés présentent une meilleure sensibilité olfactive que des animaux rassasiés. Cette modulation
persiste chez les rats Zucker fa/fa obeses et disparait chez les rats LouC résistants a I’'obésité. Les hormones et les
neuropeptides impliqués dans la régulation de '’homéostasie énergétique apparaissent comme de bons candidats
pour expliquer l'influence des états alimentaires et métaboliques sur la détection olfactive. Afin de tester
directement leur action sur la détection olfactive, nous avons évalué les roles de I'Orexine A, un neuropeptide
hypothalamique orexigene, ainsi que de la leptine et de I'insuline, deux hormones d’adiposité périphériques, sur
la capacité de détection olfactive de rats Wistar. Ainsi, nous avons démontré que l'injection ICV d’orexine A
induit une augmentation de la détection olfactive. A I'inverse, les injections ICV de leptine et d"insuline induisent
une diminution de la détection olfactive. Les récepteurs de l'orexine A, de l'insuline et de la leptine sont
largement exprimés au niveau du systéme olfactif. En particulier, les récepteurs de l'insuline présentent une
régionalisation marquée et sont trés abondants au niveau de plusieurs catégories cellulaires du bulbe olfactif, le
premier relais central de l'information olfactive. Nous avons également montré que la quantité d’insuline
bulbaire variait en fonction de 1’état alimentaire tandis que la densité des récepteurs n’était pas modifiée.
L’ensemble de ces données, corroboré par d’autres travaux de la littérature, suggere que les hormones et les
neuropeptides impliqués dans la régulation de I'homéostasie énergétique jouent également un réle majeur dans
la régulation de la fonction olfactive. Les molécules orexigenes, libérées en état de faim et de carence énergétique,
augmentent la détection olfactive et participent a I'initiation du comportement alimentaire. A l'inverse, les
molécules anorexigenes libérées en état de rassasiement et d’abondance énergétique, diminuent la détection
olfactive et conduisent a I'arrét de la prise alimentaire. La compréhension des mécanismes qui sous-tendent les
interactions entre I'odorat et la régulation de la prise alimentaire et de la masse corporelle pourrait permettre a
terme d’évaluer 'importance de la perception sensorielle de la nourriture lors de la mise en place de troubles du
comportement alimentaire.

MOTS-CLES : Comportement, détection olfactive, bulbe olfactif, prise alimentaire, masse corporelle,
hypothalamus, orexine A, insuline, leptine

TITRE en anglais: Influence of feeding and metabolic states on olfactory detection

RESUME en anglais: Olfaction is closely linked to energy homeostasis regulation. The olfactory system shares
several molecular, anatomical and functional links with brain areas and peripheral organs involved in food
intake and body weight regulations. We demonstrated that the feeding state modulates olfactory detection:
fasted rats display better olfactory sensitivity that satiated ones. This modulation is also observed in Obese
Zucker fa/fa rats. However, obesity-resistant LouC rats do not modulate their olfactory detection according to the
feeding state. Peripheral hormones and neuropeptides involved in energy homeostasis regulation might be
responsible for olfactory detection modulation. To examine this hypothesis, we evaluated the respective roles of
Orexin A, a hypothalamic orexigenic neuropeptide; as well as leptin and insulin, two peripheral adiposity
hormones; on olfactory detection. We demonstrated that central administration of Orexin A increases olfactory
detection; whereas central administration of leptin or insulin decreases olfactory detection. Orexin A, leptin and
insulin receptors are widely expressed in the olfactory system. We further demonstrated that insulin receptors
were abundantly expressed in discrete olfactory bulb areas and in several neuron types of the olfactory bulb
network. The whole of these data, supported by several reports, suggest that hormones and neuropeptides
classically involved in energy homeostasis regulation extend their roles to olfactory detection modulation.
Indeed, orexigenic signals released upon fasting or in conditions of energy depletion increase olfactory detection
which participate in meal initiation. By contrast, anorexigenic signals released during refeeding or in conditions
of energy abundance decrease olfactory detection which participate in meal termination. With the ever rising
incidence of metabolic disorders, elucidating the cross-talks between olfaction and energy homeostasis
regulation is of critical relevance to better understand and manage the etiology of altered food-intake behaviours.
KEYWORDS : Behaviour, olfactory detection, olfactory bulb, food intake, body weight, hypothalamus, orexin A,
insulin, leptin
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Avant-propos

out organisme vivant assure son développement et sa survie par la consommation de

matiere organique. Au cours de I'évolution, une telle nécessité a conduit a I’apparition
de fonctions spécialisées et de stratégies alimentaires permettant a 1'organisme de garantir
un approvisionnement en matiere organique régulier. Chez les mammiferes supérieurs, le
comportement alimentaire est un comportement complexe, temporellement défini par
I’accomplissement de différentes phases (Watts, 2000; Berthoud, 2002). Le comportement
alimentaire débute par une phase d’initiation au cours de laquelle l'état interne de
I’organisme permet de focaliser I'attention de 1’organisme sur la nourriture. Les stimulations
sensorielles distales par 'odorat et la vue sont alors suffisantes pour initier le comportement
alimentaire, sans que 1'état interne ne justifie aucun besoin homéostatique particulier. Une
fois que l’attention sélective et la motivation pour se procurer de la nourriture sont obtenues,
I'organisme entre alors dans la phase de recherche active de nourriture. Chez les animaux,
cette phase de recherche est particulierement longue et intense et repose a la fois sur des
mécanismes sensoriels et sur des processus cognitifs de haut niveau tels que I’apprentissage
et la mémoire. De nombreux animaux utilisent 1'odorat pour identifier, discriminer et
localiser les sources de nourriture. Lorsque de la nourriture disponible a été localisée sur la
base d’indices sensoriels, la phase consommation de nourriture peut enfin commencer. Cette
phase est caractérisée par de nombreux mouvements stéréotypés (macher, avaler) et par la
perception continuelle des attributs sensoriels qui composent la nourriture ingérée. Si la
phase de consommation a été suffisante et ininterrompue, alors le phénomene de satiété se
met en place et I'individu rassasié arréte progressivement la consommation de nourriture. A
Iissue de la phase prandiale, intervient la phase de terminaison du comportement
alimentaire. Cette derniere phase n’est pas simplement représentée par l'arrét de la prise
alimentaire, mais est également caractérisée par la mise en mémoire des informations
concernant les attributs sensoriels et les conséquences absorptives et post-absorptives de la

nourriture ingérée, dont le rappel influencera la réitération du comportement alimentaire.



Toutes les phases du comportement alimentaire sont donc caractérisées par des
interactions fortes entre la perception des attributs sensoriels de la nourriture et la nécessité
de satisfaire les besoins énergétiques de l'organisme. Reposant sur le contexte large du
comportement alimentaire, ce travail de these a été mené dans le but de comprendre les
implications comportementales et les mécanismes sous tendant les interactions entre une
modalité sensorielle largement impliquée dans les comportements alimentaires, 1’olfaction, et

la régulation de I'homéostasie énergétique.

La section introductive de ce manuscrit est organisée en trois parties distinctes : Le
premier chapitre, s’intéresse plus particulierement a I'organisation anatomique et
fonctionnelle du systeme olfactif ainsi qu’au trajet emprunté par le message olfactif, de la
périphérie jusqu’aux différentes structures cérébrales impliquées dans le traitement de
I'information olfactive. Nous présenterons également les principales méthodologies
comportementales développées a 1'heure actuelle pour étudier la fonction olfactive. Le
second chapitre est dévoué a la présentation des principaux acteurs du systeme de
régulation de ’homéostasie énergétique : Les signaux sensoriels, métaboliques et hormonaux
ainsi que les mécanismes d’intégration de ces signaux par le systeme nerveux central. Le but
de cette seconde partie est donc de présenter, de caractériser et de définir les roles de ces
signaux au sein du systéeme de régulation de ’homéostasie énergétique. Le troisieme et
dernier chapitre est focalisé sur notre problématique de recherche. Il expose les multiples
interactions qui existent entre le systeme olfactif et le systeme de régulation de 'homéostasie
énergétique, a travers de nombreux travaux de la littérature qui ont mis en évidence les liens
anatomiques, neurochimiques et comportementaux entre le systeme olfactif et les acteurs

principaux de la régulation de la prise alimentaire.



Chapitre I - Le systeme olfactif principal

A/ Organisation anatomo-fonctionnelle du systéme olfactif principal

e systeme olfactif est le systeme sensoriel permettant de détecter et d’analyser les
L molécules odorantes présentes dans l'air. Chez la plupart des especes animales, les
odeurs renseignent sur l'environnement et régissent de nombreux comportements tels que
les interactions sociales, la reproduction et le comportement alimentaire, ainsi que les
processus de mémoire et d’apprentissage qui leurs sont associés. Le systeme olfactif est
composé¢ d’une structure périphérique permettant la chémoréception des molécules
odorantes et de structures centrales assurant l'analyse et le traitement de l'information

olfactive (Figure 1).

Bulbe olfactif accessoire
Bulbe olfactif principal

Lame criblée de I'ethmoide

Epithelium olfactif principal

2me nerveux
central

Cavité nasale

Organe voméronasal

Figure 1 : Organisation anatomique des premiers étages du systéme olfactif.

Schéma d’une coupe sagittale de téte de rat. Le systéme olfactif périphérique est composé de I'épithélium olfactif
principal et de I'organe voméronasal. Le premier étage du systéme olfactif central est constitué du bulbe olfactif
principal et du bulbe olfactif accessoire. L'étage périphérique est séparé de I'étage central par la lame criblée de
I’ethmoide.



Pour la majeure partie des mammiferes, le systéme olfactif est divisé en deux sous-
systemes : le systeme olfactif principal et le systeme olfactif accessoire. Le systeme olfactif
principal est composé en périphérie de I'épithélium olfactif principal et du bulbe olfactif
principal, premier centre intégrateur de ce sous-systeme. Le systeme olfactif accessoire est
composé en périphérie de 1'organe voméronasal, situé a la base de la cloison septale, et au
niveau central, du bulbe olfactif accessoire localisé en position dorsale et caudale du bulbe
olfactif principal. Il est classiquement décrit que le systeme olfactif principal permet de
percevoir exclusivement les odeurs générales de l'environnement alors que le systeme
olfactif accessoire permet de détecter spécifiquement les phéromones (Meisami and
Bhatnagar, 1998; Firestein, 2001). Ainsi, le systeme olfactif principal se projette sur de
nombreuses structures corticales et sous-corticales, alors que le systeme olfactif accessoire se
projette de maniere restreinte et privilégiée sur les aires cérébrales responsables des
comportements sociaux et reproductifs. Toutefois, cette dichotomie entre le systeme olfactif
principal et accessoire semble étre aujourd’hui revisitée, puisque plusieurs études ont
démontré que les deux systemes sont sensibles a des signaux généraux et phéromonaux, et
qu’ils se projettent sur des aires corticales distinctes mais également communes (Zufall and
Leinders-Zufall, 2007; Ferrero and Liberles, 2009; Martinez-Marcos, 2009). Notre propos se
centrera désormais sur le systeme olfactif classiquement décrit comme étant le systeme

olfactif principal.

1) L’épithélium olfactif principal
1.1) Organisation anatomique et histologique

La cavité nasale est séparée en deux fosses nasales par une cloison centrale
cartilagineuse, le septum. Les parois latérales sont pourvues d’excroissances cartilagineuses,
les cornets. Chez le rat, chaque fosse nasale compte sept cornets olfactifs. Les nombreuses
circonvolutions des cornets permettent d’augmenter la surface de contact entre I’air circulant

a I'intérieur des cavités nasales et les épithéliums respiratoire et sensoriel.
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Figure 2 : Histologie de I'épithélium olfactif (D’aprés Schild & Restrepo 1998)

(A) Représentation schématique d’une coupe de muqueuse olfactive consitutée d’un épithélium olfactif reposant sur
une lame basale (ligne rouge) et recouvrant une lamina propria. Dans I'épithelium olfactif, les cellules de soutien
traversent toute I'épaisseur de I'épithélium et leurs noyaux sont visibles dans la zone superficielle de I'épithélium. Dans
la zone médiane de I'épithélium olfactif sont situés les noyaux des neurorécepteurs olfactifs matures (vert foncé) et
immatures (vert clair). A la base de I'épithélium olfactif se trouvent les noyaux des cellules basales (les cellules
globulaires et les cellules horizontales. Dans la lamina propria, les axones des neurorécepteurs olfactifs sont entourés
des cellules gliales engainantes. Les glandes de Bowman situées dans la lamina propria sécrétent le mucus qui recouvre
I’épithélium olfactif. (B1) Photographie en microscopie électronique a balayage réalisée aprés fracture montrant
I'organisation de I'épithélium olfactif ainsi que le soma et la dendrite apicale d’un neurorécepteur olfactif (en vert).
(B2) Photographie en microscopie électronique a balayage prise a la surface de I'épithélium olfactif, illustrant la
présence des microvillosités des cellules de soutien (non colorisés) et des cils (en jaune) ornant un bouton dendritique
(en vert).



Le systeme olfactif périphérique est constitué de Iépithélium olfactif, un
neuroépithélium sensoriel qui tapisse le fond des cavités nasales. L’avant des cavités nasales
est recouvert d'un épithélium respiratoire, composé d'une monocouche de cellules ciliées qui
filtrent, humidifient, réchauffent et dépolluent l'air inspiré. L’épithélium respiratoire est
recouvert d'une couche de mucus sécrétée par les cellules a mucus. Dans 1'épithélium

olfactif, le mucus est sécrété par les glandes de Bowman.

L’épithélium olfactif, reposant sur une lamina propria, est composé de trois types de
cellules (Figure 2A): Les neurorécepteurs olfactifs, les cellules basales et les cellules de

soutien (Schwob, 2002).

Les mneurorécepteurs olfactifs sont les neurones bipolaires responsables de la
transduction de I'information olfactive. Les neurorécepteurs olfactifs traversent la totalité de
I'épithélium olfactif (Figure 2B1). Leur corps cellulaire se situe dans la partie médiane de
I’épithélium et envoie une dendrite vers le pole apical, dont I'extrémité émet un bouton
dendritique pourvu de nombreux cils olfactifs baignant dans le mucus (Figure 2B2). Les
récepteurs moléculaires des odeurs sont localisés au niveau de la membrane ciliaire (Menco
et al., 1997). Le corps cellulaire des neurorécepteurs olfactif émet, vers le pdle basal, un axone
non-myélinisé qui achemine I'information olfactive vers le systeme nerveux central. Des leur
passage a travers la lame basale, séparant 1'épithélium de la lamina propria, les axones des
neurorécepteurs olfactifs se regroupent en faisceaux entourés de cellules gliales engainantes,
traversent la lame criblée de I'ethmoide au fond de la cavité nasale et contactent le bulbe
olfactif, premier relais central de l'information olfactive (Astic and Saucier, 1986; Saucier and

Astic, 1986; Astic et al., 1987).

Les neurorécepteurs olfactifs sont les seuls neurones de 1'organisme en contact direct
avec l'environnement. Leur emplacement superficiel les expose aux molécules odorantes
mais également a toutes les molécules nocives ainsi qu’aux agents pathogenes en suspension
dans l'air (Schwob, 2002). Face a ces agressions, l'intégrité du tissu épithélial est maintenue
par un renouvellement continu des neurorécepteurs olfactifs, dont la durée de vie varie entre
30 et 120 jours (Crews and Hunter, 1994). Ainsi, au sein de l'épithélium cohabitent des
neurorécepteurs matures et immatures. Le renouvellement des neurorécepteurs olfactifs est

rendu possible par le maintien, a la base de I'épithélium olfactif, d’'une population de cellules



souches qui se divisent pour donner naissance a de nouveaux neurones (Graziadei and
Graziadei, 1979). Ces cellules souches basales sont de deux natures : les cellules horizontales,
les plus profondes, en contact direct avec la lame basale ; et les cellules globulaires, qui se
positionnent juste au dessus des cellules horizontales. Les cellules globulaires présentent un
fort taux de prolifération et expriment des marqueurs de différenciation neuronaux (Schwob,
2002; Beites et al., 2005). En revanche, les cellules horizontales semblent étre une population
relativement quiescente et n’expriment pas de marqueurs neuronaux (Carter et al., 2004). Ces
observations ont conduit au dogme selon lequel les cellules globulaires seraient les seuls
progéniteurs multipotents de 1'épithélium olfactif (Caggiano et al., 1994; Huard et al., 1998).
Cependant, des données récentes indiquent que les cellules horizontales sont également
capables de générer tous les types cellulaires, neuronaux et non-neuronaux, de I’épithélium
olfactif adulte en conditions physiologiques et lors de lésions massives de 1'épithélium

(Leung et al., 2007; Iwai et al., 2008).

Les cellules de soutien sont des cellules pourvues de microvillosités qui participent au
maintien de l'intégrité morphologique et fonctionnelle de 1'épithélium olfactif. En effet, les
cellules de soutien assurent la cohésion cellulaire de I'épithélium grace a la présence de
jonctions serrées a leur pOle apical. De plus, par leurs activités enzymatiques et
phagocytaires, les cellules de soutien assurent la détoxification et la clairance des

neurorécepteurs apoptotiques (Schwob, 2002).
1.2) La transduction du message olfactif

Lors d"une inspiration, les molécules odorantes portées par 'air entrent et circulent
dans la cavité nasale. Les odeurs sont des molécules volatiles et hydrophobes. Avant
d’atteindre les récepteurs moléculaires aux odeurs portés par les cils des neurorécepteurs
olfactifs (Menco et al., 1997), les molécules odorantes doivent traverser une couche aqueuse
de mucus. C’est dans ce mucus que sont sécrétées les « olfactory binding proteins » (OBPs),
de petites protéines hydrophiles capables de se lier de maniere réversible aux molécules
odorantes et de les transporter dans le mucus aqueux afin de faciliter leur acces aux
récepteurs moléculaires aux odeurs (Tegoni et al., 2000; Breer, 2003). Notons toutefois, que
les molécules odorantes les plus hydrophiles sont capables de traverser le mucus sans l'aide

des OBPs. Plusieurs sous-types d’OBPs ont été identifiés et chacun de ses sous-types semble



avoir un profil d’affinité unique permettant de reconnaitre un répertoire particulier
d’odorants (Pevsner et al., 1988; Pes and Pelosi, 1995; Lobel et al., 2002). Ainsi, les OBPs
jouent certainement un roéle plus important que le simple transport passif des odorants a
travers le mucus et semblent constituer un filtre permettant la présélection des molécules
odorantes avant 1’acces aux récepteurs moléculaires aux odeurs (Tegoni et al., 2000; Breer,

2003).

Les récepteurs moléculaires aux odeurs, composés de sept domaines
transmembranaires, sont couplés aux protéines G. Chez les mammiferes, les récepteurs aux
odeurs sont codés par plus de 1000 genes disséminés sur un grand nombre de chromosomes
et appartiennent a la plus large famille de récepteurs couplés aux protéines G, et
probablement a la plus grande famille multigénique du génome (Buck and Axel, 1991; Zhang
and Firestein, 2002). Il existe plusieurs voies de transduction chimioélectriques du message
olfactif, mettant en jeu divers second messagers : les voies de I’ AMPc, de I'IP3, du monoxyde
de carbone et du monoxyde d’azote (Schild and Restrepo, 1998). Plusieurs études
fonctionnelles chez la souris ont montré sans équivoque que l'invalidation des genes
impliqués dans la voie de I’AMPc conduisent a une anosmie totale (Brunet et al., 1996;
Belluscio et al.,, 1998, Wong et al.,, 2000). Ainsi, nous nous focaliserons désormais sur
I'indispensable voie de I’AMPc dont I'importance fonctionnelle est clairement avérée (Figure

3).

Les neurorécepteurs olfactifs expriment une protéine G spécifique a la voie olfactive,
la protéine Gaolf, qui est activée par la fixation d'une molécule odorante a son récepteur
(Jones and Reed, 1989; Belluscio et al., 1998). La protéine Gaolf activée convertit le GDP en
GTP. Le GTP active a son tour une adénylyl cyclase de type III, qui engendre la production
d’AMPc a partir d’ATP (Wong et al., 2000). L’augmentation subséquente du taux d’AMPc
intracellulaire entraine l'ouverture d’'un canal cationique aspécifique sensible aux
nucléotides cycliques, qui permet l'entrée de calcium et de sodium ainsi que la sortie de

potassium, et dépolarise ainsi le neurorécepteur olfactif (Brunet et al., 1996; Frings, 2001).
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Figure 3 : La voie principale de transduction chimio-électrique olfactive (D’aprés Zou 2009)

La fixation d’'une molécule odorante a son récepteur (R) active la protéine Gaolf, qui provoque la conversion de I’ATP
en AMPc par I'adénylyl cyclase de type Il (AC3). UAMPc permet 'ouverture d’un canal cationique sensible aux
nucléotides cycliques (CNG), I'entrée d’ions Na* et Ca2” et la sortie d’ions K*. La dépolarisation du neurorécepteur
olfactif ainsi générée est amplifiée par la sortie d’ions CI" rendue possible par I'ouverture d’un canal chlore activé par le
ca™.

Cette dépolarisation est par ailleurs amplifiée par un courant sortant de chlore activé par le
calcium (Kleene and Gesteland, 1991). La dépolarisation du neurorécepteur olfactif est
transmise passivement de la dendrite apicale jusqu’au segment initial de 1’axone, ou sont

émis des potentiels d’action en direction du bulbe olfactif (Firestein, 2001).

2) Les connexions épithélio-bulbaires

Bien qu’il existe plus de 1000 genes codants pour les récepteurs moléculaires aux
odeurs, il a été démontré que chaque neurorécepteur olfactif exprime un seul ou un tout petit
nombre de récepteurs moléculaires aux odeurs. En effet, dans un neurorécepteur olfactif
donné, I'expression d’un allele d'un récepteur moléculaire aux odeurs réprime 1'expression
des autres genes de la méme famille (Chess et al., 1994; Serizawa et al., 2000). Face a
I’étonnante diversité des récepteurs olfactifs, on peut se demander si leur répartition au sein
de l'épithélium se fait selon une regle précise ou de maniere aléatoire. Bénéficiant du

séquencage des genes codants pour les récepteurs moléculaires aux odeurs, ce sont des
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études d’hybridation in situ réalisées avec un panel de sondes d’hybridation spécifiques a
plusieurs récepteurs moléculaires qui ont permis de répondre a cette question. En effet, il
apparait que I'épithélium olfactif du rongeur est divisé en quatre zones topographiques
symétriques selon l’axe rostro-caudal de la cavité nasale. Les nombreux neurorécepteurs
olfactifs exprimant le méme récepteur moléculaire aux odeurs sont confinés dans 1'une de ces
quatre zones et répartis de maniére aléatoire au sein de cette méme zone (Ressler et al., 1993;
Vassar et al., 1993). La répartition spatiale de ces récepteurs est donc grossiere avec
seulement quatre domaines d’expression pour plus de 1000 récepteurs différents. Par le jeu
des connexions épithélio-bulbaires, cette répartition spatiale relativement distribuée au
niveau périphérique va devenir hautement organisée et stéréotypée au niveau du bulbe

olfactif.

Figure 4 : Les connexions épithélio-bulbaires
(D’apres Biju 2008)

(A) Photographie d’une vue sagittale du systeme
olfactif d’une souris transgénique exprimant la
protéine reportrice LacZ sous le controle du
promoteur du géne codant pour le récepteur
moléculaire aux odeurs P2. Les neurorécepteurs
olfactifs exprimant P2 (en bleu) sont disséminés sur
une large portion de I'épithélium olfactif et leurs
axones convergent sur un nombre limité de
glomérules dans le bulbe olfactif (délimité par des
pointillés).

(B) Photographie d’une vue dorsale du systéme
olfactif d’'une souris transgénique analogue,
exprimant la protéine reportrice LacZ sous le contrdle
du promoteur du gene codant pour le récepteur
moléculaire aux odeurs M72. Les neurorécepteurs
olfactifs exprimant M72 (en bleu) sont disséminés sur
une grande surface des deux cavités nasales et leurs
axones convergent sur une paire de glomérules
symétrique, un glomérule médian et un glomérule
dorsal, dans chaque bulbe olfactif (délimités par des
pointillés).

Orientation : A=antérieur, P=postérieur, D=dorsal,
V=ventral, L=gauche, R=droite.
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En effet, les quelques milliers de neurorécepteurs olfactifs exprimant un méme
récepteur moléculaire aux odeurs projettent sur un ou deux glomérules du bulbe olfactif
(Figure 4) (voir le détail de I’anatomie bulbaire ci-apres). Ces projections sont symétriques
entre les deux bulbes olfactifs et reproductibles entre individus d"une méme espece (Ressler
et al., 1993; Vassar et al., 1993; Mombaerts et al., 1996; Biju et al., 2008). Lorsque le géne d"un
récepteur moléculaire aux odeurs est génétiquement éteint, les axones des neurorécepteurs
olfactifs sensés exprimer ce gene errent a la surface du bulbe sans jamais converger au sein
d'un glomérule (Wang et al., 1998a). De plus l'altération ou la substitution du gene d'un
récepteur moléculaire aux odeurs donné par le gene d'un autre récepteur moléculaire aux
odeurs conduit a l'apparition de projections glomérulaires anormales (Mombaerts et al.,
1996; Wang et al., 1998a; Feinstein et al., 2004). Bien que d’autres facteurs soient impliqués, il
apparait donc que les récepteurs moléculaires aux odeurs jouent un role important dans le
guidage des axones des neurorécepteurs olfactifs jusqu’a leur cible glomérulaire au sein du

bulbe olfactif (Mombaerts et al., 1996, Wang et al., 1998a; Zou et al., 2009).

3) Le bulbe olfactif principal
3.1) Organisation anatomique et histologique

Le bulbe olfactif est une structure paire formant, chez le rongeur, l'extrémité la plus
rostrale du systéme nerveux central et constitue le premier relais central de l'information
olfactive (Figure 1). Le bulbe olfactif présente une structure laminaire concentrique au sein
de laquelle s’individualisent six couches de cellules et de fibres ou se font la réception, le

traitement et le relai des messages olfactifs (Figure 5).
De l'extérieur vers l'intérieur, on trouve (Figures 5 et 6) :

* La couche des nerfs, une couche d’épaisseur variable constituée des faisceaux d’axones non-
myélinisés des neurorécepteurs de I'épithélium olfactif (Shepherd, 1972; Whitman and Greer,

2009).
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Figure 5 : La structure laminaire du bulbe olfactif principal (D’aprés Zou 2009)

Photographie en microscopie a fluorescence d’une coupe frontale de bulbe olfactif de rat. Les noyaux ont été marqués
par un marqueur DAPI fluorescent. Le bulbe olfactif comporte six couches concentriques : la couche des nerfs, la plus
externe ; la couche glomérulaire ; la couche plexiforme externe ; la couche des cellules mitrales ; la couche plexiforme
interne ; et la couche granulaire, la plus profonde.

® La couche glomérulaire, constituée de structures sphériques d’environ 100pum de diametre :
les glomérules. Le bulbe olfactif contient environ 1800 glomérules chez la souris et, selon les
estimations, jusqu’a 4000 glomérules chez le rat (Royet et al., 1988; Royet et al., 1998). Les
glomérules sont les zones de contacts synaptiques entre les axones des neurorécepteurs de
I"épithélium olfactif, les dendrites des cellules relais du bulbe olfactif, ainsi que les dendrites
des cellules périglomérulaires (Pinching and Powell, 1971b). Il existe deux catégories de
cellules relais : les cellules mitrales et les cellules a panache. On distingue trois types de
cellules a panache en fonction de la position de leurs corps cellulaires : les cellules a panache
externes, médianes et profondes. Les cellules a panache externes sont situées au niveau de la
couche glomérulaire (Pinching and Powell, 1971a). Elles ont la particularité de ne pas étre
des neurones relais de I'information olfactive et semblent étre impliquées dans des réseaux
d’association intrabulbaires (Schoenfeld et al., 1985; Liu and Shipley, 1994; Belluscio et al.,

2002). Chaque glomérule regoit les dendrites d’environ 25 cellules mitrales et 50 cellules a
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panache (Shepherd, 1972; Royet et al., 1998). Deux types d’interneurones juxta-glomérulaires
cohabitent au sein de la couche glomérulaire : les cellules périglomérulaires et les cellules a
axone court superficielles (Pinching and Powell, 1971a). Les cellules périglomérulaires sont
des cellules de petit diametre (8-10um) dont l’arborisation dendritique se ramifie au sein
d'un glomérule et dont 'axone se termine dans ou autour des glomérules adjacents. Les
cellules a axone court superficielles, dont le diametre moyen avoisine 15um, disposent,
contrairement a ce qu’indique leur nom, d'un axone long et ramifié¢ qui peut s’étendre sur
plusieurs centaines de micrometres et contacter plusieurs glomérules distants (Pinching and

Powell, 1971b; Aungst et al., 2003; Hayar et al., 2004).

Couche des nerfs

Couche glomérulaire

Couche plexiforme externe

Couche des cellules mitrales 1" """
Couche plexiforme interne 1

Couche granulaire

Figure 6 : Histologie du bulbe olfactif principal (D’aprés coloration de Golgi selon Shepherd 1972)

La couche des nerfs est composée des axones des neurorécepteurs olfactifs (NO) en provenance de I'épithélium olfactif.
La couche glomérulaire est identifiable par la présence de structures sphériques : les glomérules (cercles en pointillés).
Elle comporte diverses catégories cellulaires : les cellules périglomérulaires (PG), les cellules a axone court superficielles
(CACs) et les cellules a panache externe (CPe). La couche plexiforme externe est composée de fibres et des corps
cellulaires des cellules a panache médianes (CPm) et profondes (CPp). La couche des cellules mitrales est principalement
constituée par I'alignement des corps cellulaires des cellules mitrales (CM). Les axones des cellules relais (les cellules
mitrales et les cellules a panache) sortent du bulbe olfactif en formant le tractus olfactif latéral (TOL). La couche
granulaire contient les corps cellulaires des cellules granulaires (CG) et des cellules a axone court profondes (CACp). Les
fibres centrifuges (FC) en provenance d’autres régions cérébrales innervent la plupart des couches du bulbe olfactif.
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Ce sont les corps cellulaires des interneurones juxta-glomérulaires ainsi que de fines lamelles
gliales qui délimitent la structure sphérique du neuropile glomérulaire (Pinching and

Powell, 1971b, a; Shepherd, 1972).

* La couche plexiforme externe est composée essentiellement de fibres et de contacts
synaptiques. Elle est traversée radialement par les dendrites apicales (ou primaires) des
cellules mitrales et des cellules a panache qui contactent les glomérules, et horizontalement
par leurs dendrites latérales (ou secondaires) (Price and Powell, 1970a; Mori et al., 1983). La
couche plexiforme externe comporte également les dendrites apicales des cellules granulaires
ainsi que les terminaisons axonales de fibres centrifuges (Pinching and Powell, 1971b). C’est
dans cette couche que l'on trouve le corps cellulaire des cellules a panache profondes et

médianes (Shepherd, 1972; Mori et al., 1983; Whitman and Greer, 2009).

® La couche des cellules mitrales est composée des corps cellulaires des cellules mitrales
disposés en une fine et unique ranggée. Cette couche comporte également les corps cellulaires
de cellules granulaires superficielles. Le nom des cellules mitrales fait référence a la
ressemblance existant entre la forme de leur soma et une mitre, la coiffure liturgique des
évéques et des abbés. Chez le rat, on compte entre 50 et 70000 cellules mitrales dont le
diametre moyen est compris entre 10 et 30um (Price and Powell, 1970b; Shepherd, 1972;
Royet et al., 1998; Whitman and Greer, 2009).

* La couche plexiforme interne est une fine couche dépourvue de corps cellulaires et composée
de fibres. Elle est traversée par les axones et les collatérales d’axones des cellules relais, par
les axones et les ramifications axonales de fibres centrifuges, ainsi que par les dendrites des

cellules granulaires (Shepherd, 1972).

* La couche granulaire est la couche la plus profonde du bulbe olfactif, composée de grappes
de corps cellulaires d'une autre catégorie d’interneurones: les cellules granulaires, qui
représentent, de loin, les neurones les plus nombreux du bulbe olfactif. Les cellules
granulaires ont un petit soma dont le diametre est compris entre 6 et 10um. Elles émettent
deux types d’arborisations dendritiques : une large arborisation dendritique superficielle qui
s’étend jusque dans la couche plexiforme externe, ainsi que des dendrites profondes plus

fines qui s’étendent dans la couche granulaire (Price and Powell, 1970c). Les dendrites des
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cellules granulaires sont pourvues de gemmules, de varicosités et d’épines sur lesquelles
s’effectuent de nombreux contacts synaptiques avec les dendrites des neurones relais et les
terminaisons axonales de fibres centrifuges en provenance d’autres régions cérébrales (Price
and Powell, 1970a, b). C’est dans la couche granulaire que 1'on trouve également les cellules
a axone court profondes, dont le diametre moyen du soma approche 15um et dont I’axone se
ramifie soit au sein de la couche granulaire, soit jusque dans la couche plexiforme externe
(Price and Powell, 1970a). La couche granulaire est traversée par les axones des cellules relais
qui se regroupent au cceur du bulbe olfactif pour former le tractus olfactif latéral, principale

voie de sortie de cette structure (Shepherd, 1972; Whitman and Greer, 2009).

Contrairement aux neurones relais (les cellules mitrales et les cellules a panache), les
interneurones périglomérulaires et granulaires ainsi que les cellules a axone court
superficielles sont renouvelés tout au long de la vie de I'individu (Mizrahi and Katz, 2003;
Lledo et al., 2006; Yang, 2008). Les astrocytes de la zone sous ventriculaire, qui borde les
ventricules latéraux, se comportent comme des cellules souches neurales et sont capables de
générer des précurseurs de neuroblastes (Doetsch et al., 1999). Les neuroblastes ainsi
produits empruntent le flux rostral migratoire, une voie de migration tangentielle en
direction du bulbe olfactif. Lorsque les neuroblastes arrivent au cceur du bulbe olfactif, ils
migrent alors de maniere radiale jusqu'a leur destination finale, au sein des couches

glomérulaires ou granulaires (Lledo et al., 2006; Whitman and Greer, 2009).
3.2) Synaptologie

L’information olfactive issue de la périphérie est modulée principalement a deux
niveaux du bulbe olfactif. D’une part, a 'entrée, par les nombreuses interactions entre les
différents types cellulaires qui ont lieu au niveau du glomérule. D’autre part, au niveau de la
couche plexiforme externe, par les interactions entre les dendrites des cellules relais et les

dendrites des interneurones granulaires.

Chaque glomérule recoit plusieurs milliers d’axones de neurorécepteurs olfactifs, formant
des synapses asymétriques excitatrices glutamatergiques sur les dendrites des cellules
mitrales, les dendrites des cellules a panache (externes, médianes et profondes) ainsi que sur

les dendrites de certaines (20%) cellules périglomérulaires (Pinching and Powell, 1971a;
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Didier et al., 1994; Ennis et al., 1996; Giustetto et al., 1997; Hayar et al., 2004; Wachowiak and
Shipley, 2006). Les contacts axo-dendritiques qui s’établissent au sein des glomérules ont été
largement décrits en microscopie électronique a transmision par Pinching et Powell dans les
années 70 (Pinching and Powell, 1971b). Alors qu’il est tres facile de reconnaitre, sur un
cliché de microscopie €lectronique, les terminaisons axonales des neurorécepteurs olfactifs,
tres denses aux électrons et tres riches en vésicules synaptiques, la nature des dendrites
impliquées dans ces contacts axo-dendritiques est beaucoup plus difficile a déterminer. C'est
donc la combinaison d’études ultrastructurales et d’études électrophysiologiques qui
permettent de révéler la nature des contacts axo-dendritiques qui s’établissent dans le

neuropile glomérulaire et dont la multiplicité est encore I’objet de nombreuses études.

Les cellules mitrales et les cellules a panache recoivent des contacts monosynaptiques

des axones des neurorécepteurs olfactif (Figure 7) (Wachowiak and Shipley, 2006).

Axones des neurorécepteurs olfactifs

CPe

== Synapse excitatrice
=3 Synapse inhibitrice

Figure 7 : Les interactions synaptiques glomérulaires.

Les glomérules (cercles en pointillés) sont constitués par les axones des neurorécepteurs olfactifs, les dendrites des
cellules périglomérulaires (PG), des cellules a axone court superficielles (CACs), des cellules a panache externe (CPe),
des cellules a panache médianes et profondes (CP) et des cellules mitrales (CM). Les synapses excitatrices
glutamatergiques sont figurées par des fleches vertes et les synapses inhibitrices gabaergiques et dopaminergiques
sont figurées par des fleches rouges.
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Les dendrites des cellules mitrales et des cellules a panache forment des synapses
asymétriques excitatrices glutamatergiques avec les dendrites des cellules périglomérulaires
(Pinching and Powell, 1971a; Giustetto et al.,, 1997; Wachowiak and Shipley, 2006). Les
cellules périglomérulaires forment en retour des synapses symétriques inhibitrices
gabaergiques, souvent réciproques, sur les dendrites des cellules mitrales et des cellules a
panache (Pinching and Powell, 1971a; Mugnaini et al., 1984; Wachowiak and Shipley, 2006).
Les cellules périglomérulaires forment également des synapses GABAergiques et
dopaminergiques inhibitrices sur les terminaisons axonales des neurorécepteurs olfactifs
(Nickell et al., 1994; Bonino et al., 1999; Koster et al., 1999; Aroniadou-Anderjaska et al., 2000;
Ennis et al.,, 2001; Wachowiak and Shipley, 2006). Les interneurones périglomérulaires sont
donc capables de limiter la quantité d’information olfactive entrant dans le glomérule mais
également de modérer la réponse des neurones relais a cette information. La majorité (80%)
des cellules périglomérulaires et la totalité des cellules a axone court ne recoivent pas de
contacts direct mais des afférences di- ou polysynaptiques des neurorécepteurs olfactifs. Les
cellules a panache externe recoivent des afférences monosynaptiques des neurorécepteurs
olfactifs et contactent par des synapses glutamatergiques excitatrices les cellules
périglomérulaires et les cellules a axone court. Les cellules a panache externe sont donc les
seules cellules de la couche glomérulaire capables d’exciter les cellules a axone court
superficielles (Hayar et al., 2004). A leur tour, les cellules a axone court superficielles ont une
action excitatrice glutamatergique sur les cellules périglomérulaires d'un ou de plusieurs
glomérules voisins et distants (Aungst et al., 2003; Hayar et al., 2004, Wachowiak and
Shipley, 2006). Ainsi, en favorisant l’activité inhibitrice des cellules périglomérulaires dans
les glomérules voisins, les cellules a panache externe et les cellules a axone court sont
impliquées dans des phénomenes d’inhibition latérale et restreignent 1'étendue spatiale de
I'activation glomérulaire en réponse aux odeurs (Aungst et al., 2003; Wachowiak and

Shipley, 2006).

Dans la couche plexiforme externe, les dendrites latérales des cellules mitrales et des cellules
a panache, s’étendent horizontalement sur plusieurs centaines de micrometres et établissent
de nombreux contacts synaptiques dendro-dendritiques réciproques avec les dendrites des
interneurones granulaires (Price and Powell, 1970a, b, c; Jahr and Nicoll, 1980; Mori et al.,

1983; Sassoe-Pognetto and Ottersen, 2000). Ces contacts synaptiques sont constitués d'une
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synapse asymétrique mitrale/granule directement adjacente a une synapse symétrique
granule/mitrale (Price and Powell, 1970b, c). Ainsi, les dendrites latérales des cellules
mitrales activées liberent du glutamate sur les dendrites des cellules granulaires (Trombley
and Shepherd, 1992; Isaacson and Strowbridge, 1998; Sassoe-Pognetto and Ottersen, 2000).
Les cellules granulaires ainsi activées vont en retour libérer du GABA et inhiber les dendrites
latérales des cellules mitrales (Jahr and Nicoll, 1982; Sassoe-Pognetto and Ottersen, 2000). Par
ailleurs, compte tenu de leur supériorité numérique, une cellule granulaire excitée peut
contacter et inhiber de nombreuses cellules mitrales adjacentes a la cellule mitrale
responsable de son excitation. Ce phénomene d’inhibition latérale va permettre de
restreindre I'étendue spatiale de l'activation des cellules mitrales en réponse aux odeurs

(Yokoi et al., 1995).

Les différents types cellulaires du bulbe olfactif semblent s’organiser en colonnes
fonctionnelles. En effet, chaque glomérule recoit les terminaisons axonales de
neurorécepteurs olfactifs portants le méme récepteur moléculaire aux odeurs ; et les cellules
mitrales connectées a un méme glomérule ainsi que les interneurones qui en modulent
'activité sont regroupés spatialement (Buonviso and Chaput, 1990; Willhite et al., 2006).
Ainsi, les phénomenes d’inhibition latérale engendrés au niveau de la couche glomérulaire
par les cellules a panache externe, les cellules a axone court et les cellules périglomérulaires
ainsi qu’au niveau de la couche plexiforme externe par l'interaction entre les cellules mitrales
et les cellules granulaires vont permettre d’affiner et d’augmenter le contraste de la réponse
évoquée par les odeurs au sein de chaque colonne fonctionnelle, qui est ensuite transmise

aux étages cérébraux supérieurs (Mori et al., 1999; Wachowiak and Shipley, 2006).
3.3) Projections centripetes du bulbe olfactif principal

En sortie du bulbe olfactif, les projections glutamatergiques excitatrices des cellules

relais suivent deux voies principales : une voie latérale et une voie médiane (Figure 8).

* Par la voie latérale, les axones my¢élinisés des cellules mitrales et des cellules a panaches
forment le tractus olfactif latéral et se projettent directement sur plusieurs structures

cérébrales : sur le tubercule olfactif, le cortex piriforme, mais également le cortex entorhinal,
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Figure 8 : Les projections centripétes ipsilatérales du bulbe olfactif principal.

Les axones des cellules relais du bulbe olfactif principal, les cellules mitrales et les cellules a panache, empruntent
deux voies principales: par une voie latérale (en rouge), elles se projettent sur le tubercule olfactif, le cortex
piriforme, le cortex entorhinal, le cortex péri-amygdalien et I'amygdale. Par une voie médiane (en vert), elles se
projettent sur le noyau olfactif antérieur. Les projections vers le cortex entorhinal et I’hippocampe, le cortex péri-
amygdalien et I'amygdale constituent la voie limbique. Les projections secondaires vers le thalamus et le néocortex
consituent la voie thalamique et les projections secondaires vers I’hypothalamus forment la voie hypothalamique.

1972; Haberly and Price, 1977; Scott et al., 1980; Scott, 1981; Buonviso et al., 1991b; Astic et al.,
1993; Zou et al., 2001; Ennis et al., 2007). La topographie fonctionnelle qui existe au sein du
bulbe olfactif, a travers une organisation en colonnes, est conservée jusqu’au cortex olfactif.
En effet, les cellules mitrales voisines et connectées au méme glomérule, c'est-a-dire les
cellules mitrales qui recoivent de I'information des neurorécepteurs olfactifs portant le méme

récepteur moléculaire aux odeurs, conservent des zones de projections groupées au niveau
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du cortex piriforme (Buonviso et al., 1991a; Buonviso et al., 1991b; Zou et al., 2001). En sortie
du cortex piriforme, les axones des neurones efférents de ce cortex, les cellules pyramidales,
se projettent bilatéralement vers le cortex entorhinal, 1'amygdale, le thalamus et
I'hypothalamus (Barone et al., 1981; Price et al., 1991; Astic et al., 1993). Le cortex entorhinal
est la principale source d’entrée d’information dans I'hippocampe (Steward, 1976; Wyss,
1981). Les projections vers I'amygdale, le cortex entorhinal puis I'’hippocampe constituent la
composante limbique des projections du systeme olfactif, associée a la confrontation de
I'environnement olfactif a l'expérience cognitive mnésique et émotionnelle passée. La
composante thalamique des projections du systeme olfactif est constituée par les projections
du cortex piriforme qui atteignent le thalamus et se projettent ensuite vers le néocortex
frontal (Giachetti and MacLeod, 1977; Price and Slotnick, 1983; Price et al., 1991). Cette voie
thalamo-corticale est associée a une analyse fine et aux diverses capacités de traitement de
I'information olfactive. Ainsi, a la différence des autres voies sensorielles, le systeme olfactif
possede la caractéristique unique de se projeter sur un cortex primaire avant de se projeter

vers le thalamus.

¢ Par la voie médiane, les collatérales d’axones des cellules mitrales et des cellules a panache
se projettent principalement sur le noyau olfactif antérieur (Heimer, 1968; Price and Powell,
1971; Shepherd, 1972; Haberly and Price, 1977; Scott et al., 1985; Buonviso et al., 1991b; Astic
et al., 1993; Zou et al., 2001; Ennis et al., 2007). Le noyau olfactif antérieur constitue
notamment une voie d’association interbulbaire, en se projetant au niveau du bulbe
controlatéral par la commissure antérieure et le noyau olfactif antérieur controlatéral
(Heimer, 1968; Price and Powell, 1971; Astic et al., 1993). Le noyau olfactif antérieur se
projette également au niveau du cortex piriforme, du tubercule olfactif et de I'hypothalamus
(Newman and Winans, 1980; Barone et al., 1981; Price et al., 1991; Astic et al., 1993). Les
projections du noyau olfactif antérieur vers 1’hypothalamus, additionnées a celle du
tubercule olfactif et du cortex piriforme, forment la composante hypothalamique des
projections du systeme olfactif (Ennis et al., 2007). Il est intéressant de noter ici la relation
privilégiée que le systeme olfactif entretient avec I’hypothalamus. En effet, seulement deux
synapses séparent l'entrée olfactive de cette région diencéphalique (Astic et al., 1993). La

composante hypothalamique est associée a la confrontation de l’environnement olfactif a
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I’état interne, et en particulier, comme nous le verrons plus en détail par la suite, avec I'état

alimentaire et métabolique de 1’organisme.
3.4) Projections centrifuges

Les projections centrifuges du bulbe olfactif sont de trois natures: i) Les
rétroprojections des structures centrales olfactives sur lesquelles se projette le bulbe olfactif ;
ii) Les projections des systemes neuromodulateurs constituées d’afférences cholinergiques,

noradrénergiques et sérotoninergiques ; iii) Les projections de I'hypothalamus (Figure 9).

D’une maniere générale, toutes les structures cérébrales sur lesquelles se projette le bulbe
olfactif, I'innervent en retour. Ainsi le bulbe olfactif regoit des projections centrifuges
massives du cortex piriforme et du noyau olfactif antérieur ; modérées du cortex entorhinal,
de I'hippocampe, du cortex périamygdalien, de I'amygdale, ainsi que de plusieurs noyaux
hypothalamiques (De Olmos et al., 1978; Shipley and Adamek, 1984; Ennis et al., 2007). En
particulier, le bulbe olfactif est la cible directe de fibres orexinergiques issues de
I’hypothalamus latéral (Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999). Compte tenu de I'importance
de l'orexine dans la régulation de la prise alimentaire et de l'interaction particuliere du
systéeme orexinergique avec le bulbe olfactif, nous reviendrons sur ce point dans les autres

parties de l'introduction.

Le bulbe olfactif est la cible de projections noradrénergiques issues du locus coeruleus
(Broadwell and Jacobowitz, 1976; De Olmos et al., 1978; Shipley and Adamek, 1984; Ennis et
al., 2007). Il a été estimé qu’environ 40% des fibres noradrénergiques issues du locus
coeruleus se projette au niveau du bulbe olfactif (Shipley et al., 1985). Environ un quart de
ces fibres noradrénergiques contiennent également du neuropeptide Y (Bouna et al., 1994),
un peptide largement impliqué dans la régulation de la prise alimentaire et dont la fonction
sera décrite dans la deuxiéme partie de I'introduction. Les fibres noradrénergiques innervent
massivement les couches granulaire et plexiforme interne ; et plus modérément les couches
des cellules mitrales et plexiforme externe (McLean et al., 1989). Le bulbe olfactif regoit
également de nombreuses fibres sérotoninergiques en provenance des noyaux du raphé
médian et dorsal (Broadwell and Jacobowitz, 1976, De Olmos et al., 1978; Shipley and
Adamek, 1984; Astic et al., 1993; Ennis et al., 2007).
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Figure 9 : Les projections centrifuges sur le bulbe olfactif principal (D’apres Ennis 2007)

A) Représentation schématique des projections centrifuges vers le bulbe olfactif. Les rétroprojections des structures
centrales olfactives sur lesquelles se projette le bulbe olfactif sont figurées en gris ; les afférences noradrénergiques
issues du locus coeruleus sont figurées en orange ; les afférences sérotoninergiques issues du noyau du raphé sont
figurées en bleu ; les afférences cholinergiques issues du noyau de la bande diagonale de Broca sont figurées en vert ;
les projections hypothalamiques sont figurées en violet. B) Photos en microscopie a fluorescence de la répartition des
fibres neuromodulatrices noradrénergiques, serotoninergiques et cholinergiques révélées respectivement par une
immunohistochimie pour la dopamine-B-hydroxylase (DBH), la sérotonine (5-HT) et la choline acetyltransferase (ChAT)
au niveau des couches glomérulaire (GL), plexiforme externe (EPL), mitrale (MCL), plexiforme interne (IPL) et granulaire
(GCL) du bulbe olfactif principal.
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Les fibres sérotoninergiques atteignent massivement la couche glomérulaire; et plus
modérément les couches des cellules mitrales, plexiforme interne et granulaire (Broadwell
and Jacobowitz, 1976; Ennis et al., 2007). Enfin, le bulbe olfactif est la cible de projections
cholinergiques en provenance du noyau de la bande diagonale de Broca, un noyau du
complexe du télencéphale basal (Broadwell and Jacobowitz, 1976; De Olmos et al., 1978;
Shipley and Adamek, 1984; Astic et al., 1993; Ennis et al., 2007). A I'exception de la couche
des nerfs, les fibres cholinergiques atteignent la plupart des couches du bulbe olfactif, mais
plus massivement les couches glomérulaires et plexiformes (Carson and Burd, 1980). D'un
point de vue fonctionnel, ces trois systemes neuromodulateurs semblent étre largement
impliqués dans les phénomenes d’apprentissage et de mise en mémoire des informations

olfactives (Moriizumi et al., 1994; Ravel et al., 2003; Ennis et al., 2007; Veyrac et al., 2007).
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B/ Aparté méthodologique : Les tests comportementaux pour I'étude de

I’olfaction.

Les rongeurs sont des animaux macrosmates qui possedent, en conséquence, un
systeme olfactif particulierement développé par rapport a la taille de leur cerveau. Chez ces
animaux, l'odorat est une modalité sensorielle majeure qui intervient dans de nombreux
comportements naturels tels que la recherche de nourriture, I'anticipation des dangers ou
encore la communication entre individus. En laboratoire, les rats et les souris conservent un
systeme olfactif particulierement performant qui leur permet de réaliser des taches
cognitives complexes sur la base d’indices olfactifs (Slotnick, 2001). Ainsi, les rongeurs
représentent un modele de choix pour I'étude de I'olfaction. Comme de nombreux résultats
qui seront exposés dans cette these reposent sur I'étude de la modalité olfactive au niveau
comportemental, il convient a présent d’exposer la diversité des tests comportementaux
classiquement décrits, afin de mettre en avant les éléments qui nous ont poussés a
développer un paradigme comportemental original pour tester de maniere fine et sélective la
capacité de détection olfactive des rongeurs. La plupart des tests comportementaux utilisés a
I'heure actuelle pour I'étude de la fonction olfactive permettent de tester les performances de
discrimination et de détection olfactives. La discrimination olfactive représente la capacité a
analyser I'aspect qualitatif des odeurs. En d’autres termes, c’est ce qui permet a un animal de
différencier deux odeurs (par exemple, une odeur de banane et une odeur de menthe). En
revanche, la détection olfactive est la capacité qu’a I’animal a analyser 1’aspect quantitatif des

odeurs, lui permettant de percevoir qu'une odeur est plus ou moins concentrée.

1) La tache d’habituation / déshabituation

Ce test comportemental est classiquement utilis€ pour déterminer la capacité de
discrimination des rongeurs, en analysant les temps d’exploration pour une odeur B apres
habituation a une odeur A. Les animaux sont testés dans une cage expérimentale comportant

en son centre un trou odorisé (Figure 10 A).
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Figure 10 : La tiche d’habituation / déshabituation

(A) Représentation schématique de I'aréne expérimentale. (B) Discrimination olfactive. Exemple de résultats obtenus
pour la tache d’habituation / déshabituation utilisée pour tester la capacité de discrimination olfactive des rongeurs.
Lorsque les odeurs A et B sont perceptivement proches (B~A) et qu’elles ne sont pas discriminées (a gauche), le temps
d’exploration de I'odeur B est faible. Lorsque les odeurs A et B sont perceptivement éloignées (BzA) et qu’elles sont
discriminées (a droite), le temps d’exploration de I'odeur B est élevé. (C) Détection olfactive. Exemple de résultats
pouvant étre obtenus pour la tache d’habituation / déshabituation utilisée pour tester la capacité de détection olfactive
des rongeurs. L'odeur A est présentée successivement a des concentrations croissantes (A1, A2 et A3) qui ne sont pas
détectées et Aseuil représente la concentration d’odeur A détectée. Les résultats sont exprimés en temps d’exploration
(en secondes) mesuré lors de chaque présentation d’odeur.
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L’animal est placé dans la cage et le temps d’exploration de 1’'odeur, correspondant au
temps de flairage actif a moins de 1ecm du trou odorisé, est mesuré. Lorsque 'odeur A est
présentée pour la premiere fois, le temps d’exploration de cette odeur est tres élevé (Figure
10 B). Puis, au fur et a mesure des présentations lors de plusieurs essais successifs, le temps
d’exploration de l'odeur A diminue pour atteindre un niveau basal : c’est le processus
d’habituation olfactive. Au cours de l'essai suivant, on propose a l'animal une odeur B
(Figure 10 B). Si le temps de l'exploration de lI'odeur B est tres bas et égal au temps
d’exploration de 'odeur A en fin d’habituation, alors I’animal ne discrimine pas les deux
odeurs. Si au contraire, le temps de I'exploration de I'odeur B est tres élevé et retourne au
niveau du temps d’exploration de I'odeur A lors de sa premiere présentation, il y a alors
déshabituation indiquant que l’animal discrimine les deux odeurs (Linster et al., 2001;
Mandairon et al., 2009). Ce test est particulierement intéressant pour étudier la capacité de
discrimination d"un rongeur pour des paires d’odeurs structuralement tres proches, comme
c’est le cas pour les énantiomeres de la carvone et du limonene. Il apparait qu'un rat n’est
pas capable de faire la différence entre deux énantiomeres induisant des cartes d’activation
glomérulaires similaires (Limonene (+) et Limonene (-)) alors qu’il discrimine deux
énantiomeres induisant des cartes d’activation glomérulaires distinctes (Carvone (+) et
Carvone (-) ; (Linster et al., 2001). Ce test d"habituation/déshabituation olfactive est réalisable

chez le rat (Linster et al., 2001) et la souris (Mandairon et al., 2009).

En outre, la tache d’habituation / déshabituation peut étre adaptée pour mesurer la
capacité de détection olfactive des rongeurs. Pour cela, 'animal est placé dans la méme arene
expérimentale (Figure 10 A). Lors des deux premiers essais, ce trou ne comporte pas d’odeur
et le temps d’exploration du trou est mesuré. Lors des essais suivants, le trou va étre
progressivement odorisé par des concentrations croissantes d’odorant (Al, A2, A3...). Tant
que la concentration d’odeur est faible et en dessous du seuil de détection de I’animal, le
temps d’exploration du trou odorisé reste identique au temps d’exploration du trou lorsqu’il
était non-odorisé (Figure 10 C). Lorsque la concentration d’odeur atteint le seuil de détection
olfactive de ’animal (Aseuil), 'animal va percevoir I'odeur et le temps d’exploration du trou

odorisé va brusquement augmenter (Mandairon et al., 2009).
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2) La tache d’apprentissage olfactif par renforcement différentiel

Ce paradigme est basé sur un apprentissage associatif et permet d’étudier 1’évolution
de la capacité de discrimination des rongeurs au cours du temps. Les animaux sont
confrontés a des paires d’odeur dont une odeur (S+) est systématiquement associée a une
récompense et l'autre odeur (S-) n'est jamais associée a une récompense. La cage
expérimentale contient deux trous (Figure 11 Al): un trou comportant un coton imbibé
d’odeur S+ et une une récompense alimentaire palatable (un gateau sucré) enfouie dans de la
litiere ; un autre trou contenant un coton imbibé d’odeur S-, sans récompense et simplement
rempli de litiere. A chaque essai, I'animal est placé dans la cage expérimentale et I’on note le
trou dans lequel il décide de creuser en premier. Si le premier trou exploré est le trou
contenant la récompense et I'odeur S+, alors c’est une réponse correcte. S’il s’agit du trou
sans récompense et contenant 1'odeur S-, alors c’est un échec. Ainsi, par essais et erreurs,
I’animal va apprendre a associer I’'odeur S+ a la récompense, jusqu’a obtenir plus de 90% de
bonnes réponses (Linster and Hasselmo, 1999; Mandairon et al., 2009). En fonction de la
similarité des odeurs S+ et S-, 'augmentation des performances au cours des essais est plus
ou moins rapide (Figure 11 B). Pour des odeurs tres différentes, les animaux atteignent des
scores de 90% de réponses correctes en quelques essais. En revanche, pour des odeurs
perceptivement similaires, cet apprentissage nécessite de plus nombreux essais. Avec la
tache d’habituation/déshabituation, nous avons vu que les énantiomeres de la carvone sont
spontanément discriminés alors que les énantiomeres du limonene ne le sont pas (Linster et
al., 2001). L’apport d'un renforcement différentiel, associé a 1'un des énantiomeres du
limonéne, va permettre aux rats d’apprendre a discriminer le limonene (+) du limonene (-)
(Linster et al., 2002). Cet apprentissage sera beaucoup plus court pour les odeurs dont les
énantiomeres sont spontanément discriminés (carvone (+) et carvone (-)) que pour des
énantiomeres qui ne sont pas spontanément discriminés (limoneéne (+) et limoneéne (-))
(Linster et al., 2002). Ce test permet donc d’étudier et de comparer un phénomene
dynamique d’apprentissage olfactif associatif chez le rat, pour différentes paires d’odeurs

(Linster and Hasselmo, 1999; Linster et al., 2002) et la souris (Mandairon et al., 2009).
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Figure 11 : La tiche d’apprentissage olfactif par renforcement différentiel et le test de go/no-go.

(A1) Représentation schématique de I'aréne expérimentale. (A2) Représentation schématique de I’aréne expérimentale
utilisée pour le test de go/no-go. (B) Exemple de résultats obtenus pour la tdche d’apprentissage olfactif par
renforcement différentiel et le test de go/no-go utilisés pour tester la capacité de discrimination olfactive des rongeurs,
lorsque les odeurs S+ et S- sont perceptivement éloignées (S+ # S-) et qu’elles sont discriminées ; et lorsque les odeurs
S+ et S- sont perceptivement proches (S+ ~ S-) et qu’elles ne sont pas discriminées. (C) Exemple de résultats obtenus
pour la tache d’apprentissage olfactif par renforcement différentiel et le test de go/no-go utilisés pour tester la capacité
de détection olfactive des rongeurs. L'odeur S+ est présentée successivement a des concentrations décroissantes (S+’1,
s+72.) qui sont détectées par I'animal et S+" représente une concentration d’odeur S+ qui n’est pas détectée par
I"animal. Les résultats sont exprimés en taux de réponses correctes mesuré au fur et a mesure des essais successifs.
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La tache d’apprentissage olfactif par renforcement différentiel peut étre adaptée a
I'étude de la capacité de détection olfactive des rongeurs. Pour ce faire, 'animal est placé
dans la méme arene expérimentale comportant un trou avec une récompense alimentaire
palatable enfouie dans de la litiere et un coton imbibé d’odeur S+; et un autre trou ne
contenant ni odeur ni récompense mais simplement de la litiere (S-, Figure 11 Al). Par essais
et erreurs, 'animal doit apprendre a creuser en premier le trou associé a I'odeur S+ et a la
présence de la récompense, jusqu’a obtenir pres de 100% de réponses correctes. Lorsque ce
niveau de performance est atteint, alors la concentration de I'odeur S+ est graduellement
diminuée au cours des essais successifs (Figure 11 C). Si pour une concentration plus faible
(5+1), le taux de réponses correctes est compris entre 80% et 100% de réponses correctes en
quelques essais, alors les animaux sont encore capables de détecter l'odeur et une
concentration encore plus faible (S+2) leurs est proposée pour le bloc d’essais suivants.
Lorsque, pour une concentration S+, le taux de réponse correctes stagne autour du niveau
de chance (50%) apres un certain nombre d’essais, alors I'odeur S+ n’est plus détectée et la
concentration S+ se trouve en dessous du seuil de détection olfactive des animaux (Fadool

et al., 2004; Marks et al., 2009).

3) Le test de go/no-go

Le test de go/no-go repose sur un conditionnement opérant et permet d’étudier
I’évolution de la capacité de discrimination des rongeurs au cours d"un apprentissage olfactif
associatif. Dans le test de go/no-go, les animaux sont confrontés a des paires d’odeur dont
une odeur (S+) est systématiquement associée a une récompense (une boisson sucrée : une
solution de sucrose) et une odeur (S-) systématiquement associée a une punition (une
boisson amere: une solution de quinine) (Martin et al., 2004). La cage expérimentale
comporte un port a odeur par lequel circule un flux d’air pur permanent qui est
séquentiellement remplacé par un flux d’air odorisé soit avec I'odeur S+, soit avec I'odeur S-
(Figure 11 A2). Lorsque le rat explore le port a odeur, une odeur est délivrée par un
olfactometre qui contrdole de maniere précise la durée de la stimulation. La cage
expérimentale est également équipée d’un biberon par lequel sont délivrées les boissons

sucrée et amere. Au cours de son apprentissage, 'animal doit apprendre a échantillonner le
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trou odorisé puis a adapter sa réponse comportementale en fonction de 1'odeur sentie. S'il
s’agit de 'odeur S+, alors 1’animal doit rejoindre le biberon pour boire sa récompense sucrée,
c’est la réponse « go ». En revanche, s’il s’agit de 'odeur S-, alors la boisson amere punitive
est délivrée et 'animal ne doit pas rejoindre le biberon, c’est la réponse « no-go ». Pour les
rats naifs, le taux de réponses correctes est tres faible. Si les stimulations S+ et S- sont tres
différentes, au fur et a mesure de l'apprentissage, le taux de réponses correctes évolue
rapidement pour atteindre 90% (Figure 11 B). A l'inverse, plus les odeurs S+ et S- sont

similaires, plus cet apprentissage est long.

Le test de go/no-go existe sous plusieurs déclinaisons. La stimulation S- peut étre
associée a une punition (Martin et al., 2004), ou simplement a une absence de récompense
(Lu and Slotnick, 1998; Bodyak and Slotnick, 1999; Ravel et al., 2003; Abraham et al., 2004).
La récompense peut étre sous forme de boisson pour des animaux soumis a une restriction
hydrique (Lu and Slotnick, 1998; Bodyak and Slotnick, 1999; Abraham et al., 2004; Martin et
al., 2004) ou sous forme de nourriture pour des animaux soumis a une restriction alimentaire
(Ravel et al., 2003). De plus, la récompense peut étre délivrée a divers endroits de la cage
expérimentale par rapport au port a odeur : soit sur la face opposée (Ravel et al., 2003; Martin
et al., 2004), soit juste a coté (Lu and Slotnick, 1998; Bodyak and Slotnick, 1999), soit dans le
méme trou (test de « stay/no-stay » (Abraham et al., 2004)), soit de part et d’autre par deux
biberons distincts (Uchida and Mainen, 2003). Enfin le test de go/no-go peut étre utilisé pour
tester la capacité de discrimination des rats (Lu and Slotnick, 1998; Ravel et al., 2003; Martin
et al.,, 2004) et des souris (Bodyak and Slotnick, 1999; Abraham et al., 2004).

Le test de go/no-go peut également étre utilisé pour tester la capacité de détection
olfactive des rats (Lu and Slotnick, 1998) et des souris (Bodyak and Slotnick, 1999) (Figure 11
A2). Dans ce paradigme, les animaux doivent apprendre a générer la réponse «go»
lorsqu’ils échantillonnent 1'odeur (S+) délivrée par un olfactometre et associée a une
récompense hydrique ; et a générer la réponse « no-go » lorsqu’ils échantillonnent de I'air
pur non-odorisé (S-), qui n’est pas associé a une récompense. Lorsque les animaux ont acquis
cet apprentissage et que leur taux de réponses correctes dépasse les 90%, alors la
concentration de I'odeur S+ est graduellement réduite au cours des sessions expérimentales

(Figure 11 C). Si pour une concentration plus faible (S+7) le critere de réussite de 90% est
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atteint, cela indique que les animaux sont toujours capables de détecter cette odeur et une
concentration encore plus faible (5+2) est proposée lors de la session suivante. Lorsque, pour
une concentration S+7, le taux de réponse correcte reste stable autour de 50% (le niveau de
chance) pour un grand nombre d’essais, cela indique que cette concentration d’odeur se
trouve en dessous du seuil de détection olfactive des animaux (Lu and Slotnick, 1998§;

Bodyak and Slotnick, 1999).

4) Bilan sur les tests olfactifs
4.1) Test psychophysiques et tests éthologiques

L’ensemble des études comportementales peut étre divisé en deux types : les études
psychophysiques et les études éthologiques. Les études psychophysiques ont pour but de
controler et de quantifier précisément tous les parametres sensoriels, ainsi que les
performances de I'animal par divers conditionnements (Exemple : le test de go/no-go). Les
études éthologiques s’intéressent plus au comportement naturel de I’animal, au détriment du
controle des parametres expérimentaux (Exemple: La tache d’apprentissage olfactif par
renforcement différentiel). En effet, bien qu’il soit possible de mesurer précisément la durée
de la stimulation ainsi que la concentration d’odeur délivrée par un olfactometre utilisé pour
les tests psychophysiques automatisés, il est beaucoup plus difficile d’évaluer la quantité de

molécules odorantes qui s’échappe d"un pot rempli de litiere flairé par un animal.
4.2) Tests spontanés et tests renforcés

Dans la quasi-totalité des études comportementales, c’est le renforcement
(récompense ou punition) qui motive le comportement au cours de l'apprentissage. Il faut
absolument prendre en compte I'impact potentiel de ces « instructions » sur les performances
de I'animal. L’étude de la capacité de dicrimination des rats pour une méme paire d’odeur
peut apporter deux réponses opposées en fonction de I’apport ou non d’un renforcement. En
effet, la tache d’habituation/déshabituation indique que les rats ne peuvent pas discriminer
les énantiomeres du limonene (Linster et al., 2001). En revanche, lorsqu’un renforcement est
apporté a l'un des énantiomeres, les rats deviennent capables de discriminer les

énantiomeres du limonene (Linster et al.,, 2002). C’est 'apport d’un renforcement qui va
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permettre aux rats d’acquérir par apprentissage la capacité de discrimination de ces
énantiomeres. Ainsi, les performances olfactives peuvent changer drastiquement lorsqu'une
récompense alimentaire est mise en jeu et ces différences sont exacerbées lorsque les états
alimentaires et métaboliques des animaux sont manipulés. Un animal affamé sera beaucoup
plus motivé a retrouver une récompense alimentaire qu'un animal rassasié. Ainsi, dans le
cadre de notre thématique de recherche sur les interactions entre 1'alimentation et la

perception olfactive, I’apport d"une récompense alimentaire est évidemment a proscrire.
4.3) Tests symétriques et tests asymétriques

Les tests comportementaux peuvent étre répartis en deux catégories: les tests
asymétriques pour lesquels I'animal n’est confronté qu’a un seul et unique choix (la tache
d’habituation/déshabituation et la plupart des tests de go/no-go) et les tests symétriques
pour lesquels I’animal a le choix entre plusieurs alternatives (comme la tache d’apprentissage
olfactif par renforcement différentiel). Dans un test comportemental asymétrique, les temps
de réponse pour les stimuli récompensés et les stimuli non récompensés sont biaisés par
I’anticipation de la récompense (Mainen, 2006; Quirk et al., 2009). Ainsi, il est préférable
d’utiliser un test comportemental symétrique avec une tache de choix a deux alternatives
offrant a I'animal une récompense a chaque essai (Uchida and Mainen, 2003), car il permet
de dissocier les effets propres de la difficulté de la tache, des effets motivationnels (Mainen,

2006).

Ainsi, pour étudier I'influence des états alimentaires et métaboliques sur les capacités
olfactives des rongeurs, nous avons choisi 1) de ne pas faire intervenir de renforcement
alimentaire comme cela est le cas dans la tache d’apprentissage olfactif par renforcement
différentiel; 2) de mne pas utiliser un test asymétrique tel que la tache
d’habituation/deshabituation et la plupart des tests de go/no-go; 3) de ne pas utiliser de
paradigme de conditionnement opérant. En effet, les conditionnements opérants
représentent des taches complexes qui sont particulierement intéressantes pour étudier
I’évolution des capacités d’apprentissage olfactif au cours du temps, mais qui ne font pas
partie de nos intéréts expérimentaux. De plus, les conditionnements opérants réposent
généralement sur une réponse motrice (go/no-go) et nous souhaitions nous affranchir d'un

éventuel biais de l’activité locomotrice. Ainsi, pour motiver le comportement de nos
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animaux, nous avons choisi d’utiliser un conditionnement simple, rapide a induire et

durable dans le temps : I’aversion olfactive conditionnée.

5) L’aversion olfactive conditionnée

Le terme « aversion » est issu du latin aversio qui signifie « action de se détourner ».
L’aversion fait référence a la capacité d’'un animal a associer les attributs sensoriels de la
nourriture qu’il consomme aux conséquences de son ingestion. Si la consommation de
nourriture engendre simplement un apport énergétique, alors cet aliment est évalué
positivement, mémorisé et sera a nouveau consommeé. En revanche, si la nourriture induit un
malaise, alors cet aliment est évalué négativement, mémorisé et sera par la suite évité. D'un
point de vue éthologique, I’aversion joue un rdle fondamental pour la survie de I'espece, en
permettant la sélection de nourritures comestibles et en garantissant I'évitement d’aliments
toxiques. Ce comportement naturel est reproductible dans les conditions de laboratoire et
constitue un modele particulierement pertinent pour étudier les bases neurobiologiques de la
mémoire. Le principe de l'aversion conditionnée repose sur un conditionnement de type
Pavlovien, qui consiste a présenter a 1'animal une boisson ou une nourriture (stimulus
conditionnel = SC) identifiable par ses caractéristiques sensorielles, et a faire suivre sa
consommation par un malaise gastrique provoqué par une injection intrapéritonéale de
chlorure de lithium (LiCl, stimulus inconditionnel = SI). Lorsque la nourriture est a nouveau
présentée, ’association entre le SC et le SI se traduit par la manifestation de I’aversion, c'est-
a-dire un refus total ou partiel de consommer a nouveau la boisson ou la nourriture.
Contrairement aux conditionnements opérants, I’aversion conditionnée est un apprentissage
rapide pour lequel une seule association entre le SC et le SI est suffisante pour induire une
aversion robuste. L’aversion conditionnée est également un apprentissage durable, qui peut
perdurer pendant plusieurs mois ou méme plusieurs années. Différents parametres

influencent directement la force de I'aversion :

1) La nouveauté du SC. Plus le SC sera familier et plus les expériences d’ingestion

passées auront été dénuées de conséquences négatives, plus il sera difficile d"induire

34



une aversion pour ce stimulus particulier. Ce phénomene porte le nom d’inhibition

latente (Lubow and Moore, 1959).

2) L’intensité du SI. Plus la concentration de la solution de chlorure de lithium injectée
sera forte, plus le malaise gastrique sera important et plus l'aversion sera forte

(Miranda et al., 2002).

3) Le délai entre le SC et le SI. Plus le délai entre le SC et le SI sera long, plus l’aversion

sera faible (Garcia et al., 1966).

4) Les caractéristiques sensorielles du SC. Toutes les caractéristiques sensorielles du SC
ne sont pas équivalentes pour induire une aversion, et nous comparerons ci-apres la
capacité de deux caractéristiques sensorielles, le gout et 'odeur, a induire une

aversion conditionnée.

Le gotit est une caractéristique sensorielle particulierement fiable pour I'établissement
d’une aversion conditionnée. En effet, I’association entre une boisson présentant un gotit
(sucré, pour une solution de saccharine) et un malaise gastrique donne lieu a une aversion
forte et durable en un seul conditionnement, méme lorsquun délai de plusieurs heures
sépare le SC du SI (Garcia et al., 1966). Ainsi, I’aversion gustative conditionnée représente un
modele de prédilection pour l'étude des mécanismes neurochimiques sous-tendant
I'établissement d’une trace mnésique. La capacité de l'odeur a s’associer a un malaise
gastrique pour établir une aversion a été évaluée de maniere incomplete pendant tres
longtemps. Les études pionnieres portant sur 1'étude de I’aversion olfactive conditionnée ont
été réalisées en disposant un papier filtre odorisé autour dun biberon d’eau pure. Ainsi, les
animaux regoivent une stimulation odorante lorsqu’ils s’approchent pour consommer 1'eau
du biberon. Avec un tel dispositif, il est nécessaire de répéter I"appariement SC/SI plusieurs
fois avant d’obtenir une aversion. De plus, l'aversion olfactive conditionnée se manifeste
uniquement dans le cas ot le SI est présenté en contiguité temporelle du SC (Palmerino et al.,
1980). Ces données laissent penser que l'odeur serait un stimulus moins efficace pour
permettre la mise en place d’une aversion conditionnée. Cependant, d’autres études ont
complété ces premieres observations. Lorsque l'odeur est directement diluée dans 1'eau de

boisson, a une concentration qui ne confére pas de propriétés gustatives a la boisson, il
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devient possible de générer une aversion olfactive conditionnée puissante et durable,
équivalente a l'aversion gustative conditionnée obtenue lors de la présentation d’une
solution sucrée. En effet, en utilisant une boisson odorisée, I’aversion olfactive conditionnée
s’établie en un seul conditionnement, supporte un délai SC/SI de plusieurs heures et dure

plusieurs semaines (Slotnick et al., 1997; Chapuis et al., 2007; Desgranges et al., 2009).
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Chapitre II - Le systeme de régulation de

I’homéostasie énergétique

I e systeme de régulation de ’homéostasie énergétique est un systeme distribué qui
implique une relation étroite entre plusieurs structures cérébrales et de nombreux

organes périphériques. Il est également redondant, faisant intervenir plusieurs sens,

nutriments, hormones et neuropeptides. Cette organisation permet d’assurer la régulation de

la prise alimentaire et de la masse corporelle, a court et a long terme.

Afin d’assurer la régulation de 1'homéostasie énergétique, le cerveau doit recevoir des
informations continuelles sur 1) la quantité d’énergie disponible sous forme de nutriments
stockés dans divers organes ; 2) la composition quantitative et qualitative de la nourriture
qui vient d’étre ingérée ; 3) la quantité de nutriments présents dans la circulation sanguine ;

4) ainsi que les besoins énergétiques chroniques et aigus de tous les tissus de 1’organisme.

Ces informations sont émises sous la forme de nombreux signaux nerveux et humoraux qui
sont intégrés par le cerveau. En retour, le cerveau permet la sécrétion de neuropeptides et
d’hormones clés du métabolisme énergétique et active certaines voies neurales qui auront
pour but de garantir la stabilité de la masse corporelle malgré des apports et des dépenses

énergétiques imprévisibles et irréguliers.

1) Les signaux de la régulation de 1’homéostasie énergétique
1.1) La mécanosensibilité

La distension du tractus gastro-intestinal qui a lieu lors du passage du bol alimentaire
est détectée par les terminaisons nerveuses du nerf vague et participe a la mise en place de la
sensation de satiété (Berthoud and Powley, 1992; Bado et al., 1998; Phillips and Powley,
2000). Cette information est relayée dans le systéme nerveux central au niveau du noyau du

tractus solitaire qui communique de fagon réciproque avec I'hypothalamus. La
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mécanosensibilité permet d’évaluer la quantité d’aliments consommés, c’est ensuite un
mécanisme de détection des nutriments qui va permettre d’évaluer la composition

qualitative de la nourriture ingérée.
1.2) Les nutriments

Conjointement a I'évaluation de la qualité sensorielle, le systeme gustatif semble jouer
un role dans I'évaluation de la composition énergétique de la nourriture ingérée. En effet, en
plus d’une sensibilité classiquement décrite aux saveurs ameres, sucrées, salées et acides
(Chandrashekar et al., 2000; Nelson et al., 2001; DeSimone and Lyall, 2006) ; il existe des
familles de récepteurs gustatifs spécifiques capables de reconnaitre les acides aminés, les
acides gras et les glucides complexes (Nelson et al., 2002; Sclafani, 2004, Matsumura et al.,
2009; Wellendorph et al., 2009). De tels récepteurs sont localisés au niveau des bourgeons du
gotit a la surface de la langue, mais également tout le long du tractus gastro-intestinal, ainsi
qu’au niveau de divers organes comme le foie, le pancréas, le muscle et le tissu adipeux

(Figure 12, Wellendorph et al., 2009).

Muscle
Acides aminés

Langue
Glucides
Acides aminés

Foie Pancréas
Acides aminés Acides aminés
Acides gras
(Glucides)

Tissu adipeux
Acides aminés
Acides gras
(Glucides)

Tractus gastrointestinal
Acides aminés

Acides gras

Glucides

Figure 12 : La chémosensibilité des nutriments. (D’apres Wellendorph 2009)

Représentation schématique de la répartition des chémorécepteurs des nutriments dans le tractus gastro-intestinal et
les organes/tissus impliqués dans la régulation de I’'homéostasie énergétique. Ces récepteurs sont sensibles aux
glucides, aux acides aminés et aux acides gras. Les parentheses indiquent une sensibilité aux produits de dégradation et
donc une sensibilité indirecte aux glucides.
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Ainsi, aux différentes étapes de la digestion et de I'absorption, ces chémorécepteurs
informent le systeme nerveux central de la présence de nutriments dans le canal alimentaire
en activant certains nerfs dont le nerf vague qui innerve largement les chémorécepteurs de la
sphere intestinale et qui permet l'intégration de ces signaux au niveau du tronc cérébral

(Berthoud and Neuhuber, 2000).

Par ailleurs, les nutriments présents dans la circulation sanguine peuvent eux-mémes
informer le systeme nerveux central de I'état alimentaire de l'organisme, en traversant la
barriere hématoencéphalique pour pouvoir directement modifier le comportement
alimentaire (Bado et al.,, 1998; Berthoud and Morrison, 2008). Les variations de glycémie
induisent des changements rapides du comportement alimentaire. En effet, il a été démontré
qu’une chute de la glycémie précede le début de chaque repas, participant ainsi a l'initiation
de la prise alimentaire (Louis-Sylvestre and Le Magnen, 1980; Campfield et al., 1985). Cet
effet est orchestré au niveau central, puisque 'injection dans les ventricules cérébraux de 2-
deoxy-D-glucose, un analogue du glucose capable d’inhiber le métabolisme glucidique,
induit une augmentation de la prise alimentaire (Miselis and Epstein, 1975; Engeset and
Ritter, 1980). Le métabolisme des acides gras est également impliqué dans le controle de la
prise alimentaire. L’administration centrale d’acide oléique, un acide gras a longue chaine,
induit une diminution de la prise alimentaire (Obici et al.,, 2002b). Les administrations
périphériques et centrales d’inhibiteurs de l'enzyme de synthese des acides gras, en
induisant I'accumulation de malonyl CoA (un métabolite de synthese des acides gras),
conduisent a une diminution drastique et dose-dépendante de la prise alimentaire et de la
masse corporelle (Loftus et al., 2000; Clegg et al., 2002; Sandoval et al., 2008). De la méme
maniere, la composition de la nourriture en acides aminés et en protéines semble avoir un
impact important sur la régulation de la prise alimentaire. Les régimes hypo-protéinés
augmentent la prise alimentaire alors que les régimes hyper-protéinés la diminuent (White et
al, 1994; Zhang et al., 2007, Sandoval et al, 2008). Au niveau central, l'injection
intracérébroventriculaire d'un acide-aminé, la leucine, diminue efficacement la prise

alimentaire et la masse corporelle (Cota et al., 2006).

Les nutriments représentent donc des signaux d’abondance énergétique qui sont

intégrés par le systeme nerveux central pour réguler la prise alimentaire. Les nutriments
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jouent également un autre role fondamental, en stimulant la libération d’hormones clés de la

régulation de ’homéostasie énergétique.
1.3) Les hormones

De multiples hormones participent a la régulation de 'homéostasie énergétique.
Nous n’en présenterons ici que les principaux exemples afin d’illustrer la richesse de ce
systeme et de permettre sa compréhension globale, sans toutefois en fournir une liste
exhaustive, par soucis de clarté. La figure 13 présente une vue d’ensemble de ce systeme

hormonal.
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Signaux d'adiposité Signaux de satiété
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Tissu adipeux  Pancreas Tractus gastro-intestinal

Figure 13 : Vue d’ensemble du systéme hormonal de régulation de ’lhoméostasie énergétique

Les signaux anorexigenes sont représentés en orange : leptine, insuline, cholecystokinine (CCK), neuromédine B (NMB)
et gastrin-releasing peptide (GRP). L'unique signal orexigéne, la ghréline, est représenté en vert. Les principales voies
nerveuses sont représentées par de fleches violettes et les principales voies humorales sont représentées par des
fleches noires.
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Les hormones impliquées dans la régulation de la prise alimentaire seront divisées en
deux catégories : 1) les hormones du tractus gastro-intestinal qui régulent principalement
I’homéostasie énergétique a court terme en informant le systeme nerveux central des
nutriments qui viennent d’étre ingérés. Nous nous intéresserons dans cette partie a la
cholecystokinine, ’hormone de satiété prototypique ; les bombésines, des hormones de
satiété qui présentent une relation intéressante avec le systeme olfactif que nous évoquerons
par la suite ; la ghréline, I'unique hormone orexigene du tractus gastro-intestinal. 2) Les
signaux d’adiposité, tels que la leptine et linsuline, qui régulent principalement
I’'homéostasie énergétique a long terme en informant le systeme nerveux central de I'état des
stocks énergétiques périphériques. Comme la leptine et tout particulierement I'insuline sont
des hormones qui ont fait I'objet de mes travaux de these, nous les décrirons de maniere

approfondie.
1.3.1) Les hormones du tractus gastro-intestinal

Ces hormones sont sécrétées par des cellules entéro-endocrines localisées tout le long
de la paroi du tractus gastro-intestinal en réponse a lingestion, a la digestion et a
I’absorption des repas. Elles disposent de plusieurs voies d’action pour étre intégrées au
niveau du systeme nerveux central : i) certaines peuvent stimuler leurs récepteurs localisés
sur les terminaisons locales du nerf vague qui relaient ces informations au niveau du tronc
cérébral ; ii) certaines peuvent également traverser la barriere hématoencéphalique pour agir

directement au niveau de leurs récepteurs centraux.

La plupart des hormones du tractus gastro-intestinal (la cholecystokinine, le Glucagon like
peptide-1 et 2, I'oxyntomoduline, le peptide tyrosine-tyrosine, 1'apolipoprotéine A-IV,
I'enterostatine, I'amyline le glucagon et les bombésines) sont des signaux de satiété (Figure
14). En effet, lorsqu’elles sont administrées de maniere exogene, elles ont pour effet de
diminuer la taille des repas. En revanche, la ghréline est une exception puisqu’elle est la
seule hormone du tractus gastrointestinal qui contribue a augmenter la taille des repas

(Woods and D'Alessio, 2008).
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Figure 14 : Les hormones du tractus gastro-intestinal.

Représentation schématique de la répartition des différents sites de production des hormones du tractus gastro-
intestinal : La cholecystokinine (CCK), la neuromédine B (NMB), le gastrin-releasing peptide (GRP), le glucagon-like
peptide 1 (GLP1) et 2 (GLP2), le peptide tyrosine-tyrosine (PYY), I'apolipoprotéine A-IV (Apo AlV), I'oxyntomoduline,

I'enterostatine, 'amyline, le glucagon et la ghréline. Les hormones anorexigenes sont représentées en orange et
'unique hormone orexigene, la ghréline, est indiquée en vert.

1.3.1.1) La cholecystokinine

La cholecystokinine est I'exemple prototypique des hormones de satiété sécrétées par
le tractus gastro-intestinal. La cholecystokinine est sécrétée lorsque de la nourriture riche en
lipides et en protéines atteint le duodénum et le jejunum (Larsson and Rehfeld, 1978; Liddle
et al.,, 1985; Lin and Chey, 2003). Elle est alors libérée dans le sang et influence la motilité du
tractus gastro- intestinal, la sécrétion d’enzymes de digestion et la sécrétion d’acide gastrique
(Liddle et al., 1985; Grider, 1994). La cholecystokinine diffuse localement pour stimuler les
récepteurs CCKa et CCKs situés sur les terminaisons vagales qui innervent le tronc cérébral
(Lorenz and Goldman, 1982; Moran et al., 1997). La cholecystokinine peut également
traverser la barriere hématoencéphalique pour agir au niveau de récepteurs centraux
localisés dans le tronc cérébral et 1’hypothalamus et induire une diminution de la prise
alimentaire (Blevins et al., 2000; Mercer et al.,, 2000; Mercer and Beart, 2004; Woods and
D'Alessio, 2008). Le taux de cholecystokinine augmente a la fin des repas et reste élevé

pendant plusieurs heures (Liddle et al., 1985). L’administration d'un antagoniste des
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récepteurs CCKa conduit a une durée d’ingestion plus longue et une prise de calories plus
importante (Beglinger et al., 2001). La cholecystokinine est donc un facteur de satiété, et son
administration exogene contribue a diminuer la taille d'un repas une fois qu’il a été initié, en
diminuant la faim et en augmentant la sensation de rassasiement (Blevins et al., 2000;

Gutzwiller et al., 2004).
1.3.1.2) Les bombésines

La « bombésine » a été initialement isolée a partir de peau de grenouille Bombina
Bombina dans les années 70 (Anastasi et al., 1971). Depuis, deux molécules homologues ont
été identifiées chez les mammiferes : le GRP ou Gastrin-Releasing Peptide et la neuromédine
B (McDonald et al., 1978, Minamino et al., 1983). Les bombésines sont synthétisées par de
nombreux tissus de l'organisme et en particulier le tractus gastro-intestinal ainsi que le
systeme nerveux central et périphérique (Wada et al., 1990). Il est particulierement
intéressant de noter que le bulbe olfactif est I'une des structures centrales qui produit la plus
grande quantité de neuromédine B (Wada et al., 1990; Ohki-Hamazaki, 2000). Les taux de
bombésines diminuent en période pré-prandiale et remontent rapidement en période post-
prandiale dans le plasma, I’estomac et '’hypothalamus (Gibbs et al., 1979; Kateb and Merali,
1992; Merali and Kateb, 1993). Les récepteurs du GRP et de la neuromédine B sont exprimés
dans des structures cérébrales largement impliquées dans la régulation de 1"’homéostasie
énergétique telles que I'hypothalamus et le tronc cérébral (Wada et al., 1992; Ohki-Hamazaki,
2000). L’administration exogeéne périphérique ou centrale de bombésines diminue la prise
alimentaire de maniere dose-dépendante (Gibbs et al., 1979; Gibbs et al., 1981; Kulkosky et
al., 1982). L’injection de bombésines dans le quatriéme ventricule, a proximité du tronc
cérébral, est particulierement efficace pour diminuer la prise alimentaire (Flynn, 1989). Alors
que l'administration périphérique agit de maniere sélective et spécifique sur la prise
alimentaire, l'infusion centrale de bombésines modifie la prise alimentaire, mais également
les séquences comportementales normalement associ€es a la période de satiété en allongeant
les durées de toilettage et en diminuant les périodes de repos (Gibbs et al., 1981; Kulkosky et
al., 1982).
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1.3.1.3) La ghréline

La ghréline est produite majoritairement par les cellules endothéliales de la paroi de
I'estomac. Elle a la particularité d’étre 'unique hormone orexigene sécrétée par les cellules
endocrines du tractus gastro-intestinal (Sakata et al.,, 2002). La ghréline est également
produite localement dans le systeme nerveux central par les neurones du cortex et de
I’hypothalamus (Mondal et al., 2005; Hou et al., 2006). Le taux circulant de ghréline est élevé
chez les animaux a jeun par rapport aux animaux nourris (Tschop et al., 2000; Wren et al.,
2001). Chez 'humain et chez des animaux habitués a recevoir un repas quotidien et ponctuel,
I’augmentation drastique du taux sanguin de ghréline qui précede chaque repas participe a
I’anticipation et a l'initiation de la prise alimentaire (Cummings et al., 2001; Drazen et al.,
2006). La composition qualitative de la nourriture influence la diminution post-prandiale du
taux de ghréline. En effet, cette diminution est tres forte suite a 1'ingestion de protéines et
plus faible suite a l'ingestion de lipides (Foster-Schubert et al., 2008). L’administration
exogene périphérique ou centrale de ghréline induit une augmentation de la prise
alimentaire et de la masse adipeuse (Tschop et al., 2000; Wren et al.,, 2001). A lI'inverse des
autres hormones du tractus gastro-intestinal, le role de la ghréline dans l'induction de la
prise alimentaire passe majoritairement par une action au niveau de ses récepteurs
hypothalamiques (Cowley et al., 2003; Mondal et al., 2005; Hou et al., 2006; Harrold et al.,
2008).

1.3.2) Les signaux d’adiposité : L'insuline et la leptine

Dans les années 50, Kennedy a émis I'’hypothese selon laquelle le maintien de
I’homéostasie énergétique a long terme serait assuré par la régulation de la masse adipeuse
et que des signaux émergeants des tissus adipeux seraient détectés par le cerveau (Kennedy,
1953). Vers la fin des années 50, Hervey, inspiré par I'hypothese de Kennedy, a mené des
expériences de parabioses, consitant a joindre la circulation sanguine de deux organismes, en
utilisant des paires d’animaux composées d'un animal intact et d’'un animal portant une
lésion de 'hypothalamus ventromédian (Hervey, 1959). Ainsi, il a observé que les animaux
comportant une telle lésion devenaient hyperphagiques et obeéses alors que leurs partenaires
parabiotiques non-1ésés devenaient dramatiquement maigres. Fort de ces observations,

Hervey a donc suggéré que les animaux parabiotiques 1ésés, comportant un exces de masse
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adipeuse, émettaient une grande quantité de signaux d’adiposité. Ces signaux ne pouvaient
fournir un rétrocontrdle de satiété chez les animaux lésés qui entraient alors dans le cercle
vicieux de l'obésité. En revanche, 'exces de signaux d’adiposité produit était transféré aux
partenaires parabiotiques dont le centre de satiété était resté intact, et qui des lors
répondaient drastiquement a ces facteurs de satiété en cessant de s’alimenter et en perdant

du poids (Hervey, 1959).

Les taux circulants de leptine et d’insuline, deux hormones anorexigenes, sont fortement
corrélés a la quantité de masse adipeuse présente dans 1'organisme (Polonsky et al., 1988;
Considine et al., 1996). Ces deux hormones périphériques sont donc les principaux signaux
d’adiposité, qui informent le systeme nerveux central de l'état des stocks adipeux et

participent a la régulation a long terme de la masse corporelle.
1.3.2.1) L’insuline

e Découverte: Ce sont les travaux fondateurs d’Oskar Von Minkowski réalisés en 1889, sur
des chiens ayant subit une ablation du pancréas et produisant une urine sucrée, qui ont
permis d'établir le concept selon lequel le pancréas produirait une substance permettant de
réguler le taux de glucose circulant. Trente années plus tard, en 1921, I'insuline a été isolée et
purifiée a partir d’extraits de pancréas par Banting, Best, MacLeod et Collip. En 1922, les
injections de cet extrait pancréatique chez un patient diabétique ont efficacement atténué son
hyperglycémie, ouvrant la voie du traitement thérapeutique du diabete, et inscrivant
I'insuline comme une découverte majeure du 20 siecle. Banting et MacLeod ont obtenu le

prix Nobel de médecine en 1923.

* Biosynthese: En périphérie, l'insuline est produite dans le pancréas par les cellules 3 des
ilots de Langerhans sous la forme d'une pré-pro-insuline constituée d'une seule chaine
peptidique dont deux fragments, le peptide signal et le peptide C, sont éliminés pour
produire la forme active de l'insuline. L’insuline mature est constituée de 51 acides aminés et
a un poids moléculaire de 5734 Da. Une fois synthétisée, la demi-vie de 'insuline dans la
circulation sanguine est de 1'ordre de 10 minutes (Thissen et al., 1994). Dans le systeme
nerveux central, la présence du transcrit de I'insuline a été identifiée dans '’hypothalamus,

I'hippocampe, le subiculum, le gyrus denté, le cortex préfrontal, le thalamus et le bulbe
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olfactif, démontrant la possibilité de sources locales de production d’insuline (Young, 1986;
Devaskar et al.,, 1994). Cependant, I'expression de l'insuline dans le cerveau semble tres
faible et il est communément admit que la production neuronale d’insuline est négligeable
par rapport a la production pancréatique périphérique (Giddings et al., 1985; Coker et al.,
1990; Schwartz et al., 1992b; Woods and D'Alessio, 2008).

* Sécrétion: Le glucose circulant est le stimulus principal provoquant 1’exocytose d’insuline
des cellules {3 des ilots de Langerhans du pancréas. Le glucose pénetre dans la cellule 3 par
un transporteur non saturable GLUT2 puis il est phosphorylé par une glucokinase. Le
métabolisme glycolytique augmente le rapport ATP/ADP dans la cellule 3, ce qui entraine la
fermeture d'un canal potassique, qui contribue a la dépolarisation de la cellule (3. Ce
changement de potentiel de membrane permet 'ouverture de canaux calciques sensibles au
voltage. Le calcium entre dans la cellule et déclenche I'exocytose de vésicules contenant

l'insuline (Henquin, 2009).

L’insuline est sécrétée de maniere tonique par le pancréas. A cette quantité basale
d’insuline vient s’ajouter une sécrétion phasique, largement corrélée au décours temporel de
chaque repas. La sécrétion phasique d’insuline peut étre divisée en plusieurs pics de
sécrétion : 1) La phase céphalique pré-prandiale est un pic de sécrétion d’insuline de faible
amplitude et de courte durée qui est provoquée par la vue, 'odeur et le gout des aliments
avant méme que les nutriments ne soient absorbés. Elle est relayée par 1'innervation vagale
du pancréas. La phase céphalique de libération d’insuline induit une hypoglycémie légere
qui participe a l'initiation de la prise alimentaire et favorise la régulation de la glycémie post-
prandiale (Louis-Sylvestre, 1976; Louis-Sylvestre and Le Magnen, 1980; Bellisle et al., 1985;
Ahren and Holst, 2001). 2) La phase post-prandiale correspond a un pic de sécrétion
d’insuline de forte amplitude et de longue durée qui est provoqué par l'arrivée de glucose a
proximité des cellules B-pancréatiques lors de I’augmentation majeure de la glycémie induite
par l'ingestion, 1'absorption et la digestion des nutriments. La phase post-prandiale de
sécretion d’insuline a pour but de promouvoir 'utilisation tissulaire de glucose afin de
diminuer la glycémie post-prandiale. La sécrétion totale d’insuline, basale et phasique, est
directement proportionnelle a la masse adipeuse de 1'organisme. Ainsi, les individus obeses

possedent un taux circulant d’insuline supérieur aux individus sains (Polonsky et al., 1988).
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D’une part, I'insuline est un signal de régulation de la prise alimentaire a court terme, qui
agit en réponse a la quantité d’énergie en circulation dans le sang sous la forme de glucose.
D’autre part, Iinsuline est un signal de régulation de la masse corporelle a long terme, qui

reflete la quantité d’énergie stockée dans les tissus adipeux.

® Récepteurs: Les récepteurs de linsuline appartiennent a la famille des récepteurs
membranaires a activité tyrosine kinase. Ils sont constitués de 4 sous unités : deux chaines
extracellulaires reliées par des ponts disulfures a deux chaines (3 transmembranaires. Chaque
sous unité o possede un domaine complet de liaison a lI’hormone. Cependant, par
encombrement stérique, une seule molécule d’insuline permet d’activer completement le
récepteur. L’épissage alternatif de 1'unique gene codant pour le récepteur de l'insuline
permet de générer deux isoformes différentes. Une forme courte, I'IR4, et une forme longue,
I'IRs. La forme longue est caractérisée par la présence de 12 acides aminés supplémentaires
situés sur l'extremité C-terminale de la sous-unité a (Seino and Bell, 1989). Ces deux
isoformes ont toutes les deux une activité tyrosine-kinase mais présentent des différences
fonctionnelles: la forme longue (IRs) lie I'insuline avec moins d’affinité que la forme courte
(IRa). Elle est internalisée plus lentement que la forme courte (IRa) et n’est pas recyclée
(Mosthaf et al., 1990; Joost, 1995). Les ratios d’expression de ces deux isoformes varient en
fonction des tissus : les muscles et les adipocytes expriment les deux isoformes avec une
légere prédominance de la forme longue ; le foie exprime majoritairement la forme longue
alors que le cerveau exprime préférentiellement la forme courte (Moller et al., 1989; Breiner et

al., 1993; Joost, 1995).

o Voies de signalisation intracellulaires (Figure 15): En se fixant sur la sous-unité «
extracellulaire, I'insuline provoque un changement de conformation de son récepteur et une
levée d’inhibition de lactivité tyrosine kinase de la sous-unité (3, qui initie la
transphosphorylation des sous-unités (3 et l'activation du récepteur. Les résidus tyrosine
phosphorylés se présentent alors comme des sites de liaison pour les protéines IRSs (insulin
receptor substrates). Les protéines IRSs s’engagent ensuite dans diverses cascades
moléculaires, mais nous nous attarderons ici seulement sur la voie de la kinase PI3K qui est
fondamentalement impliquée dans l'action de l'insuline sur le métabolisme (Saltiel and

Kahn, 2001; Niswender et al., 2003). La protéine IRS est reconnue par la sous-unité
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régulatrice de la kinase PI3K. La sous-unité catalytique de la kinase PI3K est responsable de
la phophorylation de phosphoinositides membranaires (PIP2), générant ainsi des seconds
messagers phosphatidylinositol-3-phosphates (PIP3) qui sont ensuite reconnus par de
nombreuses kinases cellulaires, et en particulier les protéines kinases B et C (PKB/Akt et
PKC). Ces kinases phosphorylent et activent a leur tour d’autres relais intracellulaires
impliqués dans les effets métaboliques de ’hormone sur le transport du glucose, la synthese
de glycogene, de lipides et de protéines, mais également sur la régulation de 'expression de

genes spécifiques du métabolisme (Saltiel and Kahn, 2001).

Insuline Figure 15: La voie de signalisation
‘ intracellulaire impliquée dans les effets
alla| métaboliques de I'insuline.
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Apres leur formation a la surface cellulaire, les complexes insuline/récepteur se
concentrent dans des invaginations de la membrane plasmique puis ils sont transférés a
I'intérieur de la cellule par endocytose. Ils sont ensuite transportés au sein des endosomes
dans lesquels un pH acide facilite la dissociation du complexe insuline/récepteur. Cette
dissociation pré-lysosomale permet a une partie des récepteurs intacts d’étre recyclés vers la
surface cellulaire. L’insuline et la fraction des récepteurs qui ne sont pas recyclés sont

transportés jusqu’aux lysosomes ot ils sont dégradés (Knutson, 1991; McClain, 1992).
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Lipides

wogénése Figure 16 : Résumé de I'action
lipolyse périphérique hypoglycémiante
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Protéines

* Roles périphériques : En périphérie, I'insuline joue un role fondamental dans la régulation de
I’homéostasie énergétique a court terme en favorisant la synthese et le stockage des glucides,
des lipides et des protéines (Figure 16). L’insuline favorise la capture et le stockage du
glucose par certains tissus comme le muscle squelettique et le tissu adipeux. En effet, en se
fixant a son récepteur, 1'insuline provoque la migration des transporteurs du glucose GLUT4
intracytoplasmiques (i.e. inactifs) vers la membrane plasmique a laquelle ils s'incorporent
pour assurer la pénétration du glucose dans la cellule. De plus, I'insuline favorise le stockage
du glucose en activant la synthese d’enzymes impliquées dans la glycogénogénese
musculaire et hépatique. L’insuline assure également la diminution de la libération du
glucose par le foie en inhibant la glycogénolyse. D’autre part, I'insuline favorise la capture
des acides aminés par les tissus ainsi que la synthese protéique. Elle inhibe la dégradation
protéique et la néoglucogénese hépatique a partir d’acides aminés. Enfin, I'insuline favorise
la capture des acides gras a l'intérieur des cellules ainsi que la lipogenese adipeuse et
hépatique et inhibe la lipolyse au niveau du foie, du tissu adipeux et des muscles striés

(Saltiel and Kahn, 2001).

Ainsi, I'insuline favorise le stockage du glucose et en inhibe sa production, contribuant en
périphérie a une action globale hypoglycémiante. L’administration exogene périphérique
d’insuline induit une diminution drastique de la glycémie et initie la prise alimentaire (Booth
and Brookover, 1968; Banks et al, 1997a). Lorsque Il'hypoglycémie induite par

I’administration d’insuline est évitée, soit par 1'utilisation de faibles doses d’insuline, soit en
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co-injectant du glucose, alors I'insuline provoque paradoxalement une diminution de la prise
alimentaire (Nicolaidis and Rowland, 1976; Anika et al., 1980; Woods et al., 1984; Oetting and
Vanderweele, 1985; Woods et al., 2006). Avec de tels paradigmes d’injections, I'insuline n’a
pas d’effet périphérique sur la glycémie, et la diminution de la prise alimentaire observée est
due a la traversée de la barriere hématoencéphalique par I'insuline et a son action au niveau

du systeme nerveux central.

* Traversée de la barriére hématoencéphalique: L'insuline libérée dans la circulation sanguine par
le pancréas est capable d’atteindre le systeme nerveux central. En effet, apres une heure
d’administration continue d’insuline dans la circulation sanguine, une augmentation dose-
dépendante du taux d’insuline est observée dans le liquide céphalo-rachidien (Schwartz et
al., 1990b; Banks et al., 1997a). Les récepteurs de l'insuline sont exprimés au niveau des
capillaires cérébraux et des plexus choroides formant la barriere hémato-encéphalique mais
également au niveau des organes circonventriculaires, présentant une barriere hémato-
encéphalique incomplete (Hill et al., 1986; Unger et al., 1989; Marks et al., 1990). Au niveau
des capillaires cérébraux, l'insuline liée a son récepteur est endocytée puis amenée du sang
vers le liquide céphalo-rachidien par un transport intravésiculaire a travers les cellules
endothéliales (Frank et al., 1986; Duffy and Pardridge, 1987). L’insuline traverse efficacement
la barriere hémato-encéphalique dans le sens sang/cerveau grace a un systeme de transport
saturable ce qui n’est pas le cas dans le sens cerveau/sang (Cashion et al., 1996; Banks et al.,
1997b). Ainsi, la clairance de I'insuline est lente et sa demi-vie dans le cerveau varie entre une
demi-heure et plus de deux heures (Schwartz et al., 1990b; Cashion et al., 1996). L’influx et
I'efflux d’insuline dans le systéme nerveux central sont régulés par I'état alimentaire et

semblent étre réduits en période de jetine (Strubbe et al., 1988; Cashion et al., 1996).

* Roles centraux dans la régulation de ['homéostasie énergétique: Diverses études
d’autoradiographie, d'immunocytochimie et d’hybridation in situ ont permis d’identifier une
forte concentration de récepteurs de linsuline et de leurs transcrits au niveau de
I'hypothalamus et du bulbe olfactif ; ainsi qu'une concentration plus faible au niveau de
I'hippocampe, du cervelet et du cortex (Werther et al., 1987; Unger et al., 1989; Marks et al.,
1990; Schwartz et al., 1992a). Ainsi, les récepteurs de l'insuline sont localisés dans des

structures cérébrales impliquées dans la régulation de I'homéostasie énergétique mais
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également au niveau de structures impliquées dans des fonctions sensorielles et cognitives.
L’abondance du récepteur de linsuline au niveau du bulbe olfactif, suggere un role
fondamental de I'insuline dans la fonction olfactive. Nous reviendrons en détail sur ce role

dans la troisieme partie de cette introduction.

L’insuline, libérée en proportion directe de la quantité de tissu adipeux présente dans
I'organisme, traverse la barriere hématoencéphalique pour atteindre ses récepteurs
hypothalamiques ou elle fournit un signal de régulation de la masse corporelle. Lorsque, par
des infusions chroniques, le niveau d’insuline dans le cerveau est imposé a un niveau stable
sur une longue période la masse corporelle est également maintenue a un niveau d’équilibre
déterminé par la dose d’insuline infusée (Chavez et al., 1995). Dans I'hypothalamus, les
récepteurs de l'insuline sont concentrés fortement au niveau du noyau arqué, du noyau
paraventriculaire et du noyau dorsomédian; et plus modérément au niveau de
I’hypothalamus latéral et du noyau ventromédian (Corp et al., 1986; Unger et al., 1989; Marks
et al., 1990; Schwartz et al., 1992a). Ainsi, I'administration d’insuline dans ou a proximité de
I’hypothalamus, induit une diminution dose-dépendante de la prise alimentaire et de la
masse corporelle (Woods et al., 1979; Brief and Davis, 1984; Plata-Salaman and Oomura,
1986; Plata-Salaman et al., 1986; Air et al., 2002). A l'inverse, le blocage de la voie de
signalisation insulinique dans le systeme nerveux central ou de maniere ciblée dans
I'hypothalamus induit une hyperphagie et une augmentation de la masse adipeuse et

conduit au développement d"un phénotype obese (Bruning et al., 2000; Obici et al., 2002a).
1.3.2.2) La leptine

® Découverte: Deux décennies apres les travaux de parabiose d’Hervey (Hervey, 1959),
Coleman a conduit des études similaires en utilisant des combinaisons de paires
parabiotiques avec des souris normales ou obéses ob/ob et db/db, porteuses de mutations
spontanées des genes ob et db, dont les produits n’étaient pas encore identifiés a cette époque
(Coleman, 1973). Les souris ob/ob, de la méme maniere que les souris normales, perdaient du
poids lorsqu’elles étaient placées en parabiose avec des souris db/db. En revanche, le poids
des souris normales placées en parabiose avec les souris ob/ob, n’était pas affecté. Ainsi, les
souris ob/ob étaient incapables de produire le signal de satiété normalement encodé par le

gene ob, et les souris db/db produisaient ce signal mais en étaient insensibles. Il aura fallu
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attendre deux décennies supplémentaires pour qu'une étude de clonage révele que le géne ob
encode une hormone, la leptine (du grec leptos = maigre), exprimée et sécrétée par le tissu
adipeux (Zhang et al., 1994). L’année suivante, les injections de leptine recombinante ont
démontré que le produit du gene ob permettait de réduire efficacement la masse corporelle
(Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995). Simultanément, le
produit du gene db, codant pour le récepteur de la leptine a été caractérisé et localisé au

niveau de 'hypothalamus (Tartaglia et al., 1995).

* Biosynthese et sécrétion: La leptine est une hormone peptidique de 16KDa composée d"une
séquence de 146 acides aminés encodée par le gene ob (Zhang et al., 1997). La leptine est
produite principalement par le tissu adipeux, mais également en faible quantité par d’autres
tissus périphériques comme le placenta, ’estomac et le muscle (Zhang et al., 1994; Masuzaki
et al., 1997; Bado et al., 1998; Wang et al., 1998b). Dans le systeme nerveux central, la leptine
est également produite dans le cortex, le cervelet, I'hypophyse et I'hypothalamus (Morash et
al., 1999). Toutefois, la production ectopique de leptine, dont le role demeure inconnu, est
négligeable par rapport a la production massive de leptine par le tissu adipeux, qui est donc
le principal déterminant du taux circulant de leptine. La libération basale de leptine dans le
sang par les adipocytes est proportionnelle a la masse adipeuse de I'organisme (Considine et
al., 1996). En plus d'une régulation de la libération chronique, de nombreux facteurs
interviennent pour réguler la sécrétion aigue de leptine. Tout d’abord, le taux circulant de
leptine suit un rythme circadien. Ce taux augmente constamment des le début de la phase
active lors la consommation des premiers repas pour atteindre un niveau paroxytique apres
plusieurs heures (Saladin et al., 1995; Schoeller et al., 1997). De plus, la transcription du gene
ob ainsi que le taux circulant de leptine diminue en période de je(ine indépendamment de la
masse adipeuse de l'organisme (Saladin et al., 1995; Boden et al., 1996). En revanche, la
transcription du gene ob et le taux circulant de leptine sont fortement augmentés en cas de
surconsommation de nourriture aigue ou chronique (Saladin et al., 1995; Kolaczynski et al.,
1996). Enfin, I'insuline semble réguler le taux circulant de leptine en stimulant efficacement
la biosynthese et la sécrétion de leptine par le tissu adipeux (Saladin et al., 1995; Barr et al.,

1997).
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LEPRa LEPRb LEPRe LEPRd LEPRe LEPRf Figure 17 : Les différentes isoformes du

récepteur de la leptine
(D’apres Ahima & Osei 2004)

Les six isoformes du récepteur de la
leptine, de LepRa a LepRf, possedent un
305 domaine extracellulaire commun de

™ liaison a la leptine (en rouge). Seule

I'isoforme soluble LepRe ne possede pas

Boxl

le domaine transmembranaire TM (en

noir). Seule [lisoforme longue LepRb
posséde le motif  intracellulaire
nécessaire pour la voie de signalisation
JAK-STAT (Box2).

® Récepteurs: 11 existe six isoformes du récepteur de la leptine (Figure 17, LepRa, LepRb,
LepRc, LepRd, LepRe et LepRf) générées par épissage alternatif du transcrit du gene db (Lee
et al., 1996; Fei et al., 1997). Les différentes isoformes présentent toutes un domaine de liaison
a la leptine similaire au niveau de l'extrémité N-terminale extracellulaire. Ces isoformes
possedent un domaine transmembranaire a ’exception de 'isoforme LepRe qui est sécrétée
sous la forme d"un récepteur soluble et n’active aucune voie de signalisation (Fei et al., 1997;
Li et al., 1998). Une grande variabilité est observée entre les différentes isoformes au niveau
de I'extrémité C-terminale intracellulaire (Fei et al., 1997). Le LepRb, l'isoforme longue du
récepteur de la leptine, est particulierement impliqué dans la régulation de ’homéostasie
énergétique. En effet, la mutation du gene codant pour l'isoforme LepRb chez les souris db/db
conduit a la production d"une isoforme LepRb tronquée similaire a I'isoforme LepRa ce qui
instaure un phénotype hyperphagique et obese (Chua et al., 1996; Lee et al., 1996). De plus, la
substitution d’une glutamine par une proline dans le domaine extracellulaire de 'isoforme
LepRb diminue I'affinité de la leptine pour son récepteur. Cette mutation est responsable du
phénotype hyperphagique et obese des rats mutants Zucker fa/fa (Chua et al., 1996). Le
LepRa est quantitativement 1’isoforme la plus répandue et est présente majoritairement en
périphérie dans le muscle, le tissu adipeux, le pancréas, le foie, la rate, le coeur, le poumon et
le rein. Une quantité beaucoup plus faible du LepRb est retrouvée dans ces mémes organes,
alors que les isoformes LepRc, LepRd, LepRe et LepRf ne sont pas détectées (Fei et al., 1997;

De Matteis et al., 1998). Dans le systéme nerveux central, le LepRa est abondamment exprimé
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au niveau des plexus choroides. Le LepRb est exprimé majoritairement au niveau du
systéeme nerveux central, de maniere abondante dans I’'hypothalamus mais également dans le
tronc cérébral, le bulbe olfactif, le cervelet, le néocortex, 1"hippocampe et le thalamus
(Tartaglia et al., 1995; Mercer et al., 1996; Fei et al., 1997; Shioda et al., 1998; Burguera et al.,
2000).

* Voies de signalisation intracellulaires : Seule 1'isoforme LepRb, la forme longue du récepteur
de la leptine, présente les motifs intracellulaires nécessaires pour l’activation de la voie de
signalisation intracellulaire JAK/STAT (Figure 17). La fixation de la leptine sur son récepteur
LepRb provoque l'autophosphorylation et 1’activation d'une protéine JAK2 (Figure 18) (Li
and Friedman, 1999; Bates et al., 2003). Cette kinase phosphoryle a son tour les tyrosines du
domaine intracellulaire du LepRb et génere ainsi un site de liaison pour la molécule STAT3
(Li and Friedman, 1999; Bates et al., 2003). Suite a la fixation de leptine a son récepteur, la
protéine STAT3 activée se dirige ensuite dans le noyau pour activer la transcription de genes
spécifiques responsables des effets métaboliques de la leptine. Le signal généré par la
fixation de la leptine a son récepteur est éteint par l'induction de SOCS3, une protéine qui

inhibe la voie de signalisation intracellulaire JAK/STAT (Banks et al., 2000a).

Leptine X ) . L.
. Figure 18 : La voie de signalisation
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* Traversée de la barriere hématoencéphalique : La leptine, libérée dans la circulation sanguine
par les adipocytes, traverse la barriere hématoencéphalique et entre dans le systeme nerveux
central par un systeme de transport saturable (Banks et al., 1996). Les isoformes courtes du
récepteur de la leptine, fortement exprimées dans les microvaisseaux cérébraux et les plexus
choroides, jouent un role déterminant dans le transport de la leptine a travers la barriere
hématoencéphalique (Bjorbaek et al., 1998; Kastin et al., 1999). Ce transport est régulé par
I’état alimentaire et 1’état métabolique de I'organisme. En effet, il est drastiquement diminué
par une restriction alimentaire et il est augmenté lorsque les animaux sont nourris a nouveau
(Kastin and Akerstrom, 2000). Pour une leptinémie physiologique, le transport de la leptine a
travers la barriere hématoencéphalique reste efficace tout en étant partiellement saturé. Il
devient completement saturé et inefficace pour la leptinémie supra-physiologique d’une
souris obese (Banks et al., 2000b). De fait, certains animaux obeses deviennent résistants a la
leptine administrée en périphérie, mais restent capables de répondre a la leptine administrée
directement dans le systeme nerveux central. Ce résultat démontre ainsi que le transport de
la leptine a travers la barriere hématoencéphalique est altéré chez les animaux obeses (Banks

et al., 1997b; Halaas et al., 1997; Banks et al., 2000b).

® Roéles dans la régulation de I'homéostasie énergétique : Administrée de maniere exogene dans la
circulation sanguine ou directement dans le systeme nerveux central, la leptine diminue
radicalement la prise alimentaire et la masse corporelle (Campfield et al., 1995; Halaas et al.,
1995; Pelleymounter et al., 1995). Les premieres études du role de la leptine dans la
régulation de la masse corporelle ont rapidement démontré que les injections centrales
étaient beaucoup plus efficaces que les injections périphériques, suggérant que le site
principal d’action de la leptine se trouvait dans le cerveau (Campfield et al., 1995). En effet, le
LepRb est exprimé abondamment au niveau du systeme nerveux central et tout
particulierement dans les noyaux hypothalamiques arqué, paraventriculaire, dorsomédian,
ventromédian et latéral, largement impliqués dans la régulation de I’homéostasie
énergétique (Tartaglia et al., 1995; Mercer et al., 1996; Fei et al.,, 1997; Shioda et al., 199§;
Burguera et al., 2000).
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2) Les centres intégrateurs de la régulation de la prise alimentaire

L’intégration des signaux de régulation de 'homéostasie énergétique est réalisée
principalement dans deux structures. D’une part, dans I'hypothalamus qui joue un role
primordial dans l'intégration des signaux d’adiposité a long terme. D’autre part, dans le
tronc cérébral, qui permet préférentiellement l'intégration des signaux de régulation de la

prise alimentaire a court terme.
2.1) L’hypothalamus

Le role de « chef d’orchestre » du systeme de régulation de la prise alimentaire a été attribué
a I'hypothalamus dans les années 40, par les travaux pionniers de Hetherington et Ranson
ainsi que d’Anand et Brobeck. En effet, ils ont observé que les lésions de 1'hypothalamus
ventromédian provoquaient une hyperphagie et une obésité, alors que les lésions de
I’hypothalamus latéral induisaient une anorexie et une perte de poids (Hetherington and
Ranson, 1942a; Hetherington and Ranson, 1942b; Anand and Brobeck, 1951). Ces auteurs ont
alors défini I'hypothalamus ventromédian comme étant le «centre de satiété » et
I'hypothalamus latéral comme étant le « centre de la faim » (Hetherington and Ranson,

1942a; Hetherington and Ranson, 1942b; Anand and Brobeck, 1951).
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Cette vue fonctionnelle de I'hypothalamus, divisé grossierement en deux « centres »
fonctionnels aux actions antagonistes, a été progressivement remplacée par la délimitation
de différents noyaux hypothalamiques composés de populations de neurones particuliers,
sensibles aux signaux de régulation de I'homéostasie énergétique et exprimant des

neurotransmetteurs présentant des roles anaboliques et cataboliques spécifiques (Figure 19).
2.1.1) Le noyau arqué et le systeme des mélanocortines

Le noyau arqué présente une localisation stratégique pour étre en contact privilégié
avec les signaux de la régulation de I'homéostasie énergétique. En effet, il est situé autour de
la base du troisieme ventricule et il s'étend au dessus de 1'éminence médiane. Comme cet
organe circonventriculaire présente une barriere hématoencéphalique incomplete, les divers
signaux circulants atteignent aisément le noyau arqué en passant par I'éminence médiane ou

en diffusant a travers I'’épendyme du troisieme ventricule (Peruzzo et al., 2000).

Le noyau arqué comporte deux populations de neurones particulierement importantes. La
premiere synthétise deux neuropeptides anorexigenes (Figure 20): CART (Cocaine- and
Amphetamine- Regulated Transcript) et POMC (Pro-OpioMelanoCortine), le précurseur de
I'a-MSH (a-Melanocyte Stimulating Hormone) (Elias et al., 1998; Bagnol et al., 1999). L'a-
MSH appartient a la famille des mélanocortines et agit sur les récepteurs des mélanocortines
3 et 4 (MC3R et MC4R), localisés dans d’autres noyaux hypothalamiques, en particulier le
noyau paraventriculaire et '’hypothalamus latéral ainsi que dans le tronc cérébral, pour
diminuer la prise alimentaire (Jacobowitz and O'Donohue, 1978; Oohara et al., 1993; Roselli-
Rehfuss et al., 1993; Mountjoy et al., 1994). En effet, I’administration exogéne d’a-MSH mais
également de CART dans le systeme nerveux central diminue la prise alimentaire. De plus,
les taux d’expression de POMC et de CART sont diminués en période de jetine (Oohara et

al., 1993; Kristensen et al., 1998; Mizuno et al., 1998; Benoit et al., 2002).

La deuxieme population de neurones du noyau arqué co-expriment deux peptides
orexigenes, I’ AgRP (Agouti Related Protein) et le NPY (Neuropeptide Y) (Broberger et al.,
1998; Hahn et al., 1998).
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Figure 20 : Les effets principaux de la leptine, de I'insuline et de la ghréline sur I’hypothalamus.

Lorsque les taux de leptine et d’insuline sont élevés, les neurones POMC/CART sont activés et les neurones NPY/AgRP sont
inhibés. Ainsi, 'inhibition tonique des neurones POMC/CART, la libération de NPY et de GABA par les neurones NPY/AgRP,
est levée. L'a-MSH est libérée et agit au niveau des récepteurs MC3R/MC4R sur les neurones de second ordre du noyau
paraventriculaire et de I’'hypothalamus latéral et active la libération de neuropeptides anorexigenes qui diminuent la prise
alimentaire. A l'inverse, lorsque la ghréline est sécrétée, les neurones NPY/AgRP sont activés et les neurones POMC/CART
sont indirectement inhibés. L’AgRP libérée agit comme antagoniste des récepteurs MC3R/MC4R au niveau des neurones
cibles des neurones POMC/CART, qui ne peuvent plus étre activés par 'a-MSH. Le NPY libéré agit au niveau de ses
récepteurs portés par les neurones de second ordre du noyau paraventriculaire et de I'hypothalamus latéral et active la
libération de neuropeptides orexigenes qui augmentent la prise alimentaire.

Les neurones AgRP/NPY se projettent principalement sur d’autres noyaux hypothalamiques
tels que I'hypothalamus latéral et le noyau paraventiculaire (Bai et al., 1985; Broberger et al.,
1998). L’ AgRP est un antagoniste des récepteurs MC3R/MC4R. Par cette action antagoniste, il
inhibe l'effet des neurones POMC/CART sur les neurones de second ordre (Ollmann et al.,
1997; Cowley et al, 2001). De plus, les neurones NPY/AGRP inhibent les neurones
POMC/CART en libérant du NPY et du GABA au niveau de leurs corps cellulaires (Cowley
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et al., 2001). Les neurones NPY/AgRP ont donc une action antagoniste a celle des neurones
POMC/CART. Ainsi, les taux d’expression de ' AgRP et du NPY sont augmentés en période
de jetine et les administrations centrales de ces neuropeptides stimulent la prise alimentaire
de maniere durable (Beck et al., 1992; Hahn et al., 1998; Mizuno et al., 1998, Mizuno and
Mobbs, 1999; Hagan et al, 2000). Enfin, l'expression ubiquitaire d’AgRP engendre

I’établissement d"un phénotype obese et hyperphagique (Ollmann et al., 1997).

Les neurones POMC/CART et NPY/AgRP sont sensibles aux signaux d’adiposité en
provenance de la périphérie. En effet, ces deux populations de neurones expriment les
récepteurs de la leptine et de l'insuline (Hakansson et al., 1996; Cheung et al., 1997; Benoit et
al., 2002). De plus, il a été clairement démontré que les roles anorexigenes et cataboliques de
la leptine et de l'insuline dépendent du systeme des mélanocortines puisqu’ils sont bloqués
par I’administration d’antagonistes des récepteurs MC3R et MC4R (Seeley et al., 1997; Benoit
et al, 2002). Ainsi, la leptine et l'insuline modulent l'activité électrique des neurones
POMC/CART et NPY/AgRP (Spanswick et al., 2000; Cowley et al., 2001; Plum et al., 2006) ;
inhibent la production des neuropeptides orexigenes NPY et AgRP (Schwartz et al., 1992b;
Sipols et al., 1995; Stephens et al., 1995; Mizuno and Mobbs, 1999; Havel et al., 2000) et
favorisent la production des neuropeptides anorexigenes POMC et CART (Kristensen et al.,
1998; Mizuno et al., 1998; Benoit et al., 2002; Li et al., 2002). L’action de la leptine et de
Iinsuline au niveau du systeme des mélanocortines conduit donc a une action globale

anorexigene.

Les neurones POMC/CART et NPY/AgRP sont également sensibles a la ghréline, I'unique
hormone orexigene libérée par le tractus gastro-intestinal. Les récepteurs de la ghréline sont
exprimés majoritairement par les neurones NPY/AgRP (Willesen et al., 1999; Mondal et al.,
2005). En agissant au niveau du noyau arqué, la ghréline active l'expression des
neuropeptides orexigénes NPY et AgRP (Kamegai et al., 2000; Nakazato et al., 2001) et inhibe
indirectement les neurones POMC/CART en augmentant la libération de GABA sur leurs

corps cellulaires, contribuant ainsi a augmenter la prise alimentaire (Cowley et al., 2003).

Par ailleurs, les neurones du noyau arqué sont également sensibles aux nutriments libérés
dans la circulation sanguine lors de la digestion du bol alimentaire. Pour mesurer le taux de

glucose circulant, le noyau arqué dispose de neurones glucosensibles qui adaptent leur
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fréquence de décharge aux fluctuations de la concentration locale extracellulaire de glucose
(Anand et al., 1964; Oomura et al., 1969). Les neurones orexigenes NPY/AgRP sont activés
par une faible concentration de glucose alors que les neurones anorexigenes POMC/CART
sont inhibés par une faible concentration de glucose ; et inversement en présence d'une forte
concentration de glucose (Muroya et al., 1999; Ibrahim et al., 2003). Les acides gras et les
acides aminés ont également la capacité de moduler I'activité neuronale en agissant certaines
voies de signalisation intracellulaires telles que les voies de I'’AMPK (AMP-activated protein
kinase) et de la mTOR (mammalian target of rapamycin) dont les activités sont directement
corrélées aux flux énergétiques périphériques (Obici et al., 2002b; Cota et al., 2006; Sandoval
et al., 2008). Ainsi, les neurones du noyau arqué utilisent des mécanismes de signalisation
spécifiques pour mesurer les taux de glucose, d’acides gras et d’acides aminés circulants, qui
agissent conjointement pour diminuer la prise alimentaire en période d’abondance

énergétique.

A T'exception du tronc cérébral, les neurones NPY/AgRP se projettent globalement au niveau
des mémes cibles cérébrales que les neurones POMC/CART, et notamment au niveau du
noyau paraventriculaire et de 'hypothalamus latéral (Broberger et al., 1998; Cone, 2005). Les
neurones de ces deux noyaux hypothalamiques possedent une forte densité de récepteur Ys,
connu pour étre responsable des effets orexinergiques du neuropeptide Y (Hu et al., 1996;

Durkin et al., 2000)
2.1.2) L’hypothalamus latéral et les orexines

L’hypothalamus latéral est une structure diffuse composée de sous-populations de
neurones distinctes exprimant des neuropeptides orexigenes: la MCH (Melanin-
Concentrating Hormone) et les orexines (Broberger et al., 1998). Le taux d’expression de la
MCH est augmenté en période de jeline et l'injection intracérébroventriculaire de MCH
induit une augmentation de la prise alimentaire (Qu et al.,, 1996). L'orexine A est une
molécule qui a fait I'objet de certains travaux de I'équipe, nous développerons donc ici une

description succincte du systeme orexinergique.

* Biosynthese et sécrétion : L’orexine A et I'orexine B sont deux neuropeptides de 33 (3,562

KDa) et de 28 acides aminés (2,937 KDa) respectivement, sécrétés par clivage protéolytique
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du produit du gene de la préproorexine (Sakurai et al., 1998). Les orexines A et B sont
produites par une sous-population de neurones de 1'hypothalamus latéral adjacente mais
distincte de la sous-population de neurones produisant la MCH (Broberger et al., 1998; De
Lecea et al., 1998; Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999). Les neurones sécretant les orexines
A et B projettent vers de nombreuses structures cérébrales et notamment vers la plupart des
noyaux hypothalamiques, ainsi que vers le tronc cérébral. Il est par ailleurs particulierement
intéressant de noter ici que les structures olfactives sont des cibles privilégiées de projection
des fibres orexinergiques (Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999; Shibata et al., 2008). Au
sein de I'hypothalamus, les neurones orexinergiques se projettent sur les noyaux ventro- et
dorso-médian, sur le noyau paraventriculaire (Peyron et al., 1998; Mondal et al.,, 1999;
Nambu et al., 1999) ainsi que sur les neurones NPY/AgRP et POMC/CART du noyau arqué
(Peyron et al., 1998; Horvath et al., 1999; Mondal et al., 1999; Nambu et al., 1999) qui se

projettent en retour massivement sur I’hypothalamus latéral (Broberger et al., 1998).

® Récepteurs : Les orexines possedent deux types de récepteurs : OX1R et OX2R. Alors que
I'orexine B présente beaucoup d’affinité pour le récepteur OX2R et peu pour le récepteur
OXI1R ; I'orexine A semble se fixer avec des affinités importantes et équivalentes sur les deux
types de récepteurs (Sakurai et al.,, 1998). Les récepteurs OX1R et OX2R présentent des
répartitions différentes dans le systeme nerveux central, mais sont exprimés abondamment
dans la plupart des noyaux hypothalamiques tels que le noyau arqué, le noyau
ventromédian, I'hypothalamus latéral et le noyau paraventriculaire (Trivedi et al., 1998;

Hervieu et al., 2001).

* Roles dans la régulation de I'homéostasie énergétique : Les orexines jouent un role fondamental
dans la régulation de I'homéostasie énergétique a court terme. En effet, le taux d’expression
de la préproorexine dans I'’hypothalamus latéral est grandement augmenté en période de
jetine et lors d'une hypoglycémie aigue (Sakurai et al., 1998; Cai et al., 1999). L’orexine A est
particulierement efficace pour stimuler la prise alimentaire. Initialement, il a été montré que
les administrations intracérébroventriculaires des deux orexines augmentaient la prise
alimentaire mais que 1'orexine A semblait étre plus efficace que I'orexine B pour maintenir
cet effet de maniere durable (Sakurai et al., 1998). Par la suite, d’autres auteurs ont démontré

que seule l'orexine A était capable d’augmenter la prise alimentaire de maniére aigue
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(Haynes et al., 1999). En effet, les injections chroniques d’orexine A augmentent la prise
alimentaire pendant la phase active et diminuent la prise alimentaire pendant la phase de
repos alors que 1’orexine B reste sans effet. Globalement, I’administration centrale chronique
d’orexine A ne modifie pas la prise alimentaire quotidienne totale et, en conséquence
n‘induit pas d’augmentation de la masse corporelle a long terme (Haynes et al., 1999;

Yamanaka et al., 2003).

L’orexine A stimule l'activité des neurones NPY/AgRP du noyau arqué. En effet, les
neurones orexinergiques se projettent massivement dans le noyau arqué (Horvath et al,,
1999; Mondal et al., 1999). De plus, 'orexine A induit 1'expression du marqueur d’activité
neuronal c-fos au sein des neurones NPY/AgRP et 'augmentation de la prise alimentaire
induite par l'orexine A est partiellement abolie par l'injection d'un antagoniste des
récepteurs du NPY (Yamanaka et al., 2000). Ces données indiquent qu’au moins une partie
des effets des neurones orexinergiques est prise en charge par les neurones NPY/AgRP du
noyau arqué et que ces deux systemes contribuent ensemble a augmenter la prise

alimentaire.

Tout comme les neurones POMC/CART et NPY/AgRP du noyau arqué, les neurones
orexinergiques de I'hypothalamus latéral interagissent avec les hormones et les nutriments
libérés en périphérie. En effet, les neurones orexinergiques sont pourvus de récepteurs de la
leptine (Horvath et al., 1999) et I’administration centrale de ce signal d’adiposité induit une
diminution de 'expression d’orexine A ainsi qu'une diminution de 'activité électrique de ces
neurones (Beck and Richy, 1999; Yamanaka et al., 2003). De plus, l'activité électrique des

neurones orexinergiques est augmentée par I’application de ghréline (Yamanaka et al., 2003).

Plusieurs données indiquent que les neurones de l'’hypothalamus latéral ne sont pas
directement sensibles a l'insuline, mais qu’ils sont en revanche particulierement sensibles
aux fluctuations du taux de glucose circulant. L’expression d’orexine est stimulée une
injection périphérique et hypoglycémiante d’insuline, mais cet effet est aboli lors d’injections
conjointes d’insuline et de glucose non-hypoglycémiantes (Griffond et al., 1999). Il a par
ailleurs été avéré que I'application d’insuline sur les neurones orexinergiques ne semble pas
en moduler l'activité électrique (Yamanaka et al., 2003). L’hypothalamus latéral est une

structure centrale composée de neurones glucosensibles (Anand et al., 1964; Oomura et al.,
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1969). Ainsi la vaste majorité des neurones orexinergiques glucosensibles diminuent leur
activité électrique en réponse a I'application de glucose (Yamanaka et al., 2003; Burdakov et
al., 2005). L’ensemble de ces données indique que les neurones orexinergiques de
I'hypothalamus latéral participent a stimuler la prise alimentaire en période de jetine et a

diminuer la prise alimentaire en période d’abondance énergétique.
2.1.3) Le noyau paraventriculaire et le CRF

Le noyau paraventriculaire est situé autour de la partie supérieure du troisieme
ventricule et il représente une structure d’intégration de la régulation de I'homéostasie
énergétique au cceur de I'’hypothalamus. En effet, ce noyau est richement innervé par les
neurones POMC/CART et NPY/Agrp du noyau arqué et les neurones a orexine de
I'hypothalamus latéral (Jacobowitz and O'Donohue, 1978; Bai et al., 1985; Mountjoy et al.,
1994; Peyron et al., 1998). Le noyau paraventriculaire est sensible aux signaux de satiété
périphérique. En effet les récepteurs de la cholecystokinine sont exprimés dans le noyau
paraventriculaire, et linfusion de cholecystokinine dans cette structure induit une
diminution de la prise alimentaire (Blevins et al., 2000; Mercer et al., 2000; Mercer and Beart,
2004; Wynne et al., 2005). Ce noyau synthétise en retour des neuropeptides anorexigenes,
tels que le CRF (Corticotropin-Releasing Factor), dont ’administration exogene dans le
systeme nerveux central diminue la prise alimentaire et la masse corporelle (Cummings et

al., 1983; Hotta et al., 1991).
2.2) Le tronc cérébral

Le tronc cérébral est classiquement décrit comme étant le centre intégrateur des
signaux a court terme de faim et de satiété. D'une part, le tronc cérébral recoit de la
périphérie des informations nerveuses transmises par le nerf vague qui est activé i) par la
distension du tractus gastro-intestinal lors du passage du bol alimentaire ii) par ’action des
nutriments et des hormones du tractus gatrointestinal sur les terminaisons vagales locales.
D’autre part, le tronc cérébral regoit directement les nutriments et les hormones qui
atteignent le systeme nerveux central. En particulier, les noyaux du tronc cérébral impliqués
dans la régulation de la prise alimentaire, tel que le noyau du tractus solitaire, sont situés a

proximité de l'area postrema, un organe circonventriculaire dépourvu de barriere hémato-
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encéphalique, qui permet au tronc cérébral de collecter les signaux de régulation de

I’homéostasie énergétique présents dans la circulation sanguine.

Le noyau du tractus solitaire est un noyau du tronc cérébral particulierement impliqué dans
la régulation de la prise alimentaire. Il est une cible privilégiée de fibres en provenance de
I'hypothalamus et il envoie en retour d’importantes projections au niveau des noyaux
hypothalamiques tels que le noyau arqué (Ricardo and Koh, 1978). Une sous-population de
neurones du noyau du tractus solitaire exprime le neuropeptide anorexigene POMC
(Palkovits et al., 1987; Cowley et al., 2001). De plus, les récepteurs des mélanocortines MC4R
sont également exprimés dans le noyau du tractus solitaire ainsi que dans le noyau moteur
dorsal du nerf vague, situé plus ventralement et a l'origine des efférences vagales en
direction du tractus gastro-intestinal (Liu et al., 2003). Ainsi, les injections d’agonistes et
d’antagonistes des récepteurs des mélanocortines dans le quatrieme ventricule diminuent et

augmentent respectivement la prise alimentaire et la masse corporelle (Grill et al., 1998).

Les neurones POMC du noyau du tractus solitaire sont sensibles aux signaux de satiété
libérés par le tractus gastro-intestinal et aux nutriments présents dans la circulation sanguine
apres l'ingestion d'un repas. Cet effet est partiellement dii a la libération de cholecystokinine,
car I’administration périphérique de cholecystokinine diminue la prise alimentaire et active
certains neurones POMC du noyau du tractus solitaire. De plus, les neurones du noyau du
tractus solitaire expriment les récepteurs CCKa et CCKs de la cholecystokinine et
I’administration de cholecystokinine directement dans le noyau du tractus solitaire ou dans
le quatrieme ventricule induit une diminution de la prise alimentaire (Blevins et al., 2000;
Merecer et al., 2000; Mercer and Beart, 2004) ; et I'effet satiétogene de la cholecystokinine est
inhibé en présence d"un inhibiteur du récepteur des mélanocortines MC4R (Fan et al., 2004).
Enfin, tout comme les neurones du noyau arqué et de 'hypothalamus, les neurones du
noyau du tractus solitaire sont également capables d’adapter leurs fréquences de décharge

en fonction des variations du taux de glucose circulant (Mizuno and Oomura, 1984).

Ensemble, les informations sur les changements de la quantité d’énergie disponible

portés par le nerf vague, les nutriments, les hormones du tractus gastro-intestinal, les

64



signaux d’adiposité sont donc intégrés dans le tronc cérébral et ’hypothalamus pour
controler la prise alimentaire et la masse corporelle. Ces centres intégrateurs controlent a leur
tour les tissus et les organes importants dans la régulation de I'homéostasie énergétique tels
que le foie, le pancréas, le tissu adipeux et les muscles squelettiques. IIs induisent alors la
sécrétion d’hormones clés dans la régulation du métabolisme énergétique, en activant le
systeme nerveux autonome et ’axe hypothalamo-hypophysaire. Ces centres intégrateurs
permettent également a l'organisme de fournir une réponse comportementale adaptée en
initiant ou en inhibant le comportement alimentaire. Ainsi, par une action coordonnée entre
tous les acteurs du systeme de régulation de l'homéostasie énergétique, ces centres
intégrateurs sont capables de répondre aux besoins énergétiques chroniques de I'organisme
mais sont également capables de s’adapter aux besoins aigus pour assurer 1'équilibre
énergétique de l'organisme a court et a long terme. L’équilibre énergétique repose
principalement sur I'égalité entre les apports et les dépenses énergétiques. Les déséquilibres
du systeme de régulation de I'homéostasie énergétique entrainent l'établissement de
pathologies métaboliques telles que l'obésité, pour laquelle les apports énergétiques

dépassent de maniere chronique la dépense énergétique globale.
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Chapitre III - Problématique de recherche : Les
interactions entre le systeme olfactif et le systeme

de régulation de ’homéostasie énergétique

I es interactions entre le systeme olfactif et le systeme de régulation de I’homéostasie
énergétique représentent le cceur de ma problématique de recherche et nous en

développerons les différents aspects dans cette troisieme partie de 1'introduction.

1) Substrats anatomiques et moléculaires

D’un point de vue anatomique, le systeme olfactif et le systeme de régulation de
I’homéostasie énergétique partagent des voies neuroanatomiques communes et sont
connectés réciproquement. D’une part, le systeme olfactif se projette au niveau de
I'hypothalamus. En effet, le bulbe olfactif se projette directement sur le noyau supraoptique
de I'hypothalamus (Smithson et al., 1989). De plus, la stimulation électrique du bulbe olfactif
induit une réponse électrophysiologique au niveau de 'hypothalamus latéral et du noyau
paraventriculaire de I'hypothalamus (Guevara-Aguilar et al., 1988; Price et al., 1991). Enfin,
de nombreuses structures sur lesquelles se projettent le bulbe olfactif, telles que le noyau
olfactif antérieur, le tubercule olfactif et le cortex piriforme, se projettent également sur
I'hypothalamus latéral (Barone et al., 1981; Price et al., 1991; Astic et al., 1993). D’autre part, le
systeme olfactif recoit les afférences de divers noyaux hypothalamiques (De Olmos et al.,
1978; Shipley and Adamek, 1984). En particulier, nous I'avons déja évoqué dans les deux
premiers chapitres, le bulbe olfactif est la cible directe de fibres orexinergiques originaires de
I'hypothalamus latéral (Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999). De plus, certains neurones
du noyau paraventriculaire de l'hypothalamus se projettent dans le tubercule olfactif

(Newman and Winans, 1980).
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Tableau 1 : Comparaison de I'expression des neuropeptides et des hormones de la régulation de ’lhoméostasie, ainsi
que de leurs récepteurs, dans le bulbe olfactif et I’hypothalamus.

Ce tableau rassemble les données de la littérature concernant la localisation, dans le bulbe olfactif et I’hypothalamus,
des sites de production (avec la présence de ’ARNm ou du peptide au niveau des corps cellulaires de neurones) des
neuropeptides et des hormones de la régulation de 'homéostasie énergétique ainsi que de leurs récepteurs. Les
molécules représentées ici sont : L’agouti-related protein (AgRp); la proopiomélanocortine (POMC) ; I'a-mélanocyte
stimulating hormone (a-MSH) ; les récepteurs des mélanocortines 3 et 4 (MC3R et MC4R) ; la ghréline et son récepteur
(GR) ; le gastrin releasing peptide (GRP) et son récepteur (GRPR) ; I'orexine A (OXA et ses récepteurs (OXR) ; la melanin-
concentrating hormone (MCH) et son récepteur (MCHR) ; la leptine et son récepteur (LepR) ; le corticotropin-releasing
factor (CRF) et son récepteur (CRFR) ; le neuropeptide Y (NPY) et ses récepteurs (NPYR) ; le cocaine- and amphetamine-
regulated transcript (CART) ; l'insuline et son récepteur (IR); la cholecystokinine (CCK) et ses récepteurs (CCKR) ; la
neuromédine B (NMB) et son récepteur (NMBR). Les molécules orexigénes sont représentées en vert et les molécules
anorexigénes sont représentées en orange. L’ensemble des molécules peut étre divisé en quatre catégories : 1) les
molécules qui sont exprimées avec leurs récepteurs spécifiquement par I’hypothalamus (zone bleue) ; 2) les molécules
qui sont exprimées uniquement par I'hypothalamus et qui partagent leurs récepteurs avec le bulbe olfactif (zone
verte) ; 3) les molécules qui sont exprimées avec leurs récepteurs par I’hypothalamus et le bulbe olfactif (zone orange) ;
4) les molécules qui sont exprimées avec leurs récepteurs spécifiquement par le bulbe olfactif (zone violette).

En plus de ces interactions anatomiques, le systeme olfactif et le systeme de
régulation de I'homéostasie énergétique semblent partager plusieurs voies moléculaires
communes. En effet, la plupart des hormones et des neuropeptides produits par les organes
et les centres intégrateurs de la régulation de I’'homéostasie énergétique semblent pouvoir
agir au niveau de leurs récepteurs exprimés par le systeme olfactif. En retour, un certain
nombre de ces hormones et de ces neuropeptides sont également produits par des structures

olfactives.

Ainsi, le tableau 1 récapitule la répartition des molécules impliquées dans la
régulation de la prise alimentaire et de la masse corporelle i) dans ’hypothalamus, le cceur
du systeme de régulation de I’homéostasie énergétique ; ii) dans le bulbe olfactif, le premier
relais central de linformation olfactive. Bien que de nombreuses molécules et leurs
récepteurs soient également exprimés en périphérie, dans le tronc cérébral ainsi que dans de
multiples structures olfactives, par soucis de clarté, nous limiterons notre comparaison au

bulbe olfactif et a 'hypothalamus.

Une premieére catégorie de molécules semble étre spécifique au réseau hypothalamique, a
I'image du systeme des mélanocortines. En effet, I’AgRp et I'aMSH sont deux neuropeptides
produits par les neurones de 'hypothalamus mais pas par les neurones du bulbe olfactif

(Jacobowitz and O'Donohue, 1978; Gee et al., 1983; Haskell-Luevano et al.,, 1999).
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Parallelement, les récepteurs de ces deux hormones, MC3R et MC4R, sont exprimés
sélectivement dans les noyaux hypothalamiques (Roselli-Rehfuss et al., 1993; Mountjoy et al.,
1994). De la méme maniere, la ghréline et le GRP, deux molécules produites majoritairement
par le tractus gastro-intestinal, sont également exprimées, ainsi que leurs récepteurs
respectifs, dans 'hypothalamus mais pas dans le réseau bulbaire (Moody et al., 1988; Wada
et al,, 1990; Wada et al., 1992; Mondal et al., 2005; Hou et al., 2006; Zigman et al., 2006).

Une deuxieme catégorie de molécules est exprimée préférentiellement par '’hypothalamus
mais semble pouvoir agir au niveau des réseaux bulbaire et hypothalamique. Les deux
neuropeptides orexigenes, orexine A et MCH, sont produits spécifiquement par les neurones
de I'hypothalamus latéral (Bittencourt et al., 1992; Broberger et al., 1998; De Lecea et al., 1998;
Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999) qui projettent sur de nombreuses structures telles que
I’hypothalamus et le bulbe olfactif, qui expriment conjointement les récepteurs de ces deux
molécules (Trivedi et al., 1998; Hervieu et al., 2000; Hervieu et al., 2001; Caillol et al., 2003;
Hardy et al., 2005; Prud’homme et al., 2009). De plus, la leptine, produite majoritairement en
périphérie par le tissu adipeux, est également synthétisée par les neurones de
I’hypothalamus (Morash et al., 1999) et possede des récepteurs a la fois dans I’hypothalamus
et dans le bulbe olfactif (Mercer et al., 1996; Fei et al., 1997; Shioda et al., 1998; Prud'homme et
al., 2009).

Une troisieme catégorie de molécules est exprimée parallelement par les neurones de
I'hypothalamus et du bulbe olfactif, et possede des récepteurs dans divers noyaux
hypothalamiques tout comme dans le réseau bulbaire. Ainsi, le neuropeptide anorexigene
CRF est produit par le noyau paraventriculaire et abondamment par le bulbe olfactif
(Merchenthaler et al., 1982; Cummings et al., 1983; Imaki et al., 1989) ; et les récepteurs de
cette molécule sont exprimés par les neurones hypothalamiques comme par les neurones
bulbaires (De Souza et al., 1985; Chen et al., 2005). De plus, le NPY et le CART sont produits
en abondance par le bulbe olfactif et modérément par I'hypothalamus (Gall et al., 1986;
Larhammar et al., 1987; Danger et al., 1990; Couceyro et al., 1997; Broberger et al., 1998;
Koylu et al., 1998; Kristensen et al., 1998; Elias et al., 2001; Blakemore et al., 2006) et les
récepteurs du NPY sont exprimés de maniere équivalente par les neurones hypothalamiques

et les neurones bulbaires (Giardino et al., 1989; Parker and Herzog, 1999; Migita et al., 2001;
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Blakemore et al., 2006). La répartition des récepteurs du neuropeptide CART demeure
inconnue car ces récepteurs n’ont pas encore été identifiés (Vicentic et al., 2006). En plus de
leurs productions périphériques majeures, l'insuline et la cholecystokinine sont toutes deux
synthétisées par les neurones du bulbe olfactif et de '’hypothalamus (Innis et al., 1979;
Seroogy et al., 1985; Young, 1986; Ingram et al, 1989; Devaskar et al., 1994) et leurs
récepteurs respectifs sont exprimés conjointement par ces deux structures (Hill et al., 1986;
Unger et al., 1989; Marks et al., 1990; Honda et al., 1993; Fadool et al., 2000; Mercer et al.,
2000; Mercer and Beart, 2004).

Une quatrieme et derniere catégorie de molécules concerne I'unique neuropeptide exprimé
de maniere sélective par le bulbe olfactif : la neuromédine B. Cette molécule anorexigene est
produite par le tractus gastro-intestinal et le systeme nerveux. De maniere surprenante, le
bulbe olfactif principal est la structure centrale exprimant la plus grande quantité de
neuromédine B (Moody et al., 1988; Wada et al., 1990). Une tres faible quantité de récepteur
de la neuromédine B est exprimée dans ’hypothalamus et le tronc cérébral. En revanche, le
récepteur de la neuromédine B est exprimé abondamment au niveau de structures olfactives
telles que le noyau olfactif antérieur, le tubercule olfactif, le cortex piriforme et la tenia tecta,

qui sont connues pour étre connectées anatomiquement a I’hypothalamus (Wada et al., 1992).

Nous faisons 'hypothese que ces liens anatomiques et moléculaires bidirectionnels
pourraient représenter le support des interactions fonctionnelles entre le systeme de

régulation de I'homéostasie énergétique et le systeme olfactif.

2) Interactions fonctionnelles

De nombreuses données chez l'homme et l'animal, réveélent les interactions
fonctionnelles entre le systeme olfactif et le systeme de régulation de I'homéostasie
énergétique. D"une part, les informations portées par le systeme olfactif peuvent influencer la
prise alimentaire et la masse corporelle. D’autre part, les états alimentaires et métaboliques,
orchestrés par le systeme de régulation de 'homéostasie énergétique, modulent la perception

olfactive.
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2.1) Les informations olfactives régulent le comportement alimentaire

La perception de la qualité sensorielle de la nourriture, codée par la plupart des sens
et principalement par l'olfaction, joue un rdle essentiel dans la régulation des états

alimentaires et métaboliques.

Tout d’abord, la perception sensorielle de la nourriture lors de son arrivée dans la
cavité buccale induit des changements métaboliques rapides regroupés sous le terme de
« phase céphalique » initialement décrite par Pavlov au début du 20 siecle. La perception
sensorielle de la nourriture initie un réflexe vagal qui stimule la production de salive, la
libération d’enzymes et d’hormones gastriques, la sécrétion endocrine et exocrine d’enzymes
et d’hormones pancréatiques et la thermogénese avant méme que le bol alimentaire n’entre
dans le tractus gastro-intestinal. La libération enzymatique et hormonale lors de la phase
céphalique initie le comportement alimentaire, favorise la digestion, 1’absorption et
l'utilisation optimale des nutriments (Giduck et al., 1987; Zafra et al, 2006). A titre
d’exemple, la perception sensorielle de la nourriture induit une sécrétion rapide d’insuline
par le pancréas, responsable d'une légere hypoglycémie pré-prandiale qui participe a
I'initiation la prise alimentaire et favorise ensuite la tolérance du glucose libéré massivement
lors de lI'ingestion d'un repas (Louis-Sylvestre, 1976; Louis-Sylvestre and Le Magnen, 1980;
Bellisle et al., 1985; Campfield et al., 1985; Ahren and Holst, 2001). La plupart des études
portant sur la phase céphalique chez I'Homme reposent sur l'observation des effets
métaboliques de la prise alimentaire fictive (« sham-feeding »), consistant a introduire,
macher puis extraire de la nourriture sans I'avaler. Un tel paradigme ne permet pas de
dissocier les effets propres de la vue, du toucher, de la gustation et de 1'olfaction (orthonasale
et rétronasale) mis en jeu lors de la mise en bouche de la nourriture. Ils sont généralement
analysés conjointement. En outre, certains éléments indiquent que I'olfaction, a elle seule,
permet d’initier la phase céphalique. En effet, 'odeur de nourriture provoque la sécrétion de
salive par les glandes parotides et la sécrétion de gastrine par l'estomac de maniere
significative sans que le sujet ne mette en bouche la nourriture (Pangborn et al.,, 1979;

Feldman and Richardson, 1986).

De plus, la variété qualitative et sensorielle de la nourriture présentée au cours d'un

repas influence quantitativement la prise alimentaire. Le Magnen a initialement démontré en
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1956 qu'il était possible d’induire une hyperphagie en faisant varier la qualité sensorielle de
la nourriture au cours d'un repas. Pour cela, des rats ont été habitués a recevoir un repas
quotidien de deux heures au cours desquelles quatre rations de nourriture odorisées par une
méme odeur leur étaient proposées. A lissue de I'habituation, la présentation de quatre
rations odorisées par quatre odeurs différentes induit une augmentation de la consommation
de nourriture d’au moins 70% au cours du repas (Le Magnen, 1999) (publié¢ pour la premiere
fois en 1956). Trente années plus tard, ce phénomene, des lors nommé « satiété sensorielle »,
a été confirmé chez I'Homme par Rolls (1984) qui a également montré que lors d'un repas
varié comportant plusieurs plats différents (incluant des odeurs mais aussi des saveurs, des
textures et des apparences différentes), le nombre de calories ingérées était de 60% supérieur
au nombre de calories consommeées lors d"un repas constitué de plusieurs présentations du
meéme plat (Rolls et al., 1984). La palatabilité, qui correspond a I’évaluation hédonique des
caractéristiques oro-sensorielles de la nourriture, intervient dans le phénomene de satiété
sensorielle. De nombreuses études menées principalement chez 'Homme ont montré que, a
valeur énergétique égale, plus la nourriture est palatable, plus elle est consommée en grande
quantité (Sorensen et al.,, 2003). De plus, la palatabilité¢ diminue au fur et a mesure de la
présentation d’un plat qui a été préalablement consommé, gotité ou simplement senti alors
qu’elle reste inchangée pour les plats qui n’ont pas encore été consommé. Ainsi, la variété
sensorielle d'un repas entretient la palatabilité et relance la prise alimentaire lors de la

présentation d’un nouveau plat (Rolls et al., 1981; Rolls et al., 1984; Rolls and Rolls, 1997).

Une des approches utilisées pour évaluer le rdle de l'information olfactive sur le
métabolisme énergétique consiste a étudier 'impact de 1ésions du systeme olfactif sur le
comportement alimentaire et la masse corporelle. Le modele de Iésion le plus étudié est sans
doute I'ablation bilatérale des bulbes olfactifs, qui a apporté des résultats tres contradictoires.
Certains auteurs ont rapporté, chez le rat, qu'une telle lésion diminue la taille des repas mais
que cet effet est compensé par I'augmentation du nombre de repas et que ces changements
du comportement alimentaire s’estompent au bout de quelques semaines (Meguid et al.,
1993; Meguid et al., 1997). D’autres auteurs ont montré que la bulbectomie bilatérale
augmente la prise alimentaire et conduit a I’obtention d’un phénotype obese chez le hamster
et le primate (Miro et al., 1980; Miro et al.,, 1982; Seguy and Perret, 2005). De plus, la

bulbectomie bilatérale potentialise 1'’hyperphagie et l'obésité associées a la lésion de
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I'hypothalamus ventromédian (Larue and Le Magnen, 1968). Enfin, un article récent a mis en
évidence que la bulbectomie augmente la prise alimentaire et 'expression du NPY dans
I'hypothalamus de rats susceptibles de développer une obésité et que cette lésion n’a pas

d’effet sur les rats résistants a I’obésité (Primeaux et al., 2007).

Ces données suggerent que l'intégrité du systeme olfactif semble nécessaire pour
permettre une régulation efficace du comportement alimentaire et que son role est d’autant
plus important chez des animaux obeses. Cependant, les mécanismes sous-tendant une telle
régulation demeurent inconnus. En outre, I'existence de résultats contradictoires remet en
question la validité du modele de bulbectomie, qui est par ailleurs a la base d’autres déficits
que l'anosmie, comme la mise en place d'une dépression qui affecte de nombreux

comportements (Song and Leonard, 2005).
2.2) Les états alimentaires et métaboliques modulent la perception olfactive

L’étude de l'influence de 1’état alimentaire sur la perception olfactive remonte au
début du 20¢e siecle, lorsque plusieurs expériences ont révélé une augmentation marquée de
la sensibilité olfactive de sujets humains lors d'une période de jetine prolongée (Langfeld,
1914; Glaze, 1928, 1929). Une vingtaine d’années plus tard, d’autres études chez I'Homme
ont permis d’identifier des variations diurnes de l'acuité olfactive en fonction de l'état
alimentaire. Ainsi, ces auteurs ont démontré que la sensibilité olfactive était augmentée en
état de faim et diminuée en période de rassasiement (Goetzl and Stone, 1947, 1948; Goetzl et
al., 1950; Schneider and Wolf, 1955; Furchtgott and Friedman, 1960). De plus, chez des sujets
affamés, la consommation de sucrose ou la distension de l’estomac revient a mimer la
sensation de rassasiement et induit une diminution de 'acuité olfactive (Ahokas and Goetzl,
1951; Goetzl et al.,, 1951). A l'inverse, certaines études n'ont pas permis reproduire les
résultats de Goetzl, et nont pas réussit a révéler de lien entre les variations de l'acuité
olfactive et I’état alimentaire (Janowitz and Grossman, 1949; Zilstorff-Pedersen, 1955; Turner
and Patterson, 1967). Plus récemment, Koelega (1994) a montré qu’il y avait effectivement
une variation diurne de l'acuité olfactive, mais qu’elle n’était pas liée a la prise alimentaire
(Koelega, 1994). Par ailleurs, certains auteurs ont également démontré que les sujets obeses
présentaient une moins bonne acuité olfactive que les sujets normaux (Guild, 1956). Une

étude plus récente a également indiqué que les patientes obeses présentaient des altérations
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de la fonction olfactive (Richardson et al., 2004). A l'inverse, une autre étude a démontré que
des enfants atteints d’obésité présentaient une excellente acuité olfactive (Obrebowski et al.,
2000). L’ensemble de ces études chez I'Homme ne semble donc pas nous permettre de tirer
de conclusions définitives sur la modulation de la sensibilité olfactive par les états
alimentaires et métaboliques. Une des raisons principales repose sur la difficulté de contrdler
qualitativement et quantitativement les repas de sujets humains pour mettre en évidence les
variations subtiles de l'acuité olfactive en fonction d'un état alimentaire précisément
caractérisé. Enfin, les études chez 'Homme ne donnent pas acces aux mécanismes sous-
tendant la modulation de la sensibilité olfactive par les états alimentaires, contrairement aux

modeles animaux qui sont en cela, beaucoup plus informatifs.

L’étude des mécanismes de modulation du traitement de I'information olfactive par
les états alimentaires chez des modeles animaux a été initiée dans les années 70 par des
études d’électrophysiologie menées dans 1'équipe de Le Magnen (Giachetti et al., 1970). Ces
travaux, associés aux études d’autres équipes, ont permis de montrer que I'activité électrique
du bulbe olfactif est modulée par 1'état alimentaire. Chez le rat vigile, la réactivité des
cellules mitrales est augmentée en état de faim et diminuée en état de rassasiement (Pager et
al, 1972). Ces auteurs indiquent que la modulation de l’activité bulbaire par 1'état
alimentaire est observée seulement en réponse a des odeurs alimentaires et n’est pas
observée pour des odeurs neutres (Pager et al., 1972). Ces auteurs précisent cependant que la
réactivité des cellules mitrales a d’autres odeurs peut s’acquérir au cours de 1'expérience
alimentaire des animaux. En effet, lorsque des animaux sont habitués depuis le sevrage a
consommer une nourriture odorisée a I'eucalyptol, alors la réactivité des cellules mitrales a
I'odeur d’eucalyptol a ’age adulte est modulée par I'état alimentaire de la méme maniere
que l'odeur de l'aliment (Pager, 1974). Depuis, plusieurs auteurs ont prouvé que l’état
alimentaire modulait également la réactivité des cellules mitrales aux odeurs neutres. En
effet, plus récemment, Apelbaum et Chaput (2003) ont démontré que l'activité des cellules
mitrales en réponse a des odeurs de nourriture mais également a diverses odeurs neutres
étaient augmentée en réponse a un jeline aigu et a un jeline chronique, et quelle était
diminuée chez les animaux nourris. De plus, le degré de réactivité des cellules mitrales est
modifié par I'expérience alimentaire et est plus importante chez les animaux soumis a un

jetine aigu que chez les animaux habitués a un jetine chronique (Apelbaum and Chaput,
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2003). L’injection périphérique d’insuline, en induisant une forte hypoglycémie, revient a
mimer le jéune alimentaire et augmente la réactivité des cellules mitrales a une odeur neutre
ou a odeur de nourriture de la méme maniere que 1’état de faim physiologique (Pager et al.,
1972; Cain, 1975). Suite a l'injection d’insuline, 1'administration périphérique de glucose
restaure l'activité électrique des cellules mitrales a son niveau basal (Cain, 1975). La
distension gastrique obtenue artificiellement par l'introduction dun ballon gonflable dans
I'estomac induit une diminution de l'activité multiunitaire des cellules mitrales du bulbe
olfactif, et reproduit fidelement la sensation de rassasiement due au passage du bol
alimentaire dans l'estomac (Chaput and Holley, 1976). Récemment, il a été montré que les
cellules mitrales ne sont pas les seules cellules du réseau bulbaire dont I'activité est modulée
par l'état alimentaire. En effet, le jeine induit l'expression du marqueur d’activation
neuronal c-fos i) dans la couche des cellules mitrales pour les odeurs familieres non-
alimentaire et les odeurs alimentaires ii) dans la couche des cellules granulaires pour les

odeurs neutres, familieres non-alimentaires et alimentaires (Prud’homme et al., 2009).

Ces données suggerent que des signaux périphériques et centraux impliqués dans la
régulation de la prise alimentaire sont libérés en état de faim et en état de rassasiement et
viennent agir au niveau du systeme olfactif, et en particulier au niveau du bulbe olfactif,

pour moduler I'acuité olfactive.
2.2.1) Le role de I’Orexine A dans la fonction olfactive

L’orexine A est un neuropeptide orexigene synthétisé par les neurones de
I’hypothalamus latéral en réponse a un jetine alimentaire (De Lecea et al., 1998; Peyron et al.,
1998; Sakurai et al., 1998; Cai et al., 1999; Haynes et al., 1999; Nambu et al., 1999; Yamanaka
et al, 1999). Les neurones orexinergiques de I'’hypothalamus latéral se projettent
massivement sur de nombreuses structures cérébrales et en particulier sur plusieurs
structures du systeme olfactif telles que le bulbe olfactif, le noyau olfactif antérieur et le
cortex piriforme (Peyron et al.,, 1998, Nambu et al., 1999; Shibata et al., 2008). Au sein du
bulbe olfactif, les fibres orexinergiques sont distribuées dans toutes les couches cellulaires :
de la couche des nerfs la plus externe, a la couche granulaire la plus interne. Toutefois, les
quantités de fibres immunoréactives semblent plus importantes dans la couche glomérulaire

et dans les couches des cellules mitrales et granulaires, que dans les autres couches (Caillol et
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al., 2003; Shibata et al., 2008). Les récepteurs des orexines (OX1IR et OX2R) sont exprimés a
tous les étages du systeme olfactif : dans 1'épithélium olfactif, le bulbe olfactif, le noyau
olfactif antérieur et le cortex piriforme (Caillol et al., 2003). Au sein du bulbe olfactif, les
récepteurs des orexines sont exprimés principalement au niveau des corps cellulaires et des
zones pré- et post-synaptiques des couches glomérulaire, mitrale et granulaire (Caillol et al.,
2003; Hardy et al., 2005; Prud’homme et al., 2009). De maniére intéressante, le récepteur
OX2R, moins spécifique de I'orexine A que de I'orexine B, est exprimé plus faiblement que le
récepteur OX1R non-sélectif. De plus, les fibres contenant I’orexine B sont moins abondantes
que les fibres contenant l'orexine A (Caillol et al.,, 2003; Prud’homme et al., 2009). Ces
données suggerent que l'orexine A, plus spécifiquement impliquée dans la régulation de
I’'homéostasie énergétique, joue probablement un rdle prépondérant au sein du réseau
bulbaire. En effet, il a ét¢ démontré in vivo chez le rat anesthésié que linjection
intracérébroventriculaire ou l’application sur le bulbe olfactif d’orexine A modifie I'activité
spontanée des cellules mitrales: 1'orexine A peut soit inhiber, soit stimuler l'activité
spontanée des cellules mitrales (Apelbaum et al., 2005). De plus, les enregistrements in vitro
de cellules mitrales en patch-clamp sur tranches de bulbe olfactif de rat démontrent
également que l'application d’orexine A est capable de produire ces deux effets, qui sont
annulés par l'application d’'un antagoniste des récepteurs OXIR. Sur certaines cellules
mitrales, 1'orexine A induit une dépolarisation. Cet effet est direct, et repose sur I'activation
des récepteurs OXIR portés par les cellules mitrales. Sur d’autres cellules mitrales, I'orexine
A provoque une hyperpolarisation. Cet effet est indirect et repose sur l'activation des
interneurones GABAergiques granulaires et périglomérulaires, qui inhibent les cellules
mitrales en réponse a l'application d’orexine A (Hardy et al.,, 2005). Pour corroborer ces
résultats électrophysiologiques, il a récemment été démontré que I‘injection
intracérébroventriculaire d’orexine A stimule l'expression du marqueur d’activation
neuronal c-fos dans les cellules mitrales, mais également dans les cellules granulaires et
périglomérulaires en réponse a des odeurs alimentaires. Cet effet est inversé par

I’'administration d’un antagoniste des récepteurs des orexines (Prud’homme et al., 2009).

Bien que l'influence de I'orexine A sur le systeme olfactif semble étre bien caractérisée
au niveau cellulaire et électrophysiologique, trés peu de données comportementales sont

disponibles. Ainsi, la caractérisation de I'effet de I'injection d’orexine A sur les performances
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olfactives a été réalisé lors de travaux menés au sein de I'équipe, et dont les résultats seront

présentés dans cette these (Julliard et al., 2007).
2.2.2) Le role de la leptine dans la fonction olfactive

La leptine est une hormone anorexigene produite principalement par le tissu adipeux
blanc (Zhang et al.,, 1994; Campfield et al.,, 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al.,
1995). Les récepteurs de la leptine sont présents a plusieurs étages du systeme olfactif : au
niveau de la muqueuse olfactive, du bulbe olfactif et du cortex piriforme (Shioda et al., 1998;
Getchell et al., 2006; Baly et al., 2007; Prud’homme et al., 2009). Au niveau de 1'épithélium
olfactif, les récepteurs de la leptine sont exprimés par les neurorécepteurs olfactifs et les
cellules de soutien et lapplication de leptine module Iactivité spontanée des
neurorécepteurs olfactifs et diminue la réponse évoquée par une odeur neutre (Baly et al.,
2007; Savigner et al., 2009). Au sein du réseau bulbaire, la forme longue du récepteur de la
leptine est située sur les corps cellulaires des cellules granulaires et des cellules mitrales
(Shioda et al., 1998; Prud'homme et al., 2009). D’un point de vue fonctionnel, I'administration
intracérébroventriculaire de leptine diminue 1'expression du marqueur d’activation neuronal
c-fos dans la couche des cellules mitrales et granulaires en réponse a des odeurs alimentaires
(Prud’homme et al., 2009). Il existe actuellement trés peu de données concernant l'influence
de la leptine sur les performances olfactives au niveau comportemental. Getchell et al. (2006)
ont mesuré le temps mis par des souris normales, ob/ob (ne produisant pas de leptine) et
db/db (portant un récepteur de la leptine non-fonctionnel) pour retrouver de la nourriture
cachée sous la litiere. Il s’avere que les souris ob/ob et db/db, privées de la voie de signalisation
de la leptine, sont beaucoup plus rapides que les souris normales pour retrouver la
récompense alimentaire. De plus, I'administration de leptine chez les souris 0b/ob diminue
leurs performances, induisant alors un comportement identique a celui de souris normales
(Getchell et al.,, 2006). L’ensemble de ces données électrophysiologiques, cellulaires et
comportementales suggere que la leptine agit au niveau du systeme olfactif pour diminuer
les performances olfactives. Cependant, la caractérisation comportementale de cet effet n’est
pas satisfaisante, car le test utilisé par Getchell et al. (2006) ne permet pas de dissocier un

éventuel effet de la leptine sur la sensibilité olfactive d'un effet majeur de la motivation des
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souris obeses et hyperphagiques ob/ob et db/db en restriction alimentaire pour retrouver de la

nourriture cachée sous leur litiére.
2.2.3) Le role de I'insuline dans la fonction olfactive

L’insuline est une hormone d’adiposité produite par les cellules endocrines du
pancréas (Polonsky et al.,, 1988). En périphérie, elle agit sur le premier étage du systeme
olfactif. En effet, son récepteur est exprimé par les neurorécepteurs olfactifs et les cellules de
soutien de I'épithélium olfactif et ’application d’insuline module l'activité spontanée des
neurorécepteurs olfactifs et diminue la réponse évoquée par des odeurs neutres (Lacroix et
al., 2008; Marks et al., 2009; Savigner et al., 2009). Cette hormone traverse la barriere
hématoencéphalique pour atteindre le systeme nerveux central (Frank et al., 1986; Duffy and
Pardridge, 1987; Schwartz et al., 1990b; Banks et al., 1997a). De maniere intéressante, le taux
de transport de lI'insuline a travers la barriere hématoencéphalique est deux a huit fois plus
important dans le bulbe olfactif que dans le reste du cerveau (Banks et al., 1999). En
conséquence, le bulbe olfactif est, aux cotés de I'hypothalamus, la structure cérébrale
contenant la plus importante quantité d’insuline (Baskin et al., 1983). Plusieurs études ont
démontré que le bulbe olfactif contient également le plus grand nombre de récepteur de
I'insuline du systeme nerveux central. Tout d’abord, une étude d’autoradiographie a permis
de démontrer que I'insuline se fixe préférentiellement dans le bulbe olfactif (Hill et al., 1986)
ou elle semble avoir une affinité i) maximale pour les récepteurs de la couche plexiforme
externe, ii) haute pour les récepteurs de la couche granulaire et iii) modérée pour les
récepteurs de la couche glomérulaire. De plus, I'insuline se fixe également abondamment a
d’autres étages du systeme olfactif, tels que le noyau olfactif antérieur, le tubercule olfactif et
le cortex piriforme. Cependant, la technique d’autoradiographie utilisée dans cette étude ne
dispose pas d’une résolution spatiale suffisante pour délimiter précisément les couches ou
identifier les différentes catégories cellulaires exprimant le récepteur de I'insuline. De plus,
’autoradiographie ne représente qu'une mesure indirecte de la localisation des récepteurs et
repose sur la capacité de fixation d’un ligand (i.e. 'insuline) a son récepteur dont I'affinité
peut présenter des variations régionales, biaisant alors I'interprétation de ces résultats. Une
étude d’hybridation in situ a également démontré que le bulbe olfactif est la structure

centrale exprimant la plus grande quantité de récepteur de l'insuline (Marks et al., 1990). En
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effet, ’ARNm du récepteur de I'insuline est présent dans les cellules granulaires, mitrales et
périglomérulaires. Le transcrit du récepteur de l'insuline est également retrouvé dans le
cortex piriforme. En analysant la répartition de I’ARNm du récepteur de l'insuline,
I'hybridation in situ possede une meilleure résolution spatiale que 1’autoradiographie, mais
donne encore une fois une mesure, certes complémentaire, mais indirecte de la localisation et
de la quantification des sous-unités protéiques du récepteur de l’insuline. A notre
connaissance, seules deux études ont analysé la localisation cellulaire du récepteur de
I'insuline par des techniques d’immunohistochimie (Unger et al., 1989; Fadool et al., 2000).
Unger et al. (1989) ont noté 1'abondance de ce dernier dans plusieurs régions olfactives : dans
les couches granulaire, plexiforme externe et glomérulaire du bulbe olfactif ainsi que dans le
noyau olfactif antérieur et le cortex piriforme. Malheureusement, bien que ces données soient
énoncées, aucun résultat au sein du bulbe olfactif n’est présenté. Fadool et al. (2000) ont
étudié la localisation du récepteur de l'insuline au cours du développement chez le rat et ne
présentent que les résultats de la couche des nerfs, de la couche glomérulaire et de la couche
plexiforme externe, sans mentionner les autres couches. Enfin, ces études n’apportent pas
d’informations sur la quantification et la localisation cellulaire du récepteur de I'insuline au
sein du réseau bulbaire. L’ensemble de ces données nous a conduit a analyser la répartition
et la quantité de récepteurs de l'insuline présents dans les différentes couches du réseau

bulbaire adulte.

D’un point de vue fonctionnel, de plus en plus de données sont disponibles dans la
littérature pour tenter de caractériser le role de I'insuline dans la fonction olfactive. Des la fin
des années 90, Fadool et ses collaborateurs se sont intéressés aux cibles moléculaires du
récepteur de l'insuline dans le bulbe olfactif. IIs ont alors identifié un canal potassique
voltage-dépendant, le Kv1.3, comme cible potentielle de l'activité tyrosine kinase du
récepteur de l'insuline (Bowlby et al., 1997). En effet, tout comme le récepteur de l'insuline, le
canal Kv1.3 est abondamment exprimé dans le bulbe olfactif. Ainsi, 'application d’insuline
sur une culture primaire de neurones du bulbe olfactif induit la phosphorylation du canal
Kv1l.3 et diminue l'amplitude du courant Kv1.3 (Fadool and Levitan, 1998; Fadool et al.,
2000). Ces auteurs ont ensuite étudié une souris transgénique portant une délétion du canal
Kv1.3. Ils ont alors observé que les neurones du bulbe olfactif en culture ont une excitabilité

altérée et que l'effet de l'insuline sur 'amplitude du courant Kv1.3 est aboli. Le phénotype

79



olfactif des souris Kv1.3 -/- est particulierement intéressant. En effet, ces souris retrouvent de
la nourriture cachée sous la litiere deux fois plus rapidement que les souris témoins. Par
ailleurs, elles passent beaucoup plus de temps a explorer une odeur nouvelle que les souris
témoins et sont capables de retrouver de la nourriture cachée sous de la litiere odorisée pour
des concentrations d’odorants beaucoup plus faibles que les témoins. Ainsi, les auteurs
concluent que les souris Kv1.3 -/-, dépourvues de canal Kv1.3, présentent de meilleures
capacités de discrimination et de détection olfactives que leurs témoins et les qualifient de
« supersmellers » (Fadool et al., 2004). Ces données nous apportent des indices cruciaux sur
la compréhension du rdle de I'insuline dans le systeme olfactif et indiquent que 1’altération
de la voie de signalisation insulinique conduit a une augmentation des performances
olfactives. Cependant, les études de Fadool et de ses collaborateurs présentent plusieurs
points faibles. 1) L’effet de I'insuline sur la conductance du canal Kv1.3 a été analysé sur des
cultures primaires de bulbe olfactif au sein desquelles il est difficile de distinguer les cellules
mitrales, des interneurones gabaergiques. Ainsi, la compréhension fine du rdle de l'insuline
sur le fonctionnement du réseau bulbaire est difficile. 2) Le modele transgénique est un
modele robuste et puissant, mais la délétion du canal Kv1.3 altere la mise en place d'un
systeme olfactif normal au cours du développement. En ce sens, les auteurs ont démontré
que les souris Kv1.3 -/- développent un systeme olfactif morphologiquement et
fonctionnellement anormal. En effet, ces souris ont moins de neurorécepteurs olfactifs. Ces
derniers présentent un nombre anormalement élevé de cils olfactifs et surexpriment les
récepteurs moléculaires aux odeurs et la protéine Gaolf. Ces souris ont également des bulbes
olfactifs de taille réduite, avec des glomérules plus petits et plus nombreux que les souris
témoins. Enfin, ces animaux développent des connexions épithélio-bulbaires anormales (Biju
et al., 2008). 3) La plupart des tests comportementaux utilisés par ces auteurs font intervenir
les performances locomotrices des animaux, or les souris Kv 1.3 -/- ont une activité
locomotrice pres de deux fois supérieure a celle de leurs témoins. 4) La plupart des tests
comportementaux utilisés sont motivés par I'apport d'une récompense alimentaire alors que
les souris Kv1.3 ont un comportement alimentaire altéré, avec une fréquence de prise

alimentaire plus élevée que les souris témoins.

Au cours d’'une étude tres récente, Fadool et ses collaborateurs ont adopté une stratégie

différente pour comprendre le rdle de I'insuline dans la fonction olfactive, en étudiant chez la
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souris 'impact d"une administration intranasale d’insuline sur les performances olfactives
(Marks et al., 2009). Tout d’abord, ces auteurs ont confirmé leurs résultats obtenus in vitro en
démontrant que I’administration intranasale d’insuline induit une phosphorylation du canal
Kv1.3 bulbaire in vivo, suggérant une activation fonctionnelle du réseau bulbaire suite a
I'application d’insuline dans les cavités nasales. Au niveau comportemental, I'administration
intranasale d’insuline augmente le temps d’exploration pour une nouvelle odeur suggérant
que les souris traitées présentent de meilleures capacités de discrimination olfactive que les
souris non-traitées. En revanche, cet effet semble étre biaisé par la curiosité accrue de ces
animaux, puisque l’administration intranasale d’insuline augmente également le temps
d’exploration pour un nouvel objet non-odorisé. Enfin, ces auteurs n’ont pas mis en évidence
de modification du seuil de détection olfactive chez les animaux traités par l'insuline. D’une
maniere générale, 'administration intranasale d’insuline semble difficilement compatible
avec l'étude du comportement olfactif. En effet, étant donné le volume réduit de la cavité
nasale d’une souris (32mm?, Gross et al., 1982) et comme le reconnaissent les auteurs, il est
impossible de tester les animaux immédiatement apres l'instillation de plusieurs dizaines de
microlitres de solution d’insuline dans les narines des animaux. Les auteurs sont donc
contraints de répéter ce traitement une fois par jour pendant six jours avant de tester les
animaux 5h apres la derniere administration d’insuline. La demi-vie de l'insuline dans le
systéeme nerveux central n’excedant pas 2h (Schwartz et al., 1990a; Cashion et al., 1996), on
peut alors se demander quelle quantité d’insuline active est encore présente dans le bulbe
olfactif 5h apres la derniere application d’insuline. Le dosage de l'insuline dans le bulbe
olfactif suite a I’administration d’insuline aurait probablement pu lever le doute sur ce point.
Ainsi, plus qu'un effet aigu sur les performances olfactives, ces auteurs ont testé I'impact de
changements fonctionnels induits par I'application chronique d’insuline sur les capacités
olfactives. Enfin, bien que l'administration intranasale d’insuline induise une
phosphorylation du canal Kv1.3 dans le bulbe olfactif, rien ne semble indiquer qu’il s’agisse
d’un effet direct et on peut suggérer que l'insuline administrée dans la cavité nasale agit
préférentiellement sur les neurorécepteurs olfactifs de I'épithélium, eux-mémes équipés de
récepteurs de l'insuline (Lacroix et al., 2008; Marks et al., 2009; Savigner et al., 2009), pour

ensuite activer les neurones relais du bulbe olfactif.
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En conclusion, il existe de nombreux éléments qui nous indiquent que l'insuline joue
un role sur la fonction olfactive, mais un effet direct de 1'insuline sur le réseau bulbaire et le
role de l'insuline sur les capacités de détection olfactives pour des odeurs neutres reste a

démontrer.

3) Objectifs de la thése

L’ensemble des données que nous avons présenté indique qu’il existe une relation
étroite et bidirectionnelle entre le systeme olfactif et le systeme de régulation de
I’homéostasie énergétique. D'une part, il apparait que le message olfactif est capable
d’influencer la prise alimentaire et la masse corporelle. D’autre part, il semble que les états
alimentaires et métaboliques modulent le traitement de 1'information olfactive. De nombreux
éléments démontrent que le systeme olfactif et le systeme de régulation de ’homéostasie
énergétique partagent des voies neuroanatomiques et neurochimiques communes, qui
pourraient représenter le support des interactions fonctionnelles existant entre ces deux
systemes. La caractérisation comportementale de l'influence des états alimentaires et
métaboliques sur la perception olfactive a fait I'objet de plusieurs études qui n’ont pas
permis de mettre en exergue un effet marqué et consensuel. Ainsi, le premier objectif de ce
travail de thése consiste a caractériser 1'influence des états alimentaires et métaboliques
sur la perception olfactive. La réalisation de cet objectif nécessite 1'établissement d'un
modele de restriction alimentaire chez le rongeur, nous permettant de controler
qualitativement et quantitativement la prise alimentaire et, en conséquence, de synchroniser
I'état nutritionnel des animaux. Le protocole de restriction alimentaire, couplé au
développement et a l'utilisation d'un test comportemental destiné a mesurer la capacité de
détection olfactive des rongeurs devrait nous permettre de comparer les performances de
détection olfactive des animaux en l'état affamé et en I'état rassasié. En complément,
I’analyse de la modulation de la perception olfactive par 1'état alimentaire mesuré pour des
animaux obeses et résistants a 1'obésité sera effectué afin d’étudier l'influence d’états

métaboliques extrémes sur le traitement de 1'information olfactive.
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A Tlissu de l'étude de la modulation de la perception olfactive par les états
alimentaires et métaboliques, la caractérisation des mécanismes sous-tendant de telles
modulations sera effectuée. Au cours de la troisieme partie de cette introduction, nous avons
relaté les nombreux éléments nous permettant de suggérer que certaines molécules
impliquées dans la régulation de I’'homéostasie énergétique apparaissent comme d’excellents
candidats capables de moduler le traitement de I'information olfactive en fonction des états
alimentaires et métaboliques. Ainsi, le second objectif de ce travail de thése consiste a
identifier et mettre en évidence le role des molécules impliquées dans la modulation de la
perception olfactive par les états alimentaires et métaboliques. Pour cela, nous focaliserons
nos travaux sur l'étude de l'influence de la leptine et de linsuline, deux hormones
anorexigenes périphériques ; et de I’orexine, un neuropeptide hypothalamique orexigene, sur
la capacité de détection olfactive des rats. Nous utiliserons un paradigme comportemental
identique a celui utilisé pour I'accomplissement du premier objectif de ce travail de these.
Afin d’approfondir notre compréhension du role de I'insuline dans la fonction olfactive, nos
travaux comportementaux seront couplés a des études moléculaires, biochimiques et
immunohistochimiques qui devraient nous permettre de comprendre l'influence des états
alimentaires sur la quantité d’insuline, la localisation et le nombre de récepteurs de 1'insuline

présents dans le systeme olfactif et, en particulier, dans le réseau bulbaire.
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Chapitre I - Modulation de la détection olfactive

par les états alimentaires et métaboliques

omme nous l'avons relaté dans le troisieme chapitre de I'introduction, de nombreuses
C données semblent indiquer que I'acuité olfactive est modulée par les états alimentaires
et métaboliques. Les études chez 'Homme ont évoquées des variations diurnes de 'acuité
olfactive (Goetzl and Stone, 1947, 1948; Janowitz and Grossman, 1949; Goetzl et al., 1950;
Ahokas and Goetzl, 1951; Goetzl et al., 1951; Schneider and Wolf, 1955; Zilstorff-Pedersen,
1955; Furchtgott and Friedman, 1960; Turner and Patterson, 1967; Koelega, 1994) sans pour
autant faire ressortir de maniere consensuelle le role des états alimentaires sur la modulation
de la sensibilité olfactive. De la méme maniere, les études menées sur des patients humains
obeses n’ont pas permis de révéler l'influence d’un état métabolique pathologique sur les
performances olfactives (Guild, 1956; Obrebowski et al., 2000; Richardson et al., 2004). Les
études chez l’animal ont démontrées une modulation de la réactivité des cellules mitrales du
bulbe olfactif par les états alimentaires (Giachetti et al., 1970; Pager et al., 1972; Pager, 1974;
Cain, 1975; Chaput and Holley, 1976; Apelbaum and Chaput, 2003; Prud’homme et al., 2009),

sans étudier les conséquences d"une telle modulation au niveau comportemental.

Ainsi, la premiere étape de notre travail expérimental a consisté a développer un test
comportemental nous permettant d’étudier de maniere sélective les capacités de détection
olfactive des rongeurs en fonction d’un état alimentaire parfaitement maitrisé. Pour cela, les
animaux sont placés en restriction alimentaire et ont acces a la nourriture au cours d'un
unique repas quotidien de quatre heures, pendant leur phase active. Cette restriction
alimentaire permet de contrdler précisément 1’état nutritionnel des animaux en s’assurant
que, dans les dernieres heures qui précedent le repas, tous les animaux de la cohorte seront
affamés ; et que dans les premieres heures apres le repas, tous les animaux de la cohorte

seront rassasiés.
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Figure 21 : Représentation schématique du test comportemental.

Chaque encadré représente une phase du test comportemental (habituation, aversion, test aversion, test de détection
et re-test aversion). La cage expérimentale est équipée de deux biberons pouvant contenir soit de I’eau (en bleu) soit de
I'acétate d’isoamyle a différentes concentrations (ISO, en rose). Pendant la phase d’aversion, une injection de chlorure
de lithium (LiCl) permet d’établir une aversion olfactive conditionnée a |'acétate d’isoamyle a la dilution de 1x10°~.
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Les animaux sont également placés en restriction hydrique et n’ont acces qu'a une quantité
limitée de boisson au cours de chaque repas, afin d’assurer une consommation de boisson
suffisante dans le dispositif expérimental. Les animaux sont habitués a ce régime alimentaire
et hydrique pendant une semaine avant le début du test comportemental.

Les animaux sont ensuite placés dans une cage expérimentale équipée de deux
biberons remplis d’eau pure (Figure 21). Pendant cette période d’habituation, les animaux
apprennent alors progressivement a échantillonner les deux tubes et profiter des sessions
expérimentales pour consommer autant d’eau qu’ils le désirent. Apres plusieurs jours
d’habituation, 'eau pure des deux biberons est remplacée par une eau odorisée avec de
I'acétate d’isoamyle a la dilution de 1x10° (ISO 10F%). A cette concentration, l’acétate
d’isoamyle ne confere pas de propriété gustative a la boisson odorisée (Slotnick et al., 1997).
Lorsque les animaux consomment cette nouvelle boisson odorisée, ils recoivent une injection
intrapéritonéale de chlorure de lithium permettant ainsi d’induire une aversion olfactive
conditionnnée a 1'ISO 105 Apres cette étape, 'aversion est testée dans le dispositif
expérimental en offrant le choix a 'animal entre un tube d’eau pure et un tube d’eau
odorisée a I'ISO 10-°. L’aversion est effective lorsque les animaux consomment 0% d’ISO 10~
et 100% d’eau pure. Des lors, lorsque les animaux percevront 1'ISO diluée dans l'eau de
boisson, ils éviteront I'eau odorisée et préfereront consommer de l'eau pure. Commence
ensuite la phase de test de la détection olfactive a proprement parler, au cours de laquelle les
animaux ont le choix entre un tube d’eau pure et un tube d’eau odorisée a une concentration
d’ISO beaucoup plus faible. Lorsque que les animaux boivent 50% d’eau et 50% d’ISO, cela
indique qu’ils ne pergoivent pas la concentration d’ISO testée. Chaque concentration d’ISO
est testée en état de faim, avant le repas quotidien, et en état de rassasiement, apres le repas.
Le jour suivant, une concentration plus forte d'ISO est testée, et ainsi de suite, jusqu’a ce que
le seuil de détection olfactive des animaux soit atteint. A la fin du test comportemental,
’aversion est a nouveau testée avec de 1'ISO 107, pour juger d’une éventuelle atténuation de

I’aversion.

Une premiere étude nous a permis de comparer les capacités de détection olfactive
des rats en état de faim et en état de rassasiement. Ce travail de mise au point du protocole
expérimental et de mise en évidence d’une modulation de la perception olfactive par les états

alimentaires a fait I'objet d'une publication en 2007 dans la revue Behavioural Brain Research.
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En complément de cette étude, nous avons validé l'utilisation de ce test comportemental
pour tester la capacité de détection olfactive de plus petits rongeurs et nous avons confirmé

la modulation de la perception olfactive par les états alimentaires chez la souris.

Une deuxieme étude, présentée sous forme de résultats additionnels et préliminaires,
a été conduite pour comparer la modulation de la perception olfactive par les états
alimentaires de plusieurs modeles métaboliques de rats : les rats obeses Zucker fa/fa et les

rats résistants a I’obésité LouC.
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1) Premiere étude : Le jeline augmente et la satiété diminue la capacité de détection

olfactive d’une odeur neutre chez le rat

Résumé : L’olfaction joue un rdle fondamental dans le comportement alimentaire,
cependant, les changements d’acuité olfactive induit par les états alimentaires n’ont jamais
été précisément démontrés chez 'animal. La présente étude a été réalisée afin d’analyser les
performances de détection olfactive de rats affamés ou rassasiés placés en restriction
alimentaire. Pour cela, nous nous sommes basés sur un protocole d’aversion olfactive
conditionnée (AOC) dans le but d’induire chez le rat une aversion totale a une boisson
odorisée d’acetate d’isoamyle (ISO) a la dilution de 10° (1ul dans 100ml d’eau). Les rats,
affamés ou rassasiés, ont ensuite été confrontés a différentes concentration de boisson
odorisée a I'ISO pour comparer leur capacité de détection olfactive, traduite par leur
comportement d’évitement de la boisson odorisée. Quelque soit I'état alimentaire, les rats
consomment significativement de plus grands volumes d’ISO 10-°, 10, 10 que d'ISO 1075,
suggérant une moins bonne détection de 1'ISO aux faibles concentrations. Les rats affamés
consomment significativement moins de boisson odorisée que les rats rassasiés, démontrant

ainsi une meilleure détection olfactive a ces concentrations.

Ces expériences apportent de nouvelles données en démontrant expérimentalement
que la sensibilité olfactive est accrue chez les animaux affamés. Etant donné que ces résultats
ont été obtenus pour une odeur neutre, nous suggérons que l'acuité olfactive augmente
d’une maniere générale en période de jeline, permettant ainsi aux animaux de détecter plus
facilement les odeurs de nourriture ainsi que les odeurs environnementales, telles que les
odeurs de prédateurs. Ce phénomene jouerait un role éco-éthologique évident, en

augmentant la pertinence des informations olfactives lors de la recherche de nourriture.
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Abstract

Olfaction plays a fundamental role in feeding behavior, but changes in olfactory acuity according to feeding states have never been precisely
demonstrated in animals. The present study assesses the olfactory detection performance of fasted or satiated rats placed under a strictly controlled
food-intake regimen. We did this using a conditioned odor aversion (COA) protocol which induced in rats an almost total aversion to an ISO-odorized
drink at 107> (1 wlin 100 ml of water). The rats (either fasted or satiated) were then presented with different concentrations of 1SO-odorized water
to compare their ability to detect and so avoid the ISO drink. In both states, the rats consumed significantly larger volumes of ISO at 10~'%, 10~?
and 10~* than at 1073, suggesting lower detection at these three concentrations, although the fasted rats consumed significantly less ISO drink than
did the satiated ones, showing better ISO detection at these concentrations.

These experiments provide original data demonstrating the expected fact that olfactory sensitivity increases in fasted animals. Since these results
were obtained using a neutral odor, we suggest that olfactory acuity increases during fasting, enabling animals to more easily detect both food and
environmental odors such as those of predators. This would have an obvious eco-ethological role by increasing the relevance of olfactory inputs

when seeking food.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Olfaction is a sensory dimension that is an integral part of
food intake. Many animals rely on odor to determine the loca-
tion of their food sources and to discriminate and identify them.
Although odors are not contingent on the nutritive properties of
food, they are always associated with them, and are the major
determinant of the palatability of food items [29,31] and essen-
tial to control of food intake [23,24,27,28,30,43a]. The question
of the effect of the nutritional state of an organism on odor per-
ception (olfactory sensitivity) gave rise to several studies on
humans at the beginning of the 20th century. The question is
once more of interest because of the increased public health con-

* Corresponding author. Tel.: +33 3728 7463; fax: +33 43728 7601.
E-mail address: pduchamp@olfac.univ-lyonl.fr (P. Duchamp-Viret).

0166-4328/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2007.02.012

cerns regarding obesity. Since satiety towards a specific odor can
be obtained only by smelling or chewing a food without swal-
lowing it [40], it appears crucial to determine the implications
of olfaction in the control of food intake. Some pathophysio-
logical feeding behavior may be partly related to differences in
the olfactory perception of foods, and thus in evaluating their
palatability [34,46].

In humans, olfactory sensitivity has been shown to change
extensively after lunch [15-18,23,26,50,52]. However, because
these studies utilized experimental paradigms that focused on
different parameters, their results are highly discrepant and do
not allow definitive conclusions. For example, in the most recent
of these studies, Koelega [26], studying the olfactory sensitivity
of subjects to a neutral odor, concluded that there are no con-
sistent changes in sensitivity related to food intake. He however
chipped away at his conclusion by underlining that his experi-
ments may have had some drawbacks attributable to a non strict
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control of the diet composition and size, to a lack of real knowl-
edge of the internal nutritional status of his subjects, and to the
fact that changes in olfactory sensitivity linked to feeding states
could be very subtle.

In animals, the interactions between olfaction and food intake
have been known for decades but the mechanisms underly-
ing modifications of olfactory activity with the nutritional state
remain unknown. The neural processing of olfactory informa-
tion has been shown to be closely linked to the physiological
and nutritional status of the organism. The olfactory system
is more reactive to odors under starvation conditions, and its
activity is reduced after satiation [1,37]. Moreover, olfactory
bulb reactivity is selectively increased by an odor known to be
palatable [36]. To our knowledge the changes in olfactory detec-
tion ability caused by the food status have never been precisely
studied in animals using a specific paradigm focusing on olfac-
tory performance dissociated from food intake. Obtaining such
information in strict experimental conditions is an essential pre-
requisite for initiating further research dealing with the neural
communication processes occurring between the hypothalamic
feeding centers and the olfactory system. Knowledge of the nat-
ural modulation of the olfactory function by nutritional states
will be especially useful for assessing the respective roles in odor
processing of neuropeptides like orexin, leptin, or insulin (for
a review see Ref. [32]), which are described as neurochemical
signatures of the fasted and satiated states. This is why the ques-
tion of whether odor sensitivity changes with the nutritional state
was studied using a conditioned odor aversion (COA) protocol.
This behavioral paradigm was devoted to comparing the olfac-
tory detection abilities of fasted and satiated rats made aversive
to a neutral odor.

2. Methods
2.1. Animals

Experiments were carried out in accordance with the European Community
Council Directive of November 24th, 1986 (86/609/EEC) for the care and use
of laboratory animals. Experimental protocols were approved by the Comité
d’Expérimentation Animale de I'Université Claude Bernard-Lyonl.

Ten male Wistar rats were used in each COA based experiment and eight
as controls of fluid intake during the COA protocol. They were purchased from
Charles River. They were 2-months old and weighed 250-260 g at the beginning
of the experiments. On arrival, they were housed individually in Plexiglas cham-
bers at constant temperature and relative humidity (22 £0.5°C and 50 £ 5%).
All rats were kept under a 12-h light:12-h dark cycle and were weighed daily at
09:00 a.m.

2.2. Experimental procedures

This study comprised two experiments. The first was designed to test that
the olfactory detection ability of ad libitum fed rats for an odorant diluted in
their usual drinking water did not change when the same concentration was
presented on 2 successive days. This is the “bascline experiment”. The second
was designed to analyze how the feeding state influenced the olfactory detection
ability when the same odor concentration was presented to the same fasted or
satiated rats. This is the “detection experiment”.

Isoamyl acetate (ISO) was utilized in both experiments as a neutral odor with
no food significance for the rats. The possible involvement of taste was ruled
out by using ISO dilutions at concentrations for which ISO has been shown
1o be detectable only by smell and not by taste [44]. A concentration of 10~3
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(corresponding to I pl in 100 ml of water) was used for establishing COA and
stabilization (aversion retest) and at concentrations ranging from 10~ 106107
for testing.

2.3. Common features of the experiments

The behavioral tests were conducted in parallel in groups of four rats in
individual Plexiglas operant chambers (330 mm x 210 mm x 180 mm) in the
laboratory. The chambers were set side by side so that the experimenter could
observe the animals but the animals could not see one another. Two plastic tubes
were mounted on opposite sides of the flat ceiling of each chamber. These tubes
(made from 15 ml conical centrifuge tubes, CellStar) were cut and fire polished
to give them a 0.5 mm spout which protruded about 5mm into the chamber,
allowing the rats to drink easily by raising themselves up on their hind limbs.
Each tube was connected to a custom-made capacitance circuit which allowed
the experimenter to measure the amount of liquid consumed by the rat and to
record its licks using a CED 1401 interface (CED, Cambridge) connected to a
computer.

The two experiments were based on a COA protocol, and the schedules are
illustrated in Fig. 1. For the first 3 days the rats in the operant chambers were given
tap water to drink (not shown). During the following days, corresponding to COA
establishment, the rats only had access to water odorized with ISO at 1073, and
were then given an intraperitoneal injection of LiCl (10 ml/kg at 0.15 M) 15 min
later to make the animals sick. Then only those which drank more than 0.5 ml of
ISO during any of the subsequent three sessions were injected with LiCl. Once
COA was established, the aversion was tested by giving the animals the choice
between tap water and water odorized with ISO 1073, on day 0 (D0) of each
experiment. The test period then began by offering the rats the choice between tap
water and water odorized with ISO at different concentrations. Lastly, to confirm
the aversion, the choice between ISO 10~ water and tap water was repeated
(aversion retest) at the end of the two experiments. When the tubes contained
two different drinks, their right-left position w: stematically interchanged
across sessions. At the beginning of each session, the rats were intentionally
placed under the tube containing the ISO-odorized water.

Rat olfactory sensitivity for ISO was thus ssed using a forced-choice
task, and not by using a simple choice task, since the thirsty rats were forced to
smell the odorized tube first. This procedure was chosen to avoid the possibility
that the rats, highly motivated by thirst, would go by chance to the pure water
tube first, drink only water, and not sample the ISO tube.

COA establishment ~Aversion test
>

Test period i "
Licl ip Lot Aversion retest

L L L L L L L L L e
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Fig. 1. Schematic representation of the overall course of the baseline (A) and
detection (B) experiments. The two experiments are divided in four steps: COA
establishment (Days before D0) during which ISO 105 presentation was paired
with intraperitoneal (i.p.) injection of LiCl, the aversion test (DO) where the
choice between ISO 1075 and water was proposed, test period and aversion
retest. One and two-daily sessions were performed in the baseline and detection
experiment. In the baseline experiment (A), the test period ran from D1 to D8
and the same ISO concentration was presented on 2 consecutive days. In the
detection experiment (B), the test period ran from D1 to D4 and the same ISO
concentration was presented twice daily.
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2.4. Specificities of the baseline experiment paradigm

One week prior to testing, the rats were placed on a 23 h water deprivation
schedule that was maintained throughout the experiment. They were fed ad
libitum in their home cage and had access to water from 11:00 to 12:00 a.m.
(Fig. 2A). The lighting was regulated according to a normal 12-h light:12-h
dark cycle with the lights turned on at 09:00 a.m. All experimental sessions took
place during the light portion of the cycle and each rat was tested at the same
time each day. The paradigm comprised one 5-min daily experimental session
(S) beginning at 09:00 a.m. for the first group tested. As shown in Fig. 1A,
COA establishment lasted 4 days (D4-D1), and aversion was then tested by
giving the animals the choice between ISO 1075 water and tap water (DO).
The test period for the baseline experiment was developed over the 8 next days
(D1-D8) by offering the rats the choice between tap water and water odorized
with ISO (ISO water) at 10~ to 10~ with each ISO concentration presented on
2 consecutive days. Aversion retest was also performed on 2 consecutive days
(D9-D10).

The control rats were maintained in the conditions and tested according
the daily paradigm of rats used in the baseline experiment. They were submit-
ted to a pseudo-COA establishment on 4 days. They were offered exclusively
water odorized with ISO at 1075, as done in the other two experiments, but
received an intraperitoneal injection of saline (10ml/kg at 9%c) instead of
LiCL

2.5. Specificities of the detection experiment paradigm

One week prior to testing, the rats were placed on a 23 h water and 20h
food deprivation schedule that was maintained throughout the experiment. The
animals had access to food from 01:00 to 05:00 p.m. and to water from 01:00
to 02:00 p.m. (Fig. 2B). Their lighting was regulated according to an inverted
12-h light:12-h dark cycle with light being turned off at 09:00 a.m. Experimental
sessions consisted of two 5-min daily sessions occurring at 10 h intervals. The
first session (S1) started at the end of the light phase: at 09:00 a.m. (after 16 h of
fasting) and the second (S2) started during the dark phase: 07:00 p.m. (during
the postprandial phase, 2 h after the meal). This paradigm allowed each animal
to be successively tested in the two physiological states, fasted (S1) and satiated
(S2). As illustrated in Fig. 1B, COA establishment lasted 2 days (D-2 and D-1)
and comprised 4 experimental sessions. Aversion was then tested by giving the

S
9:00  Drink 9:00
am  11:00 to pm
1 12:00 am l
-
| Light phase [ Baipiase |
(A) Ad libitum food
S1 S2
9:00 Drink 7:00 9:00
am 1:00 to pm-pm
l 2:00 pm 1 l
—
(7777 asarase ] Light jse |
Food
(B) from 1:00 to 5:00 pm

Fig. 2. Schematic representation of the daily schedule of the baseline (A) and
detection (B) experiments. In the first experiment, the rats were fed ad libitum
and placed under a 23 h-water deprivation schedule (A). The daily experimental
session (S) was performed at 9:00 a.m. In the second experiment, the rats were
under a 23 h-water and a 20 h food deprivation schedule (B). Food was available
4h per day from 1:00 to 5:00 p.m. Two daily experimental sessions S1 and
S2 were performed at 9:00 a.m. and 7:00 p.m. during which the same ISO
concentration was presented.

animals the choice between ISO 105 water and tap water (D0). The test period
for the detection experiments ran over the next 5 days (D1-D5) by offering the
rats the choice between tap water and water odorized at different concentrations:
from 10717 (D1) to 1077 (D4). Aversion retest was performed on the last day
(D5). For each experimental day, the same concentrations were used for the two
daily sessions (S1 and S2).

2.6. Data processing and statistics

The raw data collected during each test session were the volumes of tap
and odorized water consumed by the rats and the sequences of licks recorded at
cach tube by the detectors connected to the CED 1401 apparatus. The volumes
were used to calculate the proportion of odorized water consumed with respect
to the total beverage intake. The licking recording sequences were processed to
determine the number of side (tube) changes during each session.

Statistical comparisons were performed using variance analysis (ANOVA),
or the non-parametric Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Ranks test, depending
on whether normality assumptions were met or not, as determined using the
Kolmogorov-Smirnov test. p-Values <0.05 and <0.001 were considered as sta-
tistically significant and highly significant.

3. Results
3.1. COA: establishment and stability

In both experiments as in control, the rats readily accepted
to drink ISO 10~3-odorized water from its first presentation.
Because they were satiated in the baseline experiment and fasted
in the detection experiment, this acceptance suggests that the
feeding state did not change the rat’s drinking behavior regarding
an eventual repulsion or preference for ISO.

Fig. 3 shows the mean volume of odorized water drunk by
the rats as a function of the training progress. By contrast to
control rats the LiCl-injected rats reduced their ISO consumption
during the 4 days (baseline experiment) or the four experimental
sessions (detection experiment) of COA establishment. The ad
libitum fed rats significantly reduced their ISO intake by ~50%
(p<0.01) at the second experimental session (D-3) and by an
additional ~30% (p <0.005) at the third session (D-2), to reach
a stable conditioned aversion to ISO at the fourth session (D-1).
In the detection experiment, the rats were in the fasted condition
at the first ISO presentation (D-2; S1), when they received the
first LiCl injection paired with ISO 1073, and satiated at the
second one (D-2; S2). During the second experimental session,
these rats reduced their odorized water consumption by ~85%
(p<0.005), i.e. much more dramatically than did the ad libitum
fed rats.

On DO (corresponding to the aversion test), COA was per-
fectly established for both experiments since the rats consumed
less than 0.5 ml of ISO 10~ odorized water versus 4.2 ml of
tap water (data not shown). At the end of both experiments
(aversion retest), COA was tested again (D9 and D10 for base-
line experiment and D5 for the detection test). In both cases,
there was no attenuation of COA (no significant difference from
DO p>0.5%). Mean ISO 10~ consumptions were 0.1-1.5 ml
for the baseline (D9-D10) and the detection (D5; S1-D5, S2)
experiments.
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Fig. 3. Mean (£S.E.M.) intake of ISO 10~ during 5-min experimental sessions and total fluid intake during pseudo-COA establishment in the control rats (open
triangles), or during COA establish and mai ¢ (aversion retest) in the baseline (filled circles) and detection (filled squares) experiments. The control rats
received a NaCl intraperitoneal (i.p.) injection after each session. The others received a LiCl i.p. injection after the first session and then, only those which drank
more than 0.5 ml of ISO during any of the subsequent three sessions were injected with LiCl. Data of the test (D0) and retest aversion sessions are not significantly
different. NS: not significant as compared to D0. *¥p <0.01; **¥p <0.005 as compared to D-4 (baseline experiment) or D-2: S1 (detection experiment).

Table 1 water intake with respect to total fluid intake (in %) for ISO
Ratio of ISO intake/total fluid intake (mean in % £S.E.M.) for each of the five concentrations increasing from 10—10 to 10—7. The two curves
different ISO concentrations offered 2 consecutive days (D and D+ 1) in the N 5 o A
baseline experiment correspond to the two experimental sessions, S1 and S2, i.e.
to the two feeding states, fasting and satiation. The ability of

D D1 the rats to demonstrate COA by avoiding odorized water was
1SO 107 84.37 + 4.95 76.73 + 7.88 assumed to be an appropriate index of their olfactory detection;
150 10°% 65.94 + 5.61 73.68 + 6.32 the curves allow us to compare the olfaction detection ability for
150 10”7 62.92:£ 728 39.14 £8.79  each concentration and each nutritional status.
1SO 10-°¢ 39.9 + 8.14 45.14 £ 10.5
1SO 103 16.73 + 8.16 16.04 + 7.37

The proportion of ISO consumed during two consecutive sessions with the same

ISO concentration did not differ significantly. s 100 1 - W - Fasted (S1)
3 3
3.2. Baseline experiment: ISO-odorized water consumption i.',' % :ﬁ: i f & —#—Satlated (52)
on 2 successive days in ad libitum fed rats ® 80 ek
= 70
Table 1 gives the mean proportion of ISO-odorized water % o1
intake versus total fluid intake (in %) for the same ISO concen- E
tration presented on 2 consecutive days. Despite clear aversion @ 507
to ISO 1077, the rats consumed odorized water at ISO dilu- S 40
tions ranging from 10~ to 107°. At lower concentrations of % 30 4
ISO, more odorized water was consumed. Because COA was £
maintained (see ISO drink consumption of ad libitum fed rats 8 200
on DO, D9, D10 in Fig. 3), this indicates that ISO detection = 10 s NS
became worse and worse as the concentration was decreased. 0 iy "
Notably, consumption did not differ significantly for subsequent 150105 1S010"® IS0 10° 1SO 108 SO 107 SO 10
presentations of the same concentration. Thus, there was neither Do D1 D2 L D4 -
habituation nor lateralization to the conditioning stimulus. Isoamyl acetate concentration (experimental day)
Fig. 4. Mean ratio (+S.E.M.) between ISO and total fluid intakes during aver-
3.3. Detection experiment and nutritional status: influence sion test (DO), test period (D1-D4), and aversion retest (D3) in the detection
of fasting and satiation on the detection of ISO in drinking experiment. ISO concentrations were tested twice daily on the same rats in the

two nutritional states. The filled squares and open triangles correspond to the
same rats tested once fasted in the morning (S1) and once satiated in the evening
" . . (S2). *p<0.05; #*p <0.01; ***p < 0.005 as compared to ISO intake at DO in the
The test period for the detection experiments ran between D1 same feeding state. NS: not significant; #p <0.05; ##p<0.01; ###p <0.005 as

and D4. Fig. 4 presents the mean proportion of ISO-odorized compared o satiated state at the same ISO concentration.

water
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Fig. 5. Mean (+S.E.M.) side changes in fasted (filled squares) and satiated
(open triangles) rats. Motility increased significantly in fasted rats for ISO 108,
#p <0.05: as compared to the same rats in the satiated state and at the same ISO
concentration.

For both fasted and satiated rats, odorized water consumption
was significantly higher at concentrations of 10!, 10~ and
10~% than that observed for 107 (p<0.005). Rats were thus
less sensitive to these concentrations, as already shown above
for ad libitum fed rats. There was a clear difference between the
two feeding states: the fasted rats consumed far less odorized
water (about 40% of the total beverage consumption) than the
satiated ones (about 70% of the total beverage consumption)
at low concentrations, which indicates better detection of ISO.
The most salient differences between fasted and satiated rats
were observed for 107 and 10~% and these were statistically
significant (p <0.005 and 0.05). Since there was no habituation
or lateralization, as shown in the baseline experiment (Table 1),
these differences in consumption directly reflect a difference in
olfactory sensitivity between fasted and satiated rats.

For ISO at 1077, the consumption remained significantly
higher than that at 107> (p<0.05), showing that the rats dis-
played a similar ability to perceive this concentration whether
they were fasted or satiated.

The numbers of side changes during the detection test is
shown in Fig. 5. These data reflect the level of locomotor activity
of the animals. In the two feeding states, the rats changed side
more often for the low concentrations (10~'° to 10~7) than for
10~ for which they practically did not change sides, probably
because they immediately detected the aversive stimulus. How-
ever, the fasted rats were more active than the satiated ones, the
difference being statistically different for 1073 (p <0.05).

4. Discussion

The two behavioral experiments are based on COA. The base-
line experiment tested the assumption that the ability of rats
to avoid the odorized water as a function of ISO concentra-
tions would not change when the same concentrations were
presented twice. Because the rats did not show habituation,

a second experiment where the rats were presented with the
same concentrations during two daily sessions was performed
to determine the influence of fasting and satiation on avoidance
of the odorized drink. The behavioral aversion to this drink was
assumed to mirror the ability of the rats to detect ISO.

4.1. Pertinence of COA paradigm

COA is the avoidance of an odorized solution, the ingestion
of which precedes a LiCl induced-toxicosis [ 19,49]. COA is very
close to “conditioned taste aversion” [30,33] already described
in detail [30,31], which used successive injections of LiCl, as
in the present study, to reinforce a strong and persistent fla-
vor aversion [41]. In our experiments, the clear choice of tap
over ISO water for rats that had received LiCl injections results
from the association between ISO odor and LiCl, and not from
a spontaneous avoidance of ISO since control rats injected with
NaCl instead of LiCl after drinking ISO 10> showed similar
water and ISO intakes and therefore no COA during further tests
with this concentration. The crucial difference between COA
and “conditioned taste aversion” is that the ISO solution does
not present any gustatory properties at the concentrations used
in our study [44]. However, it must be noted that that in the
experiment done by Slotnick et al. [44], the ISO thresholds for
taste were established only from satiated rats. Since we expected
that in fasted rats both their olfactory and gustatory sensitivities
[47,53] would increase, we cannot rule out that taste came into
play, at least at the highest ISO concentrations (1076 1075).
Accordingly, we cannot exclude that the COA displayed by our
fasted animals may have resulted from a potentiation of ISO
aversion by an element of taste perceivable by these animals
[12,42].

Furthermore, the rats drank the odorized water. Thus, once in
the mouth, the ISO could have stimulated the olfactory mucosa
throughout the retronasal pathway [21,48]. Recent work [22] has
suggested that swallowing odorized fluids enhances olfactory
intensity because the rats receive both orthonasal and retronasal
stimuli. The authors proposed that an odorized drink is a more
effective olfactory stimulus for testing sensitivity than a simple
orthonasal airborne stimulation. Because our test used several
concentrations of ISO, it shows that once aversive to a target
concentration, the animals were able to transfer this aversion to
lower concentrations. ISO is thus perceived as having the same
odor quality from 10~'% to 1073 as has already been suggested
by previously published behavioral [39] and electrophysiologi-
cal [10] data.

The present study demonstrates that COA is stable over time
and that there is neither habituation nor lateralization. In the
choice paradigm each rat was placed below the odorized tube
first. The starting point of the test was thus standardized so that
the slightest difference in water consumption would be detected
as pertinent. This corresponded to an “orientated sampling sit-
uation” aimed at decreasing the influence of an over-strong
motivation to drink which could have resulted in a non-stop
drink of pure water if chance had led the rat to drink from the
tap water tube first. The “orientated sampling situation” also
contributed to minimize the side effects described in fasted ani-
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mals where the mechanisms involved in priming food-seeking
and uptake behavior are known to increase both the arousal and
the intensity of motor activity [13,14]. However, despite this pre-
caution, the improved olfactory sensitivity found in fasted rats
in the present study remained paired with an increase in motor
activity (Fig. 5).

4.2. Fasted rats can smell better

In the detection experiment, rats were tested in the two feed-
ing states on the same day. They had limited access to food, ate
less, and thus drank less [51] so that their total consumption of
water cannot be compared to that of the ad libitum fed rats of
the baseline experiments. However, these fasted or satiated rats
showed clear differences in their consumption of odorized-water
at concentrations ranging from 1078 to 1071°. When fasted,
the rats clearly avoided odorized water at these low concentra-
tions, displaying better olfactory sensitivity than when they were
satiated.

To our knowledge, this study provides the first experimental
demonstration of the empirical belief that olfactory sensitiv-
ity increases with fasting. Such an increase in sensitivity could
explain why the rats demonstrated COA more rapidly when they
were in the fasting condition on first presentation of the aversive
stimulus. The modulation in olfactory performance due to the
feeding status observed in our experiments fully agrees with a
recent electrophysiological study which reported that the reac-
tivity of mitral cells in the olfactory bulb to odors is increased
in fasted rats [2]. One can make the assumption that the obvious
eco-ethological role of such a modulation could be to allow the
animals to perform better in odor detection tasks during the food
seeking than in the postingestive phase.

Inhumans, increased preprandial sensitivities have only been
described for food-related odors but not for neutral odors [7]. Our
results were obtained with ISO, a theoretically non food-related
odor, which acquired an aversive significance through COA.
Consequently, we suggest that the changes in olfactory perfor-
mance related to feeding status are a general feature and not
restricted only to food-related odors. From an ecological point
of view, this more generalized modulation could be expected
to occur during food-seeking since wild animals are exposed to
predators and a sharp olfactory acuity would be especially use-
ful. This modulation in olfactory acuity agrees with the work
of Duclaux et al. [11] on satiated subjects in which a drop
in the pleasantness was observed specifically for food-related
odors but not for non food-related ones. Indeed, the notion of
pleasantness must be dissociated from the notion of detection
performance, since the former involves more cognitive process-
ing [25,35,40,45].

5. Conclusion

The interaction between the olfactory system and the
hypothalamic feeding centers involves neurochemical and neu-
roanatomical substrates. A direct centrifugal pathway has been
described between the feeding centers and the olfactory bulb
[6,8,9,38]. This centrifugal pathway allows orexin, an orexy-
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genic peptide, to modulate the activity of neurons in the olfactory
bulb [5,20]. Furthermore, the olfactory structures, from the
periphery to the center, are rich in food-intake control chemi-
cals (like insulin and leptin) and in receptors for these molecules
[3,4,43b].

As a conclusion, the present study validates the COA based
detection test paradigm and provides the first experimental
demonstration of the increase in olfactory sensitivity in the fast-
ing condition. Further studies focusing on olfactory detection
are in progress, in which the ability of some of the molecules
involved in the fasting/satiation signal to mimic the physiolog-
ical fasted and satiated states will be tested. The role of orexin,
leptin and insulin in the olfaction/feeding regulation will be
evaluated.
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2) Résultat complémentaire : Le jeline augmente et la satiété diminue la capacité de

détection olfactive d’une odeur neutre chez la souris

Etant donné la diversité des modeles transgéniques disponibles a I'heure actuelle, la
souris représente un modele expérimental de choix. Ainsi, la validation de notre protocole
d’étude de la capacité de détection olfactive pour une souris communément utilisée comme
fond génétique pour les manipulations de transgénese, la souris C57Bl6], s’avérait
particulierement prometteur pour les études futures de l'équipe dans la thématique de
recherche des interactions entre la perception olfactive et les états alimentaires et

métaboliques.

Les souris sont capables d’apprendre une aversion conditionnée puissante et durable
de la méme maniere que les rats (Rowland et al., 2004). Ainsi, nous avons choisis d'utiliser
un protocole expérimental globalement identique, en apportant toutefois quelques nuances.
Premiérement, en utilisant le protocole de restriction alimentaire avec un unique repas
quotidien et en testant les souris (affamées) une premiere fois avant le repas, puis une
seconde fois apres le repas (rassasi€es) au cours de la méme journée, nous nous sommes
apercus que les souris présentaient des consommations de boisson tres différentes lors des
deux sessions, induisant un biais expérimental de motivation évident. Nous avons donc
mené une premiere expérience en testant la moitié des souris une seule fois par jour avant le
repas en l'état affamé, et I'autre moitié des souris apres le repas en I'état rassasié ; et une
deuxieme expérience en reprenant la totalité du protocole et en inversant les groupes (Figure
22A). Deuxiemement, lors d’une expérience pilote, il est apparu que les souris présentaient
de moins bonnes performances olfactives que les rats et nous avons donc choisis d’induire
I"aversion pour une dilution d'ISO de 1x10- et de tester la détection olfactive des souris pour
une gamme de dilutions allant de 1'ISO 107 a I'ISO 10°. Etant donné que la dilution d'ISO
1x10% (0,1%) n’a pas de propriété gustative pour les rats (Slotnick et al., 1997), nous avons fait
I'hypothese qu’il en était de méme chez la souris, bien que ce fait expérimental reste

évidemment a étre vérifié.
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Figure 22 : Modulation de la détection olfactive pour une odeur neutre par I’état alimentaire chez la souris.

(A) Présentation du protocole de restriction alimentaire adapté pour la souris. Les souris (n = 30) sont placées en cycle
inversé 12h/12h avec I'extinction des lumiéres a 7h. Les souris du groupe (gp) « rassasié » regoivent un unique repas
quotidien de 9h a 13h et les souris du groupe « affamé » recoivent un unique repas quotidien de 15h a 19h. Toutes les
souris sont testées en méme temps de 13h a 15h (TEST). Lors de la premiére expérience, les animaux ont étés répartis
de maniére aléatoire dans I'un ou l'autre des deux groupes (affamé ou rassasié), et ont ensuite été testé dans I'autre
état alimentaire lors d’une deuxieme expérience, nous permettant ainsi d’acquérir les données de détection olfactive
en I'état affamé et également en I'état rassasié pour les mémes souris. (B) Résultats expérimentaux exprimés par un
index de détection olfactive, correspondant au nombre de lapements d’eau pure divisé par le nombre de lapements
total au cours de la session expérimentale de 5 minutes (moyenne +/- SEM). A gauche, les courbes représentent les
résultats du test de détection olfactive pour les dilutions d’acétate d’isoamyle de 10'7, 10'6, 10° (1ISO7, I1SO6, ISO5) pour
les animaux affamés (bleu foncé) et rassasiés (bleu clair). A droite, les histogrammes représentent les résultats des tests
de I'aversion pour la dilution d’acétate d’isoamyle de 10 (1SO3), au début du test comportemental (TA, pour « test
aversion ») et a la fin du test comportemental (re-TA pour « re-test aversion »). Pour le test de détection, 'ANOVA a
mesurées répétées indique un effet de I'état alimentaire *p<0,05 et un effet de I'odeur ***p<0,0001. En revanche, pour

le test de I'aversion, ’ANOVA a mesurées répétées ne révele pas d’effet du test (TA ou re-TA) et pas d’effet de I'état
alimentaire (NS).
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Ainsi, les résultats de la figure 22 indiquent qu’il est possible de tester la capacité de
détection olfactive des souris en utilisant sensiblement le méme paradigme expérimental que
pour les rats. La détection olfactive a été évaluée en mesurant un index de détection
olfactive. Cet index correspond au nombre de lapements d’eau pure divisé par le nombre de
lapements total effectué au cours des sessions expérimentales pour lesquelles les animaux
avaient le choix entre de I'’eau pure et de I’eau odorisée avec de 'acétate d’isoamyle pour des
dilutions de 107, 10, 10° et 10°. Les index de détection olfactive obtenus pour le test
d’aversion au début du test comportemental sont proches de 100% (Test d’aversion (TA) :
souris affamées, 100% ; souris rassasi€es 99,93 +/- 0,07%) et ne sont pas significativement
différents (ANOVA a mesure répétées F1,29=0,56 ; a=0,05n.s.) des résultats obtenus a la fin
du test comportemental (Re-test d’aversion (re-TA) : souris affamées, 99,82 +/- 0,08% ; souris
rassasiées 99,93 +/- 0,07%). Ce résultat indique que I'aversion olfactive conditionnée est restée
effective pendant toute la durée du test comportemental. De plus, les index de détection
olfactive obtenus pour les tests d’aversion en l'état affamé ne sont pas significativement
différents des index de détection olfactive obtenus pour les tests d’aversion en I'état rassasié
(ANOVA a mesure répétées F,20=0,21 ; a=0,05 n.s.), suggérant que la force de l'aversion reste
la méme quelque soit I'état alimentaire. A I'inverse, les index de détection olfactive obtenus
lors du test de détection olfactive en 1'état affamé (ISO7 74,76 +/- 4,66% ; 1SO6 79,34 +/-
4,76% ; 1SO5 90,44 +/- 3,54%) sont significativement plus élevés (ANOVA a mesure répétées
F1,209=5,40 ; *p<0,05) que les index de détection olfactive obtenus lors du test de détection
olfactive en I'état rassasié (ISO7 56,13 +/- 5,30% ; ISO6 70,13 +/- 5,83% ; ISO5 89,04 +/- 3,78%),
démontrant que les souris affamées présentent une meilleure capacité de détection olfactive

d’une odeur neutre que les souris rassasiées.

Ainsi ces résultats valident notre protocole expérimental en démontrant que les souris
sont capables d’apprendre une aversion puissante et durable dans le temps. Par ailleurs, ces
résultats confirment et étendent les résultats obtenus chez le rat en démontrant que les souris

présentent une modulation de la perception olfactive par les états alimentaires.
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3) Deuxiéme étude : Etude de la capacité de détection olfactive d’'une odeur neutre

chez les rats Zucker fa/fa obéses et LouC résistants a 1’obésité.

Apres avoir démontré que la capacité de détection olfactive des rongeurs était
augmentée en état de faim et diminuée en état de rassasiement dans des conditions
physiologiques, nous nous sommes intéressés a I'influence d’états métaboliques extrémes sur
la modulation de la sensibilité olfactive par les états alimentaires. Pour cela, nous avons
étudié deux modeles métaboliques : le rats Zucker fa/fa obeses et le rat LouC résistant a

I’obésité, présentés dans les paragraphes 3.1 et 3.2 suivants.
3.1) Le rat Zucker fa / fa: un modele d’obésité

Le rat Zucker ‘fatty” a été décrit pour la premiere fois dans les années 60 par Lois et
Théodore Zucker (Zucker and Zucker, 1961). L’obésité du rat Zucker fa/fa est due a
I'apparition d’'une mutation spontanée du gene codant pour le récepteur de la leptine,
transmise de maniere autosomale et récessive. Ainsi, seuls les rats homozygotes Zucker fa/fa
sont hyperphagiques et obeses, alors que les rats hétérozygotes Zucker fa/+ sont
phénotypiquement normaux. Chez les rats Zucker fa/fa, le gene codant pour le récepteur de
la leptine possede une mutation faux-sens par conversion d’une glutamine en une proline au
niveau du résidu 269 (Chua et al., 1996). En conséquence, la leptine se lie avec une faible
affinité sur le récepteur muté et n’exerce plus son action anorexigene de maniere optimale,
conduisant ainsi a l'altération de nombreux parametres métaboliques et comportementaux.
La pathologie qu’ils développent présente des caractéristiques communes avec 1'obésité
humaine (Guerre-Millo, 1997; Beck, 2000). En effet, ces animaux sont hyperphagiques et
présentent des taux anormalement élevés de tryglycérides, de cholestérol et d’acides gras
(Zucker and Zucker, 1961; Barry and Bray, 1969). Les taux de leptine et d'insuline circulants
sont corrélés a la quantité de masse adipeuse (Polonsky et al., 1988; Considine et al., 1996).
Ainsi, les rats Zucker fa/fa développent rapidement une hyperleptinémie et une
hyperinsulinémie (Guerre-Millo, 1997). L’établissement de I'hyperinsulinémie est
concomitant a I'apparition d"une forte résistance a l'insuline (Zucker and Antoniades, 1972;

Zafra et al., 2006). Dans le systeme nerveux central, les neurones NPY/AgRP du noyau arqué
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des rats Zucker fa/fa surexpriment largement le neuropeptide orexigene NPY (Sanacora et
al., 1990). En conséquence, la concentration de ce neuropeptide est élevée dans le noyau
arqué et dans le noyau paraventriculaire (Beck et al., 1990). Chez ces animaux, les taux
d’orexine A dans plusieurs noyaux hypothalamiques sont particulierement élevés (Mondal
et al., 1999). A De plus, les rats Zucker fa/fa présentent une diminution de I'expression de
POMC, le précurseur du neuropeptide anorexigene aMSH, dans le noyau arqué (Yamamoto
et al.,, 2002). Par ailleurs, les rats Zucker fa/fa sont insensibles aux effets satiétogenes de la
cholecystokinine (McLaughlin and Baile, 1980). Ainsi, les rats Zucker fa/fa surexpriment le
NPY qui stimule la prise alimentaire ; expriment moins de POMC et sont insensibles aux
signaux de satiété et d’adiposité périphériques qui inhibent la prise alimentaire et régulent la

masse corporelle : ils développent en conséquence un phénotype hyperphagique et obese.
3.2) Le rat LouC : Un modéle de résistance a I'obésité.

La souche de rats LouC est issue de sélection successive a partir de la souche de rats
Wistar. Contrairement aux rats Wistar, les rats LouC présentent la particularité de ne pas
développer d’obésité au cours du vieillissement. Les rats LouC représentent donc un modele
de résistance a 1’obésité et de vieillissement sain, caractérisé par une durée de vie plus longue
(29 mois) que les rats Wistar (24 mois) (Alliot et al., 2002). Ces animaux détiennent a tout age
une masse corporelle et une masse adipeuse réduites par rapport a leurs témoins Wistar
(Alliot et al., 2002; Couturier et al., 2002; Perrin et al., 2003; Soulage et al., 2008). Les rats
LouC présentent quantitativement moins et de plus petits adipocytes que les rats Wistar
(Soulage et al.,, 2008). Selon certains auteurs, les rats LouC nourris ad libitum ont une
consommation spontanée de nourriture largement inférieure a la consommation de leurs
témoins Wistar (Couturier et al.,, 2002; Kappeler et al., 2004b; Mitchell et al., 2006).
Cependant, si la consommation de nourriture des rats LouC est normalisée a leur masse
corporelle, il apparait que ces animaux consomment la méme quantité et, a certains ages,
plus de nourriture que leurs témoins Wistar (Perrin et al., 2003; Soulage et al., 2008). Si les
rats LouC restent minces alors qu’ils consomment en proportion au moins la méme quantité
de calories que leurs témoins, c’est qu’ils présentent une efficacité calorique réduite et des
poles de dépense énergétique plus importants que les rats Wistar (Perrin et al.,, 2003). En

particulier, les rats LouC ont une activité locomotrice deux fois plus importante que les rats
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Wistar (Soulage et al., 2008). Les rats LouC présentent un taux plasmatique de ghréline élevé
(Kappeler et al., 2004a; Mitchell et al., 2006). Par ailleurs, les rats LouC ont a tout age une
glycémie, et en particulier une insulinémie et une leptinémie drastiquement plus faibles que
les rats Wistar (Perrin et al., 2003; Kappeler et al., 2004b; Taleux et al., 2008). Ils disposent
d’une sensibilité périphérique accrue a l'insuline et d'une meilleure tolérance au glucose
(Perrin et al., 2003). Les rats LouC présentent également un taux réduit de triglycérides
(Soulage et al., 2008). L’ensemble de ces données indique que les rats LouC ont un
métabolisme périphérique adapté a I'établissement d'une résistance a I’obésité perpétuelle. Il
existe aujourd’hui toujours tres peu de données sur les mécanismes centraux de régulation
de I'homéostasie énergétique chez les rats LouC. Certains auteurs ont montré que des
neuropeptides orexigenes tels que l'orexine A, le NPY et I'AgRP seraient surexprimés dans

I’hypothalamus des rats LouC (Kappeler et al., 2004a ; Mitchell et al., 2006).

Zucker fa/fa LouC
Obese Résistant a I’obésité
Phénotype
7 Prise alimentaire 7 Activité locomotrice
Origine du phénotype Récepteur de la leptine muté Inconnue
Témoins Zucker fa/+ Wistar
72 Triglycérides N Triglycérides
Caractéristiques 7 Leptine N Leptine
périphériques 7 Insuline N Insuline
Résistance a I'insuline Sensibilité a I'insuline
Caractéristiques ANEE (NI
centrales N POMC (aMSH) N POMC (aMSH)

Tableau 2 : Récapitulatif des principales caractéristiques phénotypiques des modéles métaboliques Zucker fa/fa obéses
et LouC résistants a I'obésité.

Les caractéristiques périphériques font références aux mesures des taux circulants de triglycérides, de leptine et
d’insuline. La résistance et la sensibilité a I'insuline correspondent a I'incapacité (résistance) ou a la capacité accrue
(sensibilité) de Iinsuline a réduire le taux de glucose circulant. Les caractéristiques centrales font références aux mesures
des taux de transcription de neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire pour
I'une ou l'autre de ces souches. Les parentheses traduisent un effet qui est a I’heure actuelle non consensuel dans la
littérature.
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En outre, d’autres auteurs ont infirmé ces résultats (Taleux et al., 2008). En revanche, il a été
montré par deux études que la quantité d’ARNm de POMC, le précurseur du neuropeptide
anorexigene aMSH, est réduite chez les rats LouC (Kappeler et al., 2004a; Kappeler et al.,
2004b; Taleux et al., 2008).

De maniere intéressante, alors que l'expression de la plupart des neuropeptides
hypothalamiques orexigenes et anorexigenes est modulée par I'état alimentaire chez les rats
Wistar, cette modulation ne semble pas avoir lieu chez les rats LouC (Taleux 2008). L’AMPK,
une kinase jouant le role de senseur de l'état métabolique dans I’hypothalamus, est activée
lors du jeline chez les rats Wistar alors que son activité n’est pas modulée par I'état

alimentaire chez les rats LouC (Taleux et al., 2008).

Les principales caractéristiques métaboliques des rats Zucker fa/fa et LouC sont

résumées dans le tableau 2.

Afin d’étudier les capacités de détection olfactive des rats Zucker fa/fa et des rats
LouC, nous avons utilisé un protocole expérimental identique a la premiere étude
comportementale menée avec les rats Wistar (Aime et al., 2007). Brievement, les rats Zucker
fa/fa (n=12), leurs témoins Zucker fa/+ (n=12) et les rats LouC (n=12) ont étés placés en cycle
inversé (cycle 12h/12h, lumieres éteintes a 7h) et en restriction alimentaire et hydrique avec
un acces a la nourriture et a un complément hydrique pendant 4h par jour, de 13h a 17h. Les
animaux ont été testés dans le dispositif expérimental lors d’une premiere session de 5
minutes a 9h en I'état affamé et de nouveau le soir, lors d’une session de 5 minutes a 19h en
I’état rassasié. Apres une habituation a la cage expérimentale, les animaux ont été rendus
aversifs a I'ISO 10~ et le test de détection olfactive a été mené sur une gamme de dilutions
d’acétate d’isoamyle étendue de I'ISO 10 a I'ISO 107. Notons toutefois que les rats LouC, de
la méme maniere que leurs témoins Wistar, n’ont pas été testés pour 1'ISO 10-!'. Les résultats

obtenus pour cette étude sont résumés par la figure 23.

103



350 9 |L|
300 B
@ 7
250 9
o 6
_ o
% 200 ‘5 5
o
o 150 >4
8
< 3
100 =
2
50 1
0 2 3 ; :
fal+ fa/fa wistar LouC affamé rassasié affamé rassasié affamé rassasié affamé rassasié
fa/+ fa/fa wistar louC
c -—m--fa/+affamé D -4 wistaraffamé
—m—fa/+rassasié —4— wistarrassasié
- fa/faaffamé —@- louCaffamé R
~—#—fa/farassasié —o—louCrassasié %
= 100 . | 100
3 s ; p—
T NS NS %
2 2
g 80 L1 g 80 NS NS
Pl
‘_é‘ NS !é |
= ) NS
E) 60 § 60
3 3
g 8
i 3 40
c 2
20 20
0 0
iso11 iso10 iso9 iso8 iso7  iso5TA1 iso5TA2 iso10 iso9 iso8 iso7 iso5TAT iso5TA2
odeur odeur
300 100
*
—a—fa/+ —&— Wistar
% —ao— LouC
250
80
200
£ £
£ 150 g
2 g
#* #* 40
100
20
50
0 T T T 0 T T T

iso11 iso10 is09 iso8 iso7

104

iso10 iso9

iso8 iso7



Figure 23 : Comparaison de la modulation de la détection olfactive par I'état alimentaire pour les rats Zucker fa/fa
obéses et leurs témoins Zucker fa/+ ainsi que pour les rats LouC résistants a I'obésité et leurs témoins Wistar.

(A) Phénotype pondéral. Poids des rats de chaque souche (fa/+, fa/fa, Wistar, LouC) le dernier jour du test
comportemental (moyenne en gramme +/- SEM). Test de Student : ** p<0,001 et *** p<0,0001. (B) Motricité. Nombre
de changements de coté dans le dispositif expérimental lors du test de la détection olfactive pour les sessions
expérimentales au cours desquelles deux boissons différentes ont été présentées (moyenne +/- SEM). Les résultats ont
été mesurés pour chaque souche (fa/+, fa/fa, Wistar, LouC) en I'état affamé et en I'état rassasié. Pour les rats Zucker
(fa/+ et fa/fa), le test d’ANOVA a mesures répétées indique un effet de la souche *p<0,05. En revanche pour les rats
LouC et Wistar, ce test ne révele pas d’effet de la souche (NS). Par ailleurs, ce test n’a pas révélé d’effet de I'état
alimentaire, quelque soit la souche considérée (NS). (C,D) Détection olfactive. Les résultats sont représentés par un
index de détection olfactive, correspondant au nombre de lapements d’eau pure divisé par le nombre de lapements
total au cours de chaque session expérimentale (moyenne +/- SEM). Les courbes représentent les résultats du test de
détection olfactive pour les dilutions d’acétate d’isoamyle de 10’11, 10’10, 10’9, 10-8, 10”7 (iso11, is010, is09, is08, iso7)
pour les animaux affamés (trait fin et pointillés) et rassasiés (trait épais et plein). Les droites des zones grisées
représentent les résultats des tests de I'aversion pour la dilution d’acétate d’isoamyle de 107, au début du test
comportemental (iso5TA1 pour le test de I'aversion) et a la fin du test comportemental (iso5TA2 pour le re-test de
I’aversion). (C) Résultats des rats Zucker fa/+ et Zucker fa/fa. Pour le test de détection, 'ANOVA a mesurées répétées
indique un effet de I’état alimentaire pour les fa/+ (**p<0,001) et les fa/fa (***p<0,0001) mais pas d’effet de la souche.
Pour les tests d’aversion, 'ANOVA a mesurées répétées ne révéle pas d’effet du test (iso5TA1 ou iso5TA2, NS) et pas
d’effet de I'état alimentaire (NS). (D) Résultats des rats Wistar et LouC. Pour le test de détection, ’ANOVA a mesurées
répétées indique un effet de I'état alimentaire pour les Wistar (*p<0,05) mais pas pour les rats LouC (/' °). Ce test révele
également un important effet de la souche (***p<0,0001). Pour les tests d’aversion, 'ANOVA a mesures répétées ne
révele pas d’effet du test (iso5TA1 ou iso5TA2, NS) et pas d’effet de I’état alimentaire (NS). (E,F) Prise de décision. Les
résultats sont exprimés en nombre de lapements lors de la premiére consommation d’acétate d’isoamyle de la session
expérimentale (moyenne +/- SEM) pour les dilutions d’acétate d’isoamyle de 10", 10" 107, 10-8, 10”7 (iso11, iso10,
is09, is08, iso7) et pour les quatre souches de rats. (E) Résultats des rats Zucker fa/+ et Zucker fa/fa. (F) Résultats des
rats Wistar et LouC. Note : les échelles sont différentes en E et en F. Dans les deux cas, TANOVA a mesures répétées
révele un effet de la souche (*p<0,05).

Tout d’abord, nos données expérimentales démontrent que les rats Zucker fa/fa
présentent une masse corporelle significativement plus élevée que leurs témoins Zucker fa/+
(Figure 23A ; fa/fa: 298 +/- 18g; fa/+: 262 +/- 6g ; test de Student **p<0,001) et que les rats
LouC présentent une masse corporelle significativement plus réduite que leurs témoins
Wistar (Wistar : 285 +/- 17g ; LouC : 203 +/- 19g ; test de Student ***p<0,0001). Ces résultats
nous permettent de confirmer que les phénotypes des différentes souches utilisées pour cette

étude étaient bien établis lors de la réalisation du test comportemental.

Afin d’évaluer 'activité locomotrice des animaux dans le dispositif expérimental, le
nombre de changements de coté de chaque rat, affamé puis rassasié, a été mesuré dans le
dispositif expérimental lors du test de la détection olfactive au cours des sessions
expérimentales pour lesquelles deux boissons différentes étaient présentées (Figure 23B). Les

résultats indiquent que les rats obeses Zucker fa/fa (fa/fa affamé : 2,44 +/- 0,59 ; fa/fa rassasié :
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2,75 +/- 0,47) présentent une activité locomotrice réduite dans la cage expérimentale par
rapport a leurs témoins Zucker fa/+ (fa/+ affamé : 3,45 +/- 0,65 ; fa/+ rassasié : 3,60 +/- 0,60 ;
ANOVA a mesure répétées Fu,2=5,27; **p>0,001). En revanche les rats LouC et Wistar
présentent une activité locomotrice équivalente (Wistar affamé: 6,87 +/- 0,88; Wistar
rassasié : 5,92 +/- 0,96 ; LouC affamé : 5,81 +/- 1,00 ; LouC rassasié : 6,52 +/- 1,29 ; F1,18=0,15;
a=0,05 n.s.). Enfin, quelque soit la souche considérée et sur I'ensemble du test de détection
olfactive, les animaux démontrent une activité locomotrice globale identique dans le
dispositif expérimental, qu’ils soient affamés ou qu’ils soient rassasiés (fa/+ F,11=0,31 ; fa/fa

Fa,11=0,57 ; Wistar Fu,7=0,48 ; LouC Fq,11=1,13 ; a=0,05 n.s.).

La capacité de détection olfactive a été évaluée en mesurant un index de détection
olfactive, correspondant au nombre de lapements d’eau pure divisé par le nombre de
lapements total effectué au cours des sessions expérimentales pour lesquelles les animaux
avaient le choix entre de I'eau pure et de I'eau odorisé avec de 'ISO pour des dilutions de 10-
1,101, 10, 10%, 107 et 10~ (Figure 23C,D). Lors du test d’aversion réalisé au début du test
comportemental, lorsque les animaux avaient le choix entre de I'ISO a la dilution 10 et de
I'eau pure (iso5TAl), les index de détection olfactive sont proches de 100% (fa/+ affamé :
99,97 +/- 0,03% ; fa/+ rassasié : 99,98 +/- 0,02% ; fa/fa affamé : 99,85 +/- 0,15% ; fa/fa rassasié :
99,80 +/- 0,10% ; Wistar affamé: 99,94 +/- 0,04% ; Wistar rassasié : 92,40 +/- 5,07% ; LouC
affamé : 99,58 +/- 0,16% ; LouC rassasié: 99,63 +/- 0,21%), indiquant que l'aversion était
parfaitement établie a I'issu du conditionnement aversif. Lors du re-test d’aversion réalisé a
la fin du test comportemental (iso5TA2), les index de détection olfactive demeurent proches
de 100% (fa/+ affamé : 99,90 +/- 0,06% ; fa/+ rassasié : 99,38 +/- 0,23% ; fa/fa affamé : 98,01 +/-
1,80% ; fa/fa rassasié : 98,05 +/- 0,90% ; Wistar affamé : 99,58 +/- 0,21% ; Wistar rassasié : 99,10
+/- 0,49% ; LouC affamé : 99,52 +/- 0,29% ; LouC rassasié : 99,36 +/- 0,34%) et ne sont pas
significativement différents des index de détection mesurés lors du premier test d’aversion
(ANOVA a mesure répétées ; fa/+ et fa/fa : Fu,16-3,21 a=0,05 n.s. ; Wistar et LouC : F,18-0,62
a=0,05 n.s.), indiquant que l'aversion est restée effective pendant toute la durée du test
comportemental. De plus, les résultats obtenus lors des tests d’aversion ne sont pas
significativement différents entre les souches (ANOVA a mesure répétées ; fa/+ et fa/fa:
Fa16-2,17 a=0,05 n.s. ; Wistar et LouC : Fa,18-1,31 a=0,05 n.s.) et entre 1'état affamé et I'état

rassasié (ANOVA a mesure répétées ; fa/+ et fa/fa: Fu16-0,113 a=0,05 n.s. ; Wistar et LouC :
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F18-1,93 a=0,05 n.s.). En indiquant que la rétention de I'aversion est identique du début a la
fin du test comportemental, quelque soit la souche et quelque soit 1'état alimentaire, ces
données valident "utilisation du paradigme d’aversion olfactive conditionnée pour 1'étude

de la détection olfactive de nos modeles métaboliques.

Les résultats obtenus pour les rats Zucker fa/fa et Zucker fa/+ lors du test de détection
olfactive démontrent que les Zucker fa/fa obeses comme leurs témoins fa/+ non-obeses,
présentent une modulation de la perception olfactive par I'état alimentaire (Figure 23C). En
effet, les rats Zucker fa/+ présentent des index de détection olfactive significativement plus
élevés en I'état affamé (isoll : 25,69 +/- 6,82% ; is010 : 37,60 +/- 9,47% ; is09 : 39,06 +/- 10,12% ;
iso8 : 62,55 +/- 6,28% ; is07 : 95,26 +/- 1,75%) qu’en l’état rassasié (isoll :18,73 +/- 3,92% ;
is010: 16,82 +/- 2,93% ; is09 : 28,75 +/- 4,76% ; is08 : 19,45 +/- 3,85% ; is07 : 55,57 +/- 8,97%)(
ANOVA a mesure répétées ; Fu,11-27 **p<0,001). De la méme maniere, les rats Zucker fa/fa
présentent des index de détection olfactive significativement plus élevés en 1’état affamé
(iso11 : 39,58 +/- 9,96% ; is010 : 41,63 +/- 9,43% ; is09 : 51,34 +/- 8,91% ; is08 : 58,22 +/- 7,40% ;
iso7 : 89,85 +/- 5,57%) qu’en l'état rassasié (isoll : 20,74 +/- 4,42% ; is010: 17,66 +/- 4,18% ;
i509: 16,98 +/- 4,07% ; iso8: 12,92 +/- 3,16% ; iso7: 61,15 +/- 9,21%) (ANOVA a mesure
répétées ; Fu11)-47,97 **p<0,0001). En revanche, I'analyse de variance n’a pas pu mettre en
évidence d’effet de la souche (Fu22 = 0,06 a=0,05 n.s.) et suggere que les rats Zucker fa/fa et

Zucker fa/+ présentent des capacités de détection olfactive équivalentes.

Les résultats obtenus pour les rats Wistar et les rats LouC lors du test de détection
olfactive démontrent que les rats Wistar, comme nous I'avons déja démontré, présentent une
modulation de la perception olfactive par 1'état alimentaire (Figure 23D) et détiennent des
index de détection olfactive significativement plus élevés en I'état affamé (isol0 : 55,78 +/-
9,52% ; 1509 : 57,42 +/- 6,78% ; is08 : 55,53 +/- 7,25% ; is07 : 64,53 +/- 7,15%) qu’en 1’état rassasié
(is010 : 35,50 +/- 4,88% ; is09 : 31,27 +/- 7,55% ; is08 : 24,30 +/- 7,30% ; is07 : 56,37 +/- 9,21%)(
ANOVA a mesure répétées ; F1,11=10,70 *p<0,05). En revanche et de maniere surprenante, les
rats LouC présentent des index de détection olfactive non significativement différents entre
les deux états alimentaires (iso10 affamé: 53,18 +/- 5,11% ; iso10 rassasié: 46,58 +/- 3,81% ; is09
affamé : 63,03 +/- 496% ; is09 rassasié: 70,67 +/- 5,25% ; iso8 affamé : 76,01 +/- 6,62% ;
iso8 rassasié : 76,63 +/- 4,82% ; iso7 affamé: 95,91 +/- 1,39% ; iso7 rassasié: 86,33 +/- 5,56% ;
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ANOVA a mesure répétées ; F1,11-0,32 a=0,05 n.s.), indiquant que ces animaux ne présentent
pas de modulation de la perception olfactive d’'une odeur neutre par les états alimentaires.
De plus, il apparait que les rats LouC présentent de bien meilleures capacités de détection

olfactive que leurs témoins Wistar (ANOVA a mesures répétées F,22=22,88 ***p<0,0001).

Afin d’analyser plus précisément le comportement des animaux lors du test de
détection olfactive, le nombre de lapements lors de la premiere consommation d’ISO a été
mesuré au cours de chaque session expérimentale (Figure 23E,F). Cette mesure reflete la
latence nécessaire a 'animal pour prendre la décision de quitter la boisson odorisée aversive.
I1 est attendu que plus I'animal détecte rapidement 1'ISO diluée dans la boisson, plus il
réalise un nombre réduit de lapements avant de quitter le tube d’eau odorisée. Les résultats
obtenus indiquent que les rats Zucker fa/fa effectuent un plus petit nombre de lapements
(Figure 23E; isol1 : 74,83 +/- 21,50 ; iso10 : 103,5 +/- 24,36 ; is0o9 : 78,37 +/- 31,03 ; is08 : 92,29 +/-
31,32 ;is07 : 42, 96 +/- 19,51) que les rats Zucker fa/+ (isol1 : 215,04 +/- 61,01 ; iso10 : 157,08 +/-
42,05 ; is09 : 157,75 +/- 45,58 ; is08 : 135,79 +/- 43,96 ; iso7 : 55,67 +/- 34,36), avant de quitter le
biberon de boisson odorisée aversive pour consommer de 'eau pure (ANOVA a mesures
répétées Fu,22=6,10 *p<0,05). Les rats LouC effectuent également un nombre de lapements
significativement plus faible (Figure 23F ; iso10 : 36,04 +/- 15,05 ; is09 : 25,87 +/- 10,13 ; iso8 :
16,96 +/- 7,95 ; iso7 4,00 +/- 2,16) que les rats Wistar (iso10 : 53,83 +/- 27,59 ; iso9 : 43,33 +/-
16,89 ; iso8: 39,58 +/- 17,89 ; iso7 : 10,00 +/- 5,95), avant de quitter le biberon de boisson

odorisée aversive (ANOVA a mesures répétées Fq,22=4,818 *p<0,05).

Ces résultats indiquent que les rats Zucker fa/fa obeses présentent, comme leurs
témoins Zucker fa/+, une modulation de la perception olfactive par les états alimentaires et
disposent d'une meilleure sensibilité olfactive en l'état affamé qu’en l'état rassasié. Il
apparait cependant que les rats Zucker fa/fa, malgré une motricité réduite dans le dispositif
expérimental, détectent plus rapidement I'ISO que les rats Zucker fa/+, suggérant que les
animaux obeses et privés de la voie de signalisation de la leptine, possedent de meilleures
performances olfactives que leurs témoins Zucker fa/+. Ces résultats sont en accord avec les
résultats obtenus par d’autres auteurs, qui ont également démontré que les souris db/db
exprimant, comme les rats Zucker fa/fa, un récepteur de la leptine non-fonctionnel, mettent

significativement moins de temps pour retrouver une récompense alimentaire que les souris
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normales (Getchell et al., 2006). Par ailleurs, il a été démontré que les rats Zucker fa/fa sur-
expriment les neuropeptides orexigenes NPY et Orexine A (Sanacora et al., 1990 ; Mondal et
al., 1999). De plus, bien que la concentration plasmatique de ghréline ne soit pas supérieure a
celle des rats Zucker fa/+, les rats Zucker fa/fa présentent une augmentation importante des
récepteurs de cette molécule au niveau de I'hypothalamus (Nogueiras et al., 2004; Brown et
al., 2007). Ces données nous laissent penser que chez les rats Zucker fa/fa, hyperphagiques et
constitutivement affamés, 1’action centrale des neuropeptides orexigenes et de la ghréline
conduit a une augmentation de la détection olfactive. Ce phénomene est exacerbé par une
diminution de l'influence des molécules anorexigenes. En effet, ces animaux sous-expriment
POMC, le précurseur du neuropeptide anorexigene aMSH (Yamamoto et al.,, 2002). Par
ailleurs, ils sont génétiquements résistants a la leptine (Chua et al., 1996) et développent
également une résistance secondaire a l'insuline (Zucker and Antoniades, 1972). Il est
intéressant de noter que, chez les rats Zucker fa/fa, la mise en place d'un régime alimentaire
peut modifier les résistances a la leptine et a l'insuline. Ainsi, la leptine peut influencer
certains comportements, impliquant notamment le circuit de la récompense, lorsque ces
animaux sont soumis a une restriction alimentaire chronique telle que celle utilisée lors de
nos tests comportementaux, tandis qu’elle n’a aucun effet chez des animaux soumis a un
jetine aigu (Fulton et al.,, 2004). Certains auteurs ont suggéré que la restriction alimentaire
chez ces animaux obeses augmentait la sensibilité du systeme nerveux central a la leptine en
modifiant I'expression des différentes formes du récepteur de la leptine (Bennett et al., 1998).
Ces résultats suggerent que chez les rats Zucker fa/fa, malgré une persistance de la résistance
périphérique a la leptine et a l'insuline, certaines régions du systeme nerveux central
pourraient étre modulées par ces deux peptides dans certaines conditions nutritionnelles
particulieres. Ainsi l'insuline, au méme titre que d’autres molécules dont la concentration
varie avec la prise alimentaire, pourraient chez le rat Zucker fa/fa comme chez son témoin
mince étre responsable, dans nos conditions expérimentales, de la modulation de la détection
olfactive en fonction de I'état alimentaire. Toutefois, ces données demeurent préliminaires et
d’autres études comportementales sont a envisager pour établir précisément le phénotype
olfactif des rats Zucker fa/fa et étudier l'influence des molécules impliquées dans la

régulation de la prise alimentaire sur les capacités olfactives de ces animaux.
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Les rats LouC présentent d’excellentes performances olfactives : ils disposent d'une
meilleure sensibilité olfactive et détectent 1'ISO plus rapidement que leurs témoins Wistar.
Par ailleurs les rats LouC ont la particularité de ne pas démontrer de modulation de la
détection olfactive par les états alimentaires. De la méme manieére que les rats Zucker fa/fa,
les rats LouC sur-expriment les neuropeptides orexigenes Orexine A, NPY et AgRP
(Kappeler et al., 2004a ; Mitchell et al., 2006) et sous-expriment POMC, le précurseur du
neuropeptide anorexigene de I'aMSH (Kappeler et al., 2004a; Kappeler et al., 2004b; Taleux
et al., 2008). Ainsi les tres bonnes performances olfactives mesurées chez les rats LouC
pourraient étre liées a la surexpression de molécules orexigenes. En revanche, contrairement
aux rats Wistar, 1'expression des molécules hypothalamiques orexigenes et anorexigenes ne
semble pas étre modulée par I'état alimentaire chez les rats LouC (Taleux et al., 2008). De
plus, alors que la concentration en ghreline augmente de fagon significative avec le jetine
chez le rat Wistar, elle ne semble pas varier en fonction de I'état alimentaire chez le rat LouC
(Taleux et al., 2008). La méme tendance a été observée par les mémes auteurs pour la leptine,
qui diminue lors du le jetine chez le Wistar mais dont le taux ne varie pas chez le LouC.
Ainsi, le taux d’expression et I'absence de variations d’expression des neuropeptides et de
certaines molécules périphériques au cours du cycle nutritionnel pourraient donc sous-
tendre 'absence de modulation de la détection olfactive en fonction de l'état alimentaire,

observée chez les LouC.
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Chapitre II - Modulation de la détection olfactive
par les molécules impliquées dans la régulation

de I’homéostasie énergetique

ﬁ pres avoir démontré chez le rat et la souris que les états alimentaires étaient modulés
par les états alimentaires et métaboliques, la suite logique de ce travail consistait a
étudier les mécanismes sous-tendant une telle modulation. Comme nous l’avons exposé dans
le troisieme chapitre de l'introduction, de nombreuses données semblent indiquer que les
hormones et les neuropeptides impliqués dans la régulation de 1’homéostasie énergétique
peuvent agir au niveau du systeme olfactif pour en modifier 1’activité et ainsi conduire a une
modulation de la perception olfactive. Ainsi, la deuxieéme étape de ce travail a consisté a
étudier les roles de certaines molécules impliquées dans la régulation de la prise alimentaire

sur la capacité de détection olfactive des rats.

Une premiere étude a été menée dans le but d’analyser les roles distincts de 1’Orexine
A et de la leptine sur la capacité de détection olfactive d'une odeur neutre chez le rat. Ce
travail collaboratif a fait I'objet d'une publication en 2007 dans la revue Behavioural Brain

Research.

Une deuxieme étude a été conduite pour caractériser l'influence de l'insuline sur la
modulation de la capacité de détection olfactive par les états alimentaires et métaboliques
chez le rat. Ce travail est actuellement en préparation pour soumission a The Journal of

Neuroscience.
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1) Troisieme étude : Changements des performances de détection olfactive induits

par l'orexine et la leptine, mimant les états de faim et de rassasiement.

Résumé : De nombreux peptides périphériques et hypothalamiques controlent la
prise alimentaire. Parmi ces signaux se trouvent l’orexine, une molécule orexigene libérée
dans le bulbe olfactif par des fibres centrifuges hypothalamiques, et la leptine, une molécule
anorexigene libérée en périphérie et capable de traverser la barriere hématoencéphalique
pour atteindre le systeme nerveux central. Dans cette étude, nous avons injecté en ICV soit
de I'orexine, soit de la leptine, et leurs effets sur les performances olfactives ont été mesurés
sur deux groupes de rats, en utilisant un paradigme comportemental basé sur une aversion
olfactive conditionnée. Les rats ont été rendus aversifs a de 1'eau odorisée a l’acétate
d’isoamyl (ISO) a la dilution de 10~ (1ul dans 100ml d’eau). Un premier groupe a été injecté
avec de l'orexine vs saline et le second groupe a été injecté avec de la leptine vs saline.
Plusieurs concentration d’eau odorisée a 'ISO (plus faibles que 10-%) ont été présentées aux
animaux afin de comparer leur capacité a éviter la boisson odorisée. L’orexine diminue la
consommation d’ISO, traduisant un comportement d’évitement accru pour les
concentrations d’ISO comprises entre 10 et 107. A l'inverse, les administrations de leptine
induisent une augmentation dose-dépendante de la consommation d’ISO pour Ila
concentration d’ISO 100, Ces résultats démontrent que 'orexine augmente et que la leptine
diminue la sensibilité olfactive. Ainsi, 'orexine et la leptine modulent les performances
olfactives de la méme maniere que les états physiologiques de faim et de satiété et
apparaissent comme des éléments cruciaux des interactions entre 1'olfaction et la prise

alimentaire.
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Abstract

Numerous peripheral and hypothalamic peptides control food intake. Among these signals are orexin, an orexigenic molecule released into
the olfactory bulb by centrifugal hypothalamic fibres and leptin, an anorexigenic molecule that is released peripherally and can pass through the
blood-brain barrier. In the present study, we injected either orexin or leptin, intracerebroventricularly, and their effect on olfactory performance was
evaluated in two groups of rats, using a behavioral paradigm based on conditioned olfactory aversion. Rats were made aversive to water odorized
with isoamyl acetate (ISO) at 10~ (1 wl in 100 ml of water). One group was injected with orexin versus saline and the other with leptin versus
saline. They were then presented with different concentrations (lower than 107%) of ISO-odorized water to compare their ability to avoid the ISO-
drink. Orexin decreased ISO-drink consumption, showing increased avoidance of the ISO concentrations tested which ranged from 10~ to 1077,
Conversely, the administration of leptin resulted in a dose dependant increase in the odorized-drink consumption for ISO 10~'°. Orexin therefore
increases and leptin decreases olfactory sensitivity. Orexin and leptin modulate the olfactory performance in a similar way as do physiological

induced fasting and satiation and appear to be important factors in the interdependency of olfaction and food intake.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Olfaction is one of the main external cues which can
induce feeding independently from the nutritional cravings of
an organism [54]. Most animals including humans use this
sense to appreciate food palatability and initiate food intake
[14,24,35,36,41-43,59] and impairment of the olfactory sig-
nal may affect the control of eating behavior [20,33,39]. Thus,
deciphering how olfactory mechanisms are involved in feeding
behavior appears to be a relevant way to better define some of
the factors responsible for obesity and other eating disorders,
whether caused by genetic or environmental factors.

In humans, the feeding state modulates olfactory sensitivity
[26-29,35,38,63,68]. In animals, although this modulation had

* Corresponding author. Tel.: +33 3728 7463; fax: +33 43728 7601.
E-mail address: pviret@olfac.univ-lyon1.fr (P. Duchamp-Viret).
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been reported [11], it had never been specifically analyzed until a
very recent behavioral experiment by our team where the ability
to detect odors was compared in fasted and satiated rats [1].
Fasting and satiation were found to increase and decrease the
olfactory detection power of rats.

The findings that the feeding state has a direct influence on
olfactory sensitivity raises the question of what the chemical
signals involved in such changes in olfactory performance are,
i.e. in the crosstalk between the hypothalamic feeding network
and the olfactory system. Numerous peripheral or hypothala-
mic molecules have been reported to act in the priming and
stopping of food intake [44]. Among these molecules, orexin
appears especially interesting since a considerable body of
evidence has pointed to it being a stimulator of food intake
[15,34,44,47,55,57]. In the central nervous system, orexin is
synthesized and secreted by hypothalamic neurons [13,58] and
is released into the olfactory bulb (OB) and cortices from cen-
trifugal fibers originating directly from the lateral hypothalamic
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areas [8,12,13,52,58]. Itis thus possible that orexin is involved in
the signaling between the hypothalamus and olfactory centers.

One of the most potent among satiety signals, leptin
[5,16,17,22] is synthesized peripherally by the adipocytes and
secreted in direct proportion to the degree of adiposity [46] act-
ing on the hypothalamic feeding networks which in turn regulate
food intake by initiating satiety [46,48,64]. Leptin is involved in
fat regulation, insulin signaling, glucose homeostasis and bone
remodeling and appears to be of great interest for a therapeutic
approach to obesity [9]. It has also been proposed that leptin is
one of the major signal mediators involved in modulating perfor-
mance of the olfactory system in relation to the alimentary status
[37] and indeed, leptin receptor expression has been shown to
increase in the olfactory epithelium of fasted rats [4].

Intracerebroventricular (icv) administration of orexin has
been demonstrated to increase food intake in rats [15,56,58,66]
and mice [47] and icv administration of leptin to decrease food
intake in both rats [16,34,50,61] and humans [19,32,49] which
led us to hypothesize that these two molecules should be capa-
ble of mimicking very closely the feeding states of physiological
fasting and satiation.

In order to decipher some of the mechanisms underlying the
influence of the feeding state on olfactory sensitivity, the present
study addresses the question of the action of orexin and leptin
on olfactory perception. The aim was to provide experimental
evidence of the involvement of orexin and leptin in the crosstalk
between hypothalamic and olfactory structures by showing that
orexin and leptin act on olfactory sensitivity in a very similar
way to that of fasting and satiety. This was done by pairing the
behavioral paradigm based on conditioned olfactory aversion
(COA) with icv injections of orexin and leptin in rats placed
under a strictly controlled food-intake regimen.

2. Materials and methods
2.1. Animals

The experiments were carried out in accordance with the European Commu-
nity Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC), for the care and use
of laboratory animals and every effort was made to minimize animal suffering
and keep to a minimum the number of animals used. Experimental protocols
were approved by the Comité d’Expérimentation Animale of the Université
Claude Bernard, Lyon 1.

The orexin and leptin experiments were performed on two different groups
of 12 naive male Wistar rats. The rats (2 months old and weighing 220/240 g on
receipt) were purchased from Charles River Laboratories (France). On arrival,
they were housed individually in Plexiglas chambers at constant temperature
and relative humidity (224 0.5°C and 50 £ 5%). All rats were kept under a
12h light-12 h dark cycle and were weighted daily at 09:00 a.m.

2.2. Surgery

The surgical procedures we used have been described in detail by Mistry et
al. [48]. Drugs were icv administered through cannula (Plastic One, 22-gauge
stainless steel guide) implanted in the left lateral cerebral ventricle. The correct
positioning of the cannula was verified by an intense drinking response to an icv
injection of angiotensin IT (100 ng; Sigma-Aldrich, France) after which the rats
were allowed to recover for 7 days in their home cage with free access to food
and water before the water-restriction pre-study phase began. During this period,
they were handled daily and the dummy cannula inserted in the icv cannula was
carefully removed and replaced.

2.3. Drugs

Orexin A was purchased from Bachem AG (Switzerland) and leptin from
Sigma-Aldrich (France). The orexin was administrated at a dose of 10.7 pg/rat
(3 nmol) and leptin at 30 or 90 ng/rat (18.75 and 56.25 pmol). The two drugs were
delivered in 3 pl of saline vehicle (NaCl 9%¢) over 60 s. Neither the orexin [31]
nor the leptin [45] injected at these doses were found to quantitatively change
the food intake.

2.4. Behavioral protocol

2.4.1. Common features of the experiments

The behavioral tests utilized in the two experiments were based on beverage
consumption. One week prior to testing the rats were habituated to a 22 h/day
water restriction schedule which continued throughout the experiments.

The behavioral tests were conducted in parallel in groups of four rats in
individual Plexiglas operant chambers (330 mm x 210 mm x 180 mm) details of
which can be found elsewhere [1]. Two plastic tubes were mounted on opposite
sides of the flat ceiling of each chamber. Each tube was connected to a custom-
made capacitance circuit which allowed the experimenter to measure the amount
of liquid consumed by the rat and to record its licks using a CED 1401 interface
(CED, Cambridge) connected to a computer.

The behavioral experiments are schematically illustrated in Fig. 1A and B.
They are based on conditioned olfactory aversion. Rats were first trained to drink
tap water in the operant chambers for 3 days (not shown). During the following
4 days, corresponding to COA establishment, the rats only had access to water
odorized with ISO at 10~3 (corresponding to 1 pl of ISO in 100 ml of water
at which dilution ISO is only perceived olfactorily) [62]. On the first day, the
isoamyl acetate was paired with an intraperitoneal injection of LiCl (10 ml/kg
at 0.15M) 15 min later to make the animals sick. Then only those which drank
more than 0.5ml of ISO during any of the subsequent 3 days were injected
with LiClL. Once COA was established, the aversion was tested on day 0 (D0) of
each experiment by giving the animals the choice between tap water and water
odorized with ISO 103, During the test period the rats were offered a choice
between tap water and water odorized with ISO at different concentrations which
were chosen according to the results of our preceding experiment [1]. Indeed,
using the same test, we had shown that olfactory detection performances differed
significantly between physiologically fasted and satiated rats for ISO at 10~°
and 1078, The present concentration range used in orexin and leptin experiments
includes these values. At the end of the two experiments, 7 days later (D7), COA
stability was checked by giving rats the choice between ISO at 10~ and tap water
(aversion retest).

When the tubes contained two different drinks, their right-left position was
systematically interchanged across sessions. At the beginning of each session,
rats were intentionally placed under the tube containing the ISO-odorized water.

(A)

Aversion test Test period Aversion retest

L Saline | Saline | ORX | Saline | ORX | Saline | ORX | Saline |
I | ! I I I I ! 1

00 D1 D2 03 D4 D5 D6 o7
10*/Water 10/ Water 10/ Water 107/ Water 10°*/Water
(8)
Aversion test Test period Aversion retest

L Saline | Saline | Lept. 30 | Lept. 90 | Saline | Lept. 30 | Lept. 90 | Saline |

! Do i D1 ! D2 J D3 ! D4 ! DS ! D6 ! D7 '

10%/Water 10"%/Water 109/ Water 10%/Water

Fig. 1. Schematic representation of the overall course of the orexin (A) and
leptin (B) experiments. COA was tested on DO (aversion test) and tested again
on D7 (aversion retest) where the rats had a choice between 1SO 1075 and tap
water. In both experiments the test period ran from D1 to D6. The nature of the
icv injection and the ISO concentration are given for each day. Orexin (ORX)
was icv injected at 10.7 pg/rat and leptin (Lept) at either 30 or 90 ng/rat.
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Fig. 2. Schematic representation of the daily schedule of the orexin (A) and
leptin (B) experiments. For both experiments, the behavioral tests comprised
two sessions, S1 and S2. Orexin experiments were done on satiated rats, at
the beginning of the light phase, the animals having ad libitum access to food.
Leptin experiments were done in fasted rats at the beginning of the dark phase,
the animals having access to food for 2 h/day from 01:00 to 03:00 p.m.

Rat olfactory sensitivity for ISO was thus assessed using a forced-choice task,
and not by using a simple choice task, since the thirsty rats were forced to smell
the odorized tube first. This procedure was chosen to avoid the possibility that
the rats, highly motivated by thirst, would go by chance to the pure water tube
first, drink only water, and not sample the ISO tube.

2.4.2. Specifics of the orexin experiment

The colony lighting was controlled according to a normal 12h light-12h
dark cycle with light being turned on at 09:00 a.m. (Fig. 2A). The rats had ad
libitum access 1o food, so they were satiated at the beginning of the test, and
had access to water only from 1:00 to 3:00 p.m. They were submitted to two
5-min daily test sessions performed at 10:00 a.m. (S1) and 11:00 a.m. (S2). As
shown in Fig. 1A, the test schedule ran over 6 days (D1-D6). Each daily test
period started at 9:00 a.m. with an icv injection of saline (D1, D3 and D5) or
orexin (D2, D3 and D4). Then during the two 5-min daily test sessions, the rats
were offered the choice between tap water and water odorized at different ISO
concentrations: ISO at 1072 (D1-D2), 103 (D3-D4) and 107 (D5-D6).

2.4.3. Specifics of the leptin experiment
The colony lighting was controlled according to an inverted 12 h light-12h
dark cycle with light being turned off at 09:00 a.m. (Fig. 2B). The rats were

Table 1

Physiological and behavioral par: linrats i

habituated and kept on a 22 h food- and water-restriction schedule. As they had
access (o food and water only from 01:00 to 03:00 p.m., they were fasted at the
beginning of the test. The detection test comprised two 5-min sessions: S1 at
10:00 a.m. and S2 at 11:00 a.m. As shown in Fig. 1B the test schedule ran over
6 days (D1-D6). Each daily test period started at 9:00 a.m. with an icv injection
of saline (D1 and D4) or leptin (30ng on D2 and D5; 90ng on D3 and D6).
Then during the two 5-min daily test sessions, the rats were offered the choice
between tap water and water odorized at different ISO concentrations: ISO at
1071 (D1-D3) and 1SO at 107 (D4-D6).

2.4.4. Data processing and statistical analysis

The raw data collected during each test session were the volumes of tap and
odorized water consumed by the rats and the sequences of licks recorded at each
tube by the detectors connected to the CED 1401 apparatus. The volumes were
utilized to calculate the proportion of odorized water consumed with respect to
the total beverage intake. The licking recording sequences were processed to
determine the number of side (tube) changes during each session.

All statistical procedures were performed using SAS software. Vari-
able distribution was first tested for normality using Shapiro-Wilk and
Kolmogorov—Smirnov tests. If the studied variable followed a normal distri-
bution, data analysis was performed using the ANOVA method. Otherwise,
the drugs’ effects on behavior or ISO intake were analyzed by using the
non-parametric Wilcoxon two-sample test. P-values <0.05 were considered as
statistically significant.

3. Results

During the orexin and leptin experiments, several physio-
logical and behavioral parameters were controlled (Table 1).
The weight of rats remains stable over the orexin and leptin
experiments. Although orexin or leptin have not been reported
to change food intake at the utilized doses, food intake was
measured in the leptin experiments because, first the ani-
mals were kept on a 22 h food-restriction schedule (versus an
ad libitum regimen for orexin experiment) and second, their
restrained access to food occurred in the hours following the
tests (Fig. 2). In Table 1, it can be seen that food intake is
not affected by leptin. The drinking behavior in the operant
chamber was analyzed, for drug versus saline, by comparing
the amounts of fluid consumed (tap water + odorized water). It
is shown that the orexin injections significantly increased the
liquid intake (P <0.005). In contrast, no significant change was
observed for leptin regardless of the dose injected. To evalu-
ate whether the drugs changed the locomotor activity of the
rats inside the test apparatus, the numbers of side changes dur-
ing the sessions were compared. Neither leptin nor orexin were
found to have a significant influence on the number of side
changes.

cluded in the orexin and leptin experiments

Orexin experiment

Leptin experiment

Saline Orexin Saline Leptin 30 Leptin 90
Weight (g) 3NT77:£59 318.88 + 5.48 291.58 + 6.69 290.83 £ 7 293.12 £ 7.45
Mean food intake (g) - - 19.52 £ 0.98 21.28 £ 0.12 19.56 + 1.09
Mean fluid intake (ml) 7.82 £ 0.96 9.64%4% + (.89 6.10 + 0.69 6.97 + 0.62 6.14 £ 0.70
Number of side changes 5.04 + 048 5.67 £ 045 492 +0.32 5+ 058 4.5 + 047

For each measure, comparisons were made inside each experimental group, orexin and leptin, between saline and drug injection. The weight remains stable over
orexin and leptin experiments as well as the mean food intake for the rat injected with leptin. The mean fluid intake is significantly increased in rats receiving orexin
(*#%P <0.005). The numbers of side changes during the test did not significantly differ in any condition. +: S.E.M.
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Fig. 3. Effect of orexin on ISO-drink consumption as a function of concentra-
tions. The rats decreased their ISO consumption under orexin as compared to
saline, regardless of the concentration; this decrease was highly significant for
1SO 107Y (**P<0.01).

In both experiments, COA establishment was checked on DO
by giving the rats the choice between ISO 10~ and tap water
(Fig. 1). In both groups of rats, COA was perfectly established
since they consumed less than 0.5 ml of ISO 10~ odorized
water. COA was tested again at the end of each experiment on
D7 when ISO intake was not found to significantly differ from
that on DO, indicating that there was no COA attenuation.

In Fig. 3, the two curves give the proportion of ISO intake as
a function of the concentration in the control (NaCl) and orexin
injected rats. The amounts consumed per rat in each test sessions
(S1 and S2) were averaged. For 1072, 1078 and 10~ "-odorized
water, the two curves show a significantly higher consumption
than that observed for 1073 (P<0.005), and inversely propor-
tional to the ISO concentration. The curves show that the rats
decreased their ISO consumption when under orexin compared
with saline whatever the concentration, and that this decrease
was highly significant for ISO 10~ (P <0.01). Since it has been
shown that the ability of rats to manifest COA by avoiding ISO
is an appropriate index of their olfactory perception [1], these
results indicate that orexin increases olfactory sensitivity in the
rat similarly to physiological fasting.

The three curves in Fig. 4 give the proportion of odorized
fluid intake as a function of ISO concentration after saline, leptin
30 ng or leptin 90 ng injections. In this experiment, the control
rats were physiologically fasted. Consequently whatever the ISO
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Fig. 4. Effect of leptin on ISO-drink consumption as a function of concen-
trations. Both doses of leptin increased the rat’s ISO-drink consumption at
10719 (leptin 30 ng: ##P <0.005; leptin 90 ng: ***P <0.0001); the highest dose
reflected a more potent effect.
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Fig. 5. Parallel between the physiologically induced and the drug-mimicked
feeding states: comparison of ISO-drink consumptions. The physiologically
satiated rats correspond to the control rats injected with saline during the
orexin experiment. The physiologically fasted rats correspond to the control rats
injected with saline during the leptin experiment. The physiologically fasted
and ORX rats consumed significantly less ISO-drink than the physiologically
satiated and Lept rats (P <0.05). The physiologically fasted rats consumed less
ISO-drink than orexin fasted rats (*P <0.05). The physiologically satiated rats
and leptin rats did not consume significantly different amounts of the ISO-
odorized drink.

concentration, their consumption of the ISO-drink was very low,
and lower than that of the control rats in the orexin experiments
(Fig. 3), which were physiologically satiated. This low initial
consumption makes it all the more obvious that both doses of
leptin increased ISO-drink consumption at 10~'? (leptin 30 ng:
P <0.005; leptin 90 ng: P <0.0001), the highest dose reflecting
a more potent effect. These results indicate that leptin decreases
olfactory sensitivity similarly to physiological satiation [1], in a
dose dependant manner.

Because our experiments were based on the assumption that
orexin and leptin are two important agents linking the fasted
and satiated states to olfactory perception, Fig. 5 focuses on
the parallel between the physiologically induced and the drug-
mimicked feeding states. We expected that the physiologically
fasted control rats (of the leptin experiment) and the ad libitum
fed rats injected with orexin would demonstrate similar ISO-
drink consumption. This was the case as in both experiments
the rats consumed significantly less ISO-drink than the satiated
ones, i.e. the physiologically satiated rats under saline (of the
orexin experiment) and the leptin satiated rats (P <0.05). How-
ever, the physiologically fasted control rats consumed even less
ISO-drink than did the orexin fasted rats (P <0.05). Likewise,
the physiologically satiated control rats and the leptin satiated
rats were expected to consume similar proportions of ISO. Again
this proved to be true since the leptin rats (90 ng) and physiolog-
ically satiated rats consumed significantly more ISO-drink than
did the others although the relative amounts consumed were not
significantly different.

4. Discussion

By studying the general drinking behavior of rats under drugs,
orexin was found to significantly increase the overall drink con-
sumption. This confirms the previously reported results of Kunii
et al. [40]. Orexin is furthermore well known to influence loco-
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motor activity and plays an important role in arousal [7,65].
Similarly, leptin has also been stated to exert a positive influence
on locomotor activity [10] and reported to normalize locomo-
tion in hypoactive ob/ob mice [51]. In our paradigm, neither
orexinnor leptin induced significant changes in locomotor activ-
ity as measured by the number of side changes. This allows us
to exclude that the effects of orexin and leptin on ISO-drink
avoidance or intake are attributable, even in part, to their effect
on locomotor activity or arousal.

Using the same COA paradigm we showed in a previous
experiment that fasted rats avoid ISO-drink at very low con-
centrations which are undetectable when rats are satiated and
concluded that fasting increases olfactory sensitivity [1]. In order
to mimic fasting, orexin was administered during the early light
phase (at 09:00 a.m.) when its effect on feeding has been said
to be at a maximum [18,31]. Under these conditions, rats were
found to avoid low concentrations of ISO, despite the global
influence of orexin which tends to increase the total drink con-
sumption and orexin clearly appears to be able to modulate
olfactory perception in exactly the same direction as fasting does.
This supports the idea that orexin has an important role in the
fasted status, at least regarding changes in olfactory perception.
Orexin can be assumed to act directly at the level of the OB net-
work where it isreleased by hypothalamic fibers[8,12,13,52,58].
In recent electrophysiological studies it was shown that orexin
modulates the electrophysiological activity of the OB network
both in vitro [30] and in vivo [2] by acting on orexin receptors
types localized on different neuronal subpopulations [30]. Hardy
et al. [30] also reported that orexin could change mitral cell
excitability to electrical shocks applied on the olfactory nerve.
Given the present results, we assume that the centrifugal action
of orexin might modulate the sensitivity of OB neurons to the
sensory input.

By inducing a dose dependant increase in ISO-drink con-
sumption, and thus a decrease in [SO-drink avoidance, leptin
produces an effect close to that of physiological satiation [1]. To
prove that leptin changes ISO-drink intake, we needed both to
increase the leptin dose and to decrease ISO concentrations (by
comparison with our preceding experiments [1]). Because lep-
tin injections were done in physiologically fasted rats to mimic
satiation, leptin had to counteract the action of endogen pep-
tides including that of orexin which has been shown to have a
very potent effect on olfactory performance, and which has a
very high level during the dark period when animals are active
[23,67]. As shown by the saline curve, the physiologically fasted
rats consumed little ISO-drink, even at the lowest concentration.
In these conditions, leptin had to counterbalance the high sen-
sitivity accompanying the fasted state [1]. Leptin did this for
ISO 10719, thus significantly decreasing the olfactory sensitiv-
ity in the same direction as for physiological satiation. This is
consistent with the finding that leptin injections in ob/ob mice
decrease olfactory performance when food seeking, lowering
their sensitivity to a level similar to that of wild-type mice [25].
The effect of leptin on olfactory performance is anatomically
supported by the fact that, along with the hypothalamus, the
olfactory system is also a major target for leptin, as leptin recep-
tors are strongly expressed in both the piriform cortex [6] and
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the OB [60]. Globally, our results point to an important role
for leptin in the satiated state at least regarding the changes in
olfactory perception. Further in vitro electrophysiological stud-
ies are in progress to determine the precise action of leptin on
OB neurons.

Our results are consistent with the conclusion that orexin
and leptin probably modify processing in the olfactory bulb by
increasing or decreasing the olfactory detection power of rats
for a neutral odor. It is remarkable that their action appears to be
more especially linked with low concentrations, with 10~ for
orexin and 10710 for leptin. Such a pharmacological action on
olfactory performance, linked with concentration of the stimu-
lus has been already described by Pho et al. [53] who showed
that intraperitoneal injections of rolipram impaired odor detec-
tion in mice specifically at low concentrations. In the olfactory
bulb, orexin has been experimentally demonstrated to act on the
network, by activating periglomerular and granular GABAer-
gic neurons or mitral cells [30]. Such an action may result in
a modification in activation of the global network and thus the
activated glomerular map which depends on both odor quality
and intensity [21]. Thus, it may be suggested that the action of
orexin or leptin could come into play at low levels of intensity,
probably by enhancing activation of the neuron network set in
motion at threshold concentrations of odorants.

The parallel made between the physiological and the drug-
induced fasting and satiation reinforces the argument that orexin
and leptin are important agents in the hypothalamic feeding
network/olfactory structure crosstalk. However physiological
fasting appears to be more effective than orexin-induced “fast-
ing” in altering olfactory perception. This is probably due, even
in part, to the fact that the rats receiving orexin were fed ad libi-
fum while the physiologically fasted rats were fed only during
the same 2-h period each day. The ad libitum fed rats therefore
would have had different food intakes and probably had higher
degrees or at least different degrees of satiation. In addition,
orexin injections in ad libitum fed rats probably had to counteract
high level of endogenous circulating leptin. Taken together, these
hypotheses probably account for the difference in ISO avoid-
ance and/or olfactory perception observed with physiological
and orexin-induced fasting. Furthermore, physiological fasting
consists in a far more complex chemical environment than does a
simple increase in orexin levels and the same remark is valid for
physiological versus leptin-induced “satiety”. Indeed, numerous
peripheral and central chemical signals are involved in control-
ling the two feeding states and could also intervene to modulate
olfactory processing ([44], for a review). Thus, it is perfectly
consistent that orexin and leptin influence the olfactory sensi-
tivity in a similar direction to that of physiological fasting and
satiety, but that they cannot be as potent as fasting and satiety
are.

Theresults lie within the scope of our experimental approach
concerning the role of olfaction on feeding behavior [1-3,30]
and enrich our previous data showing that olfactory sensitiv-
ity is modulated by the physiological feeding state [1]. We
now have further insight into the signals underlying the interac-
tion between feeding state and olfactory sensitivity by showing
that orexin and leptin are important agents in the hypothala-
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mic feeding network/olfactory pathway crosstalk. These results
open important perspectives for evaluating the links between
the olfactory performance of some rat strains and their metabolic
specificities leading to a tendency or not towards obesity and the
specific links with their relative rates of orexin or leptin endogen
circulation. Such studies will provide important insights into the
understanding of the involvement of molecular signal deficit or
abundance in the development of pathophysiological metabolic
states and their relationship with olfaction.
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2) Quatrieme étude : L’insuline diminue la détection olfactive d'une odeur neutre

chez le rat

Résumé : Dans le systeme nerveux central, I'insuline joue un réle crucial dans les
pathologies métaboliques telles que I'obésité et le diabete, et est impliquée dans de multiples
mécanismes de régulation dont la régulation de la masse corporelle et de la prise alimentaire.
De plus en plus de données suggerent que linsuline prend part au traitement de
I'information olfactive. Les récepteurs de l'insuline sont abondamment exprimés dans le
systeme olfactif et le bulbe olfactif est I'une des structures cérébrales contenant la plus
grande quantité d’insuline. L’administration centrale d’insuline module la discrimination
olfactive ; cependant le rdle de l'insuline sur la détection olfactive reste a élucider. En
utilisant un paradigme comportemental basé sur une aversion olfactive conditionnée (AOC),
nous avons démontré que l'injection intracérébroventriculaire (ICV) de 14mU d’insuline
diminue sélectivement la capacité de détection olfactive d'une odeur neutre, sans altérer la
rétention de 'AOC, l'activité locomotrice, les taux périphériques d’insuline de glucose, la
prise alimentaire et la masse corporelle. Chez les animaux rassasiés, les taux plasmatiques et
bulbaires d’insuline sont significativement plus élevés que chez les animaux affamés. De
plus, I'injection ICV de 14mU d’insuline éleve le taux d’insuline dans le bulbe olfactif (BO)
d’animaux affamés au niveau du taux bulbaire d’insuline mesuré chez les animaux rassasiés.
En quantifiant la distribution des récepteurs olfactifs dans le BO principal, nous avons
démontré que les récepteurs de l'insuline sont préférentiellement exprimés dans les parties
caudales et latérales, et que la densité maximale des récepteurs de l'insuline est présente
dans la couche des cellules mitrales. L’ensemble de ces données démontre que le traitement
de l'information olfactive est modulé par l'insuline au niveau du BO, suggérant que la
fonction olfactive est sous le contrdle de signaux d’adiposité impliqués dans la régulation de

la masse corporelle et du comportement alimentaire.
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Abstract

In the brain, insulin is involved in multiple regulatory mechanisms, including body
weight and food intake regulations and may play a critical role in metabolic disorders such
as obesity and diabetes. An increasing body of evidence indicates that insulin takes a part in
the modulation of olfactory processing. Insulin receptors (IRs) are abundantly expressed in
the olfactory system, and the olfactory bulb (OB) contains the highest level of insulin in the
brain. Central administration of insulin alters olfactory discrimination; however a role of
insulin on olfactory detection remains to be elucidated. Using a behavioral paradigm based
on conditioned olfactory aversion (COA), we demonstrated that an intracerebroventricular
(ICV) injection of 14mU insulin in fasted rats acutely and selectively decreased olfactory
sensitivity for a neutral odor, without altering COA memory, locomotor activity, circulating
insulin and glucose levels, food intake and body weight. In satiated rats, OB and plasma
insulin levels were significantly higher than in fasted rats. Furthermore, a 14mU insulin ICV
injection significantly elevated the OB insulin level of fasted rats to the level of satiated rats.
We further quantified IR distribution and showed that IRs are preferentially expressed in the
caudal and lateral parts of the main OB, with the highest labeling found in the mitral cells,
the main OB projection neurons. The whole of these data indicates that insulin may act on
the olfactory bulb network to modulate olfactory processing, suggesting that olfactory
function is under the control of adiposity signals involved in energy homeostasis regulation

and feeding behaviours.
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Introduction

Metabolic disorders such as diabetes and obesity are serious health threats and the
prevalence of both disorders is rising worldwide to epidemic proportions. Therefore, it is
crucial to understand the role of adiposity signals in the brain. Insulin is an hormone
secreted by pancreatic 3 cells in response to blood glucose level (Henquin, 2009) and in direct
proportion to body fat (Polonsky et al., 1988). Insulin facilitates glucose metabolism by
promoting circulating glucose uptake into peripheral tissues (Saltiel and Kahn, 2001). Insulin
crosses the blood brain barrier by a saturable transport to reach the CNS and regulate energy
homeostasis (Frank et al., 1986; Duffy and Pardridge, 1987; Schwartz et al., 1990; Banks et al.,
1997). Intracerebroventricular (ICV) insulin injections decrease food intake and body weight
(Woods et al., 1979; Brief and Davis, 1984; Plata-Salaman and Oomura, 1986; Plata-Salaman
et al., 1986; Air et al., 2002) and selective depletion of insulin receptors (IRs) in neurons

results in hyperphagia leading to obesity (Bruning et al., 2000).

The feeding state influences olfactory processing: short-term fasting increases while
satiation decreases olfactory detection for neutral odors (Aime et al., 2007). A 48h starvation
increases c-fos activation in the mitral cell and granular cell layers of the olfactory bulb (OB)
in response to food odors (Prud’homme et al., 2009). OB mitral cells reactivity is increased by
short-term starvation and insulin-induced hypoglycaemia; and decreased by refeeding as
well as gastric distension (Pager et al., 1972; Cain, 1975; Chaput and Holley, 1976; Apelbaum
and Chaput, 2003). Insulin might take part in the modulation of olfactory processing by the
feeding state. Indeed, IRs are found throughout the brain and the highest densities of IRs are
located in the OB and the hypothalamus (Hill et al., 1986; Unger et al., 1989; Marks et al.,
1990). A prolonged starvation lowers insulin binding sites in the OB without affecting the
hypothalamus (Marks and Eastman, 1989). The transport rate of insulin in the OB is faster
than into the whole brain (Banks et al., 1999); consequently, the OB is one of the brain regions
that contains the highest level of insulin (Baskin et al., 1983). OB IR localization and insulin
content suggest that insulin may in part regulate energy homeostasis and food intake
behaviors by modulating olfactory information processing at the level of the OB. Recently it
has been reported that repeated intranasal insulin administrations lead to functional

activation of the OB and the modulation of several behaviours including changes in olfactory
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discrimination (Marks et al., 2009). However, the central role of insulin on olfactory detection
remains to be elucidated. In the present study, we demonstrated that insulin ICV
administration in fasted rats decreases olfactory detection for a neutral odor while increasing
OB insulin level to the level of physiologically satiated rats. As a spatial organization of odor
maps has been demonstrated in the OB (Mori, 2003; Mori et al., 2006), we further analyzed
the role of insulin on olfactory processing and precisely localized and quantified IRs in the

OB network.
Material and Methods
Animals

Experiments were carried out in accordance with the European Community Council
Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC) for the care and use of laboratory animals. The
experimental protocols were approved by the Comité d’Expérimentation Animale de
I"Université Lyonl and care was taken at all stages to minimize stress and discomfort to the
animals. On arrival, male Wistar rats (Charles River) were housed individually in Plexiglas
chambers at constant temperature and relative humidity (22 + 0.5°C and 50 + 5%). Animals
were acclimated to a 12h light / 12h dark inverted cycle (lights off at 9:00 a.m.) with food and
water ad libitum for at least 2 weeks. Before invasive procedures, deep anesthesia was

ensured by ip injection of ketamine (Imalgene, 80 mg/kg) and xylazine (Rompun, 10 mg/kg).
Behavioral experiments

Adult male Wistar rats (n = 18, 2 months, 250 g) were anesthetized and secured in a
Stoelting stereotaxic frame, and a 22-gauge cannula (Plastics One) was placed into the left
lateral cerebral ventricle using a previously described method (Julliard et al., 2007). Animal

were allowed to recover for at least 7 days with food and water ad libitum.

One week prior to testing, rats were progressively habituated to a 22 hours/day water
and food restriction schedule. Animals had access to food and water from 01:00 to 03:00 p.m.
Individual body weights and food consumptions were monitored and recorded daily.
During the overall course of the behavioral experiment, rats received a daily ICV injection of
either NaCl (0.9% NaCl) or 14mU insulin (Sigma-Aldrich) administrated in a 2 pL NaCl
vehicle over 60 s, using a 10 uL Hamilton syringe at 09:00 a.m.
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Animals were tested daily during a five-minute session at 10:00 a.m. The
experimental set-up allowed recording of licking behavior using a two-tube device described
elsewhere (Aimé et al., 2007; Julliard et al., 2007). The rats were first trained to drink pure
water in the experimental cage for three days (habituation). During the following three days,
they only had access to water odorized with isoamyl-acetate (ISO, Sigma-Aldrich) at odor
dilution 1x10° (ISO 10®°) known to be only perceived olfactorily (Slotnick et al.,
1997)(Aversion). ISO consumption of above 0.5 mL was paired with an intraperitoneal
injection of LiCl (10 mL/kg at 0.15 M, Sigma-Aldrich) 15 min later to induce gastric malaise
and establish a conditioned olfactory aversion (COA) to ISO. COA was tested by giving the
animals a choice between pure water and water odorized with ISO 10 (aversion test).
During the test period, the rats were offered a choice between pure water and water
odorized with ISO at lower dilutions, 1x10° (ISO 10-°) and 1x10-¢ (ISO 10-), which have been
demonstrated previously to be modulated by feeding state (Aime et al., 2007; Julliard et al.,
2007). Animals were tested for a given odorant dilution during 2 consecutive days: 1h after
NaCl ICV injection on the first day and 1h after 14mU insulin ICV injection on the second
day. At the end of the experiments, COA stability was again checked by giving the rats the

choice between ISO 10 and pure water (aversion retest).

Licking was analyzed using SciPy and MySql database software (Open Source
Licenses). An olfactory detection (OD) index was calculated, corresponding to the proportion
of the number of licks at the pure water tube with respect to the total number of licks
(odorized + pure water). When rats perceived the ISO (and consequently avoided it), they
drank more pure water during the experimental session, resulting in a higher OD index.
Statistical comparisons for olfactory detection were performed using repeated-measures
ANOVA with odor and ICV treatment as factors. Student-Newman-Keuls post-hoc test

completed the analysis when appropriate (Statview software).
Glycaemia

Fasted rats received an ICV injection of either 2 uL NaCl (n = 11) or 2 uL of 14 mU
insulin (n = 11) at 9:00 a.m. Peripheral blood glucose level was determined by sampling tail

blood 1h after ICV injections and monitoring glucose levels with a glucose meter (Accu-
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Chek, Roche). Statistical comparisons were performed using a non-parametric paired

Wilcoxon rank-sum test (Statview).
Insulin extraction and ELISA assay

Fasted rats received an ICV injection of either 2 uL NaCl (n = 5) or 2 uL of 14 mU
insulin (n = 5) at 9:00 a.m. At 04:00 p.m., satiated rats (n = 5) received a 2 uL ICV injection of
NaCl. Animals were anesthetized and killed 1 h after ICV injections, and OBs were
immediately frozen. Trunk blood was collected in heparinized tubes, and the plasma fraction
was separated by centrifugation for five minutes. Insulin was extracted from OB tissues
according to the procedure of Baskin et al. (1983). To determine the influence of the
extraction procedure on insulin output, a sample with a quantified amount of insulin was
submitted to the same protocol. The mean extraction output was found to be around 40%.
Plasma and OB insulin levels were determined using a solid-phase two-site enzyme
immunoassay (Mercodia Ultrasensitive Rat Insulin ELISA) following the manufacturer’s
protocol. Statistical comparisons were performed using a non-parametric Wilcoxon rank-

sum test (Statview).
Semi-quantitative RT-PCR

Animals were anesthetized, killed either in the fasted state at 09:00 a.m. (n = 6) or the
satiated state at 04:00 p.m. (n = 6) and the OBs were immediately frozen. The total RNA was
extracted from the entire OB using Trizol (Invitrogen), and the concentration and purity
were checked by measuring the optical density at 260 and 280 nm. RNA integrity was
checked by 1% agarose gel electrophoresis (Eurobio). IR mRNA relative abundance was
measured by semi-quantitative RT-PCR using cyclophilin as reference. Reverse-transcription
assays were performed from 1 pg of total RNA with M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega). The following primer sequences were used: cyclophilin (sense 5'-
GTGGCAAGTCCATCTACGGAG-3’;  antisense 5-CCACAGTCGGAGATGGTGATC-3,
NM_017101, 265 bp), IR (sense 5-GTCTTCGAGAACGGATCGAG-3’, antisense 5'-
CATGTCGGAAGAAGCAGTGA-3, NM_017071, 467 bp). PCR reactions were performed
using Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen) with 30 and 25 cycles for IR and

cyclophilin, respectively (denaturation for 1 min at 94°C, annealing for 1 min at 60°C,
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elongation for 1 min at 72°C). Products were analysed on 2% agarose gel prestained with
ethidium bromide. Relative band intensities were determined using a Kodak Digital Science
1D 2.0 system (Kodak Scientific Imaging System) and the ratio of IR to cyclophilin was
determined for each sample. Statistical comparisons were performed using a non-parametric

Wilcoxon rank-sum test (Statview).
Western Blot Analysis

Animals were anesthetized and killed either in the fasted state at 09:00 a.m. (n = 4) or
the satiated state at 04:00 p.m. (n = 4). The dissected OBs were immersed for 15 min in a
hypotonic buffer (10 mM HEPES, 10 mM KCl, 240 mM sucrose, and 0.5 mM dithiothreitol,
pH = 7.4) supplemented with complete protease inhibitor cocktail tablets (Complete Mini,
Roche). The OBs were then homogenized with a Dounce homogenizer and a B-type pestle in
60 uL of buffer. The homogenate was resuspended in 1 mL of buffer and quickly centrifuged.
50 uL of the supernatant was taken as the total fraction. Proteins (30 pg per lane) were
separated on 10% SDS-PAGE and transferred onto a Hybond membrane (Amersham).
Blocking was achieved by 1 h incubation at room temperature in 5% non-fat dry milk
prepared in Tris-buffered saline with Tween (Sigma-Aldrich). The membranes were then
probed with 0.4 pg/mL of either rabbit anti-IR( [C-19] primary antibody (#sc-711, Santa Cruz
Biotechnology) or rabbit anti-IRa primary antibody (#sc-710, Santa Cruz Biotechnology), and
mouse anti-actin a antibody (#MAB1501, Chemicon) overnight at 4°C. Blots were detected
using a goat anti-rabbit peroxidase-conjugated secondary antibody (Amersham) and an
enhanced chemioluminescence kit (Amersham). Finally, blots were exposed to
autoradiographic films. Equality of protein loading was checked using Coomassie blue
staining of the transferred membrane. An arbitrary unit of band intensity was obtained by
densitometric analysis. Statistical comparisons were performed using a non-parametric

Wilcoxon rank-sum test (Statview).
Immunofluorescence

Animals were anesthetized and killed either in the fasted state at 09:00 a.m. (n = 5) or
the satiated state at 04:00 p.m. (n = 5). Immunofluorescence was performed using fresh

frozen brain samples by modification of a published method (Julliard and Hartmann, 1998).
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Brain cryosections were preincubated for 15 min with a blocking buffer containing 0.1 M
PBS, pH = 7.4, 3% BSA (Sigma-Aldrich), and 5% normal serum from the host species of the
antibodies. The sections were then incubated for 2 h at room temperature with either mouse
monoclonal anti-IRB primary antibody at 4 pg/mL (1:50, #AHR0271, Invitrogen) or mouse
IgG1 for isotype control at 4ug/mL (1:250, #M9269, Sigma-Aldrich) and rabbit anti-laminin
(1:100, Sigma-Aldrich) diluted in blocking buffer. The sections were washed with 0.1 M
PBS/3% BSA and incubated for 1 h at room temperature with goat anti-mouse IgG
conjugated with Cy3 (1:500, Jackson Immunoresearch) and chicken anti-rabbit IgG
conjugated with Alexa 488 (1:100, Molecular Probes). After the final wash with PBS, slides
were mounted with a Vectashield mounting medium with DAPI (Vector laboratories).
Images were acquired using a Zeiss Apotome epifluorescence microscope equipped with a
digital camera and the Axiovision software. All images were acquired with the same
exposure time. Quantification of IRs was performed by measurement of the pixel intensity of
the IR-Cy3 fluorescent signal using the densitometric function of Axiovision software. OB
layers (nerve layer, glomerular layer, external plexiform layer, mitral cells layer and granular
cells layer) were hand-delimited on each image based solely on the DAPI signal. A total of
480 images were acquired and quantified: For each animal, 3 different zones of the main OB
(anterior, intermediate, posterior) were analyzed. In each zone, 2 sections with left and right
OBs were obtained. For each OB, 4 images corresponding to the laterodorsal, lateroventral,
medioventral and mediodorsal regions of the main OB were acquired. Statistical
comparisons were performed using repeated-measures ANOVA with feeding state, zones,
regions and layers as factors. Student-Newman-Keuls post-hoc test completed the analysis

when appropriate (Statview software).
Results
Validation of the COA paradigm in the two-tube experimental device

To validate our behavioural paradigm we measured and compared side choice
corresponding to the number of licks at one tube with respect to the total number of licks in
the experimental device during a five-min session, for habituation, aversion and aversion test

and re-test periods (Fig. 1A). At the end of habituation, when animals had access to two
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Figure 1: 14mU insulin ICV injection decreases olfactory detection for a neutral odor. (A) Validation of the
COA paradigm in the two-tube experimental device. Before the conditioning, during the last day of habituation
(Hab.), both tubes were filled with pure water and during the first day of aversion (Av.), both tubes were filled
with ISO 10°. Bar graphs represent percentages of side choice corresponding to the number of licks at the first
sampled tube with respect to the total number of licks (mean + SEM). Mean side choices for habituation and
aversion were not statistically different (ANOVA a=0,05 NS). After conditioning, for the aversion test (Av. test)
and re-test (Av. re-test), rats had the choice between pure water and ISO 10-°. Bar graphs represent percentages of
side choice corresponding to the number of licks at the pure-water tube with respect to the total number of licks
in the two-tube experimental device (mean + SEM). Mean side choices for aversion test and re-test were not
statistically different (ANOVA a=0,05 NS). Mean side choices were significantly different after the conditioning
(ANOVA ***p<0.0001). Dashed line represents the chance level (50%). (B) Insulin does not alter COA retention.
Bar graphs represent the olfactory detection index (OD index) corresponding to the percentage number of licks at
the pure water tube with respect to the total number of licks (mean + SEM), when rats had the choice between
pure water and ISO 107, 1h after NaCl ICV injection (NaCl) and 1h after 14mU insulin ICV injection (Insulin).
Mean OD indexes were not statistically different (ANOVA a=0,05 NS). (C) 14 mU Insulin ICV injection decreases
olfactory detection for a neutral odor. Bar graphs represent the olfactory detection index (OD index)
corresponding to the percentage number of licks at the pure water tube with respect to the total number of licks
(mean + SEM), when rats had the choice between pure water and odorized water at ISO 10- and ISO 10, 1h after
NaCl ICV injection (NaCl) and 1h after 14mU insulin ICV injection (Insulin). Mean OD indexes were significantly
different for odors (ANOVA * p<0.01) and ICV treatments (** p<0.001). (D) 14 mU Insulin ICV injection does not
change locomotor activity. Bar graphs represent the number of side changes in the two-tube experimental device
(mean + SEM), when rats had the choice between pure water and ISO 10® and ISO 10, 1h after NaCl ICV
injection (NaCl) and 1h after 14mU insulin ICV injection (Insulin). Mean side changes were not statistically
different for odors or ICV treatments (ANOVA a=0,05 NS).
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pure-water tubes, rats were equally licking at both tubes (50.48 + 5.22 % side choice for the
tirst sampled tube). On the first day of aversion, before the aversive conditioning and when
animals had access to two odorized-water tubes at ISO 107, rats were also equally licking at
both tubes (54.39 + 5.57 % side choice for the first sampled tube). No statistical differences in
side choice were seen between the last day of habituation and the first day of aversion
(Student Newman Keuls (SNK), a=0.05, non significant (n.s.)). These results indicated that
animals were correctly trained to sample both tubes in the experimental device, and no
lateralization bias was revealed. As expected, a repeated measures ANOVA indicated that
side choice was significantly different after the LiCl aversive conditioning for ISO 10 (F18 =
44.44, p<0.0001). Indeed, after the conditioning, when animals had the choice between a
pure-water tube and an odorized-water tube at ISO 10° (aversion test), animals were
drinking almost exclusively at the pure-water tube (99.67 + 0.21 % side choice for the pure-
water tube), showing that the COA was perfectly effective. At the end of the behavioural
experiments, when animals were again given the choice between a pure-water tube and an
odorized-water tube at ISO 10° (aversion re-test), animals were still drinking almost
exclusively at the pure-water tube (97.81 + 1.16 % side choice for the pure-water tube) and
this result was statistically not different from the aversion test result (SNK, a=0.05, n.s.),

indicating that COA was maintained throughout the behavioural experiment.
ICV insulin injection does not alter COA retention

Central insulin administration is known to modulate several types of memories
(Schwarzberg et al., 1989; Park et al., 2000; Park, 2001; Haj-ali et al., 2009). In order to test
whether COA retention was altered by ICV insulin injection, rats were again given the choice
between a pure-water tube and an odorized-water tube at ISO 10 and we measured the
olfactory detection (OD) index, corresponding to the proportion of the number of licks at the
pure water tube with respect to the total number of licks in the experimental device, 1h after
14mU ICV injection and 1h after NaCl ICV injection (Fig 1B). A repeated measures ANOVA
demonstrated that OD index following 14mU insulin ICV injection (99.79 + 0.17%) was
statistically not different from OD index following NaCl ICV injection (99.92 +0.19%) (Fa,10) =

0.438, p>0.5), indicating that 14mU insulin ICV injection had no effect on COA retention.
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Figure 2: Acute insulin ICV injection does not alter food intake, body weight or peripheral blood glucose
level. Bar graphs represent daily food intake (A) and daily body weight (B) (mean + SEM) measured on NaCl ICV
injection days (NaCl) and 14mU insulin ICV injection days (Insulin). Means were not statistically different
(ANOVA a=0,05 NS). (C) Bar graphs represent peripheral blood glucose level (mean + SEM) measured from tail
blood sample 1h after NaCl ICV injection (NaCl) and 1h after 14mU insulin ICV injection (Insulin). Means were
not statistically different (paired Wilcoxon rank-sum test a=0.05 NS).

ICV insulin injection significantly decreases olfactory detection for a neutral odor

In order to test whether olfactory sensitivity was modulated by ICV insulin
injection,fasted rats were given the choice between pure-water and odorized-water at lower
ISO dilutions, ISO 10 and ISO 10%. OD indexes were measured 1h after 14mU insulin ICV
injection and 1h after NaCl ICV injection (Fig 1C). A repeated measures ANOVA with odour
(ISO 10° and ISO 10%) and ICV treatment (insulin and NaCl) as factors demonstrated a
significant effect of the odour and indicating, as expected, that OD indexes were higher for
ISO 10% compared to ISO 10° (F,17) = 15.2, p<0.01). Importantly, a strong and significant effect
of ICV treatment was also found: 14 mU insulin ICV injection significantly decreases OD
index for both ISO 10 (NaCl: 61.81 + 4.88%, Insulin: 42.74 + 4.09) and ISO 10 (NaCl: 74.38 +
3.79, Insulin: 60.83 + 4.74) compared to ICV injection of NaCl (Fu,17) = 16.9, p<0.001) and this

effect was independent of odor effect (Fu,17) = 0.375, p>0.5).
Insulin ICV injection does not alter locomotor activity

We determined the effect of insulin on locomotor activity in the behavioural device,

by comparing the mean number of changes of side from the pure water tube to the ISO
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odorized water tube during the experimental sessions 1h after 14mU ICV injection and 1h
after NaCl ICV injection (Fig. 1D). A repeated measures ANOVA with odour (ISO 10 and
ISO 10%) and ICV treatment (insulin and NaCl) as factors demonstrated no significant effect
of odour (Fu17 = 0.074, p>0.7), no significant effect of ICV treatment (Fq,17 = 0.411, p>0.5) and
no interaction (Fu,17) = 0.945, p > 0.3) on the mean number of changes of side (ISO 10, ICV
NaCl: 5.45 £ 0.67; ISO 10, ICV insulin: 5.3 £ 0.63; ISO 10, ICV NaCl: 4.84 + 0.59; ISO 10, ICV
insulin: 5.42 + 0.72), indicating that our behavioral results were not biased by changes in

locomotor activity.
Insulin ICV injection does not alter food intake, body weight or peripheral blood glucose level

Olfactory processing is modulated by the feeding state and insulin induced-
hypoglycaemia (Pager et al., 1972; Pager, 1974; Cain, 1975; Chaput and Holley, 1976;
Apelbaum and Chaput, 2003; Aime et al., 2007; Prud’homme et al., 2009) and central insulin
administration is well-known to decrease food intake and body weight (Woods et al., 1979;
Brief and Davis, 1984; Plata-Salaman and Oomura, 1986; Plata-Salaman et al., 1986; Air et al.,
2002). Therefore, we wanted to address whether our ICV insulin injection protocol could
alter energy homeostasis regulation. We measured and compared food intake and body
weight on 14mU insulin treatment days and NaCl treatment days (fig. 2A,B). A repeated
measures ANOVA indicated that daily food intake was not statistically different on insulin
ICV injection days (14.70 + 0.31g) compared to NaCl injection days (14.43 + 0.35g) (Fu17) =
1.664, p>0.2). Moreover, body weight was not statistically different on insulin ICV injection
days (286.28 +3.76g) compared to NaCl injection days (285.40 + 3.70g) (Fa,17) = 3.929, p>0.05).

Furthermore, to test the influence of 14mU insulin ICV injections on peripheral blood
glucose level, glycaemia was measured on tail blood samples (fig. 2C). No significant
differences in blood glucose level were revealed 1h after a 14mU ICV injection (107.41 + 1.53
mg/dL compared to 1h after NaCl ICV injection (105.23 +2.22 mg/dl) (paired Wilcoxon rank-

sum test, a=0.05, n.s.).
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Figure 3: Nutritional status and 14mU insulin ICV injection effects on blood and OB insulin levels. Bar graphs
represent insulin concentrations (mean + SEM) in olfactory bulb (OB, full bars, left scale) and plasma (hatched
bars, right scale) of fasted (fasted) and satiated (satiated) animals 1h after NaCl ICV injection (NaCl) or 1h after
14mU insulin ICV injection (Insulin). Mean OB and plasma insulin levels were statistically different in satiated
compared with fasted animals, and mean OB insulin levels were statistically different in fasted animals receiving
14mU ICV insulin compared with fasted animals receiving NaCl ICV (Wilcoxon rank-sum test, * p<0.01).

Nutritional status and insulin ICV injection modulate OB insulin level

We next wanted to examine the influence of the feeding state and 14mU insulin ICV
injections on OB and plasma insulin levels (Fig. 3). In control animals injected with NaCl,
plasma and OB insulin levels were modulated in the same way by fasting and satiety. OB
(0.21 £ 0.03 ng/g) and plasma (3.91 + 0.60 ng/mL) insulin levels of NaCl satiated rats were
significantly higher than OB (0.10 + 0.01 ng/g, Wilcoxon rank-sum test, p<0.01) and plasma
(0.96 + 0.29 ng/mL, Wilcoxon rank-sum test, p<0.005) insulin levels of NaCl fasted animals.
Plasma insulin levels of fasted rats receiving a 14mU insulin ICV injection were not
significantly different with respect to NaCl fasted animals (Wilcoxon rank-sum test, a=0.05,
n.s.). In contrast, the OB insulin level of fasted rats injected with 14 mU of insulin (0.24 + 0.05
ng/g) was significantly higher than that of fasted rats injected with NaCl (0.10 + 0.01 ng/g,
Wilcoxon rank-sum test, p< 0.01) and there was no significant difference between OB insulin
level of fasted rats injected with 14 mU insulin and OB insulin level of NaCl satiated control
rats (Wilcoxon rank-sum test, a=0.05, n.s.). These results indicate that the 14mU ICV injection
protocol used during our behavioural test selectively increases OB insulin level, thus

mimicking the physiological satiated state, without affecting peripheral blood insulin level.
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Figure 4: IR mRNA and protein levels in the OB are not modulated by nutritional states. (A) Bar graphs (top)
represent the relative abundance of IR mRNA in the OB of satiated (grey bar, satiated) and fasted rats (white bar,
fasted) determined by semi-quantitative RT-PCR and using cyclophilin mRNA for normalization (mean + SEM).
Corresponding blot (bottom). Representative western blots (B) and quantitative densitometric histograms (C) of
IR protein levels in the OB of satiated (grey bar, S) and fasted rats (white bar, F) (mean + SEM). Bar graphs
represent ratios of IR subunit (alpha, IRa and beta, IRB) protein levels after normalization against actin. Means
were not statistically different (paired Wilcoxon rank-sum test a=0.05).

Nutritional status does not modulate IR mRNA and protein levels in the OB

We next wanted to examine the influence of the feeding state on OB IR content (Fig.
4). Semi-quantitative analysis of IR gene expression showed no significant difference
between fasted and satiated states (Fig. 4A: satiated, 0.76 + 0.05; fasted, 0.80 + 0.04; Wilcoxon
rank-sum test, a=0.05, n.s.). Furthermore, western blot analysis of IR a and  subunits
protein levels did not reveal any difference in IR protein content between nutritional states
(Fig. 4B,C: IRa satiated, 0.71 + 0.01; IRa fasted, 0.76 + 0.05; IRB satiated, 1.01 + 0.05; IRB

fasted, 0.96 + 0.03; Wilcoxon rank-sum test, a=0.05, n.s.).

IR localization and quantification in the main OB

The OB is one of the brain regions containing the highest level of IR (Hill et al., 1986;
Unger et al., 1989; Marks et al., 1990). Using immunofluorescent densitometric signal, we
quantified and studied the regionalization of IRs in the OB network of adult fasted or

satiated rats (Fig. 5). To validate the specificity of the IR immunostaining, we selected a
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Figure 5: IR quantification in the main OB. Bar graphs represent an arbitrary unit of the IR densitometric value
obtained by quantification of IR-Cy3 immunofluorescent signal on OB fresh-frozen sections (mean + SEM). (A)
Specificity of the IR B antibody. Mean densitometric values were compared when immunohistochemistry
procedure was completed with monoclonal mouse antibody directed against the pB-subunit of the IR (anti-IR),
with mouse IgGl1 for isotype control (isotype control) and with omission of the primary antibody (no anti-IR).
Mean densitometric value obtained with anti-IR was statistically different from mean densitometric value
obtained with isotype control (Student t-test ***p<0.0001) or no anti-IR (Student t-test ***p<0.0001). Mean
densitometric value obtained with isotype control was statistically different from mean densitometric value
obtained with no anti-IR (Student t-test *p<0.05). (B) Mean IR densitometric values on OB sections of fasted (F)
and satiated (S) animals were not statistically different (ANOVA a=0,05 NS). (C) Mean IR densitometric values
measured on OB sections from the rostral anterior zone (AZ), the intermediate zone (IZ) and the caudal posterior
zone (PZ). Mean IR densitometric value was statistically different in the posterior zone (ANOVA **p<0.0001). (D)
Mean IR densitometric values measured in the dorsolateral (DL), dorsomedial (DM), ventrolateral (VL) and
ventromedial (VM) regions of the main OB (ANOVA **p<0.001). (E) Mean IR densitometric values measured in
the nerve layer (NL, glomerular layer (GL), external plexiform layer (EPL) mitral cells layer (MCL) and granular
cells layer (GCL) of the main OB were all statistically different from each other (ANOVA *** p<0.0001).
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random set of 24 OB sections and assigned them to three different immunohistochemistry
procedures: i) with mouse anti-IRB primary antibody ii) with an irrelevant antibody (mouse
IgG1) for isotype control iii) with omission of the primary antibody (Fig. 5A). The mean
densitometric value obtained when using anti-IRp primary antibody (1306.07 + 117.12) was
significantly higher than the mean densitometric value obtained when using either isotype
control (232.22 +9.53, Student t-test p<0.0001) or no primary antibody (356.52 + 38.90, Student
t-test p<0.0001). Additionally, omission of the primary antibody brought significantly more

background than the isotype control procedure (Student t-test p<0.05).

A repeated-measures ANOVA on densitometric values with feeding state, OB zone,
region and layer as factors revealed a significant interaction of zone (Fe16 = 22.41, p<0.0001),
region (Fp2e = 8.30 , p<0.001) and layer (Fus2) = 183.37, p<0.0001). However, consistent with
the western blot analysis of IR protein levels, there was no significant effect of the feeding
state on the mean OB densitometric value (satiated = 1223.57 + 56.24 ; fasted = 1280.62 + 24.45;
Fas = 0.076, p>0.7, Fig. 5B). The SNK post-hoc test revealed that the posterior zone had a
significantly higher mean densitometric value (1412.64 + 34.61) than the two other zones
(anterior, 1164.42 + 22.66; intermediate, 1179.23 + 31.70), whereas the latter were not
significantly different from each other (Fig. 5C). Furthermore, the dorsolateral region
(1314.59 + 37.55) and the ventrolateral region (1290.19 + 39.72) had a greater mean
densitometric value than the dorsomedial (1185.52 + 30.39) and the ventromedial (1218.09 +
34.61) regions (Fig. 5D). Finally, the mean densitometric value of each layer of the OB was
significantly different from the mean densitometric values of all the other layers (Fig. 5E).
The mitral cells layer showed the highest densitometric value (1577.54 + 40.18), whereas the
nerve layer displayed the lowest densitometric value (841.69 + 24.78). In between, the
external plexiform layer (1446.06 + 33.91), the granular cell layer (1288.91 + 34.23) and the
glomerular layer (1106.28 + 24.41) demonstrated intermediate decreasing mean densitometric

values.

Representative images of IR immunostaining among the OB layers are presented in Fig. 6.
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Figure 6: IR localization in the main OB layers. Representative images of frontal sections (14pm) of the main OB
of adult rats stained with the nuclear marker DAPI (A,E,LLM,Q,U) and with double immunostaining of laminin
(B,F,J,N, R, V) and IR (C,G,K,O,S,W). Signals were vizualized on a epifluorescence microscope using sequential
channel scanning with a merged overlay (D,H,L,P,T,X). In the nerve layer (A-D), IRp immunostaining is
restricted to the endothelium of blood vessels (white arrowheads). In the glomerular layer (E-H), IRB
immunostaining is restricted to the glomerulus neuropile (full line). Some glomeruli are not labelled (dotted line).
In the external plexiform layer (I-K), a punctiform IRf immunostaining is scattered on labelled fibers (arrow). In
the mitral cells layer, (M-P), between the dotted lines, IRp immunostaining is present in most cell bodies,
although some mitral cells are not labelled (dotted circle). Labelled cell bodies are consistently surrounded by
blood microvessels (arrowhead). (Q-T) Enlargement of a mitral cell body (dotted line) surrounded by 3 blood
microvessels (arrowheads). In the granular cells layer (U-X), IRp immunostaining is located in clusters of labelled
granular cell bodies (arrows). Labelled clusters are often located close to blood microvessel (arrowhead).

To analyse the relationship between the IR localization and the OB microvasculature, double
labelling of laminin and IRP were performed on the same sections. In the nerve layer (fig. 6,
A-D), IR immunoreactivity was weak and restricted to the endothelium of OB large blood
vessels. In the glomerular layer (Fig. 6, E-H), IR immunoreactivity was independent of the
rich microvasculature irrigating each glomerulus and was restricted to the glomerulus
neuropile. However, some glomeruli were not labelled and the soma of periglomerular cells
surrounding each glomerulus did not present any IR signal. A strong and diffused IR
immunoreactivity was observed in the external plexiform layer (Fig. 6, I-K). IR
immunoreactivity was independent of the microvasculature and some scattered labelled
fibers either crossing the external plexiform layer, close to the mitral cells layer or at the
entrance of the glomeruli were observed. In the mitral cells layer (Fig. 6, M-T), most cell
bodies were intensively labelled although some mitral cells presented no immunoreactivity.
Interestingly, labelled mitral cells were consistently surrounded by microvessels. In the
granular cell layer (Fig. 6, U-X), IR immunoreactivity was patterned in clusters of labelled
granular cell bodies. Some clusters presented no immunoreactivity. Labelled granular cell

clusters were consistently located close to an OB microvessel.
Discussion

The present study provides new information on the role of insulin on olfactory
processing at the level of the OB. We demonstrated that insulin ICV injection in fasted adult
rats selectively decreased olfactory detection for a neutral odor. This effect was not biased by
changes in locomotor activity or alteration of COA memory. Furthermore, insulin ICV

injection in fasted rats increased OB insulin level to the physiological OB insulin level found
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in satiated rats, without affecting peripheral insulin or blood glucose level, daily food intake
and body weight. Moreover, we reported a regionalization of IRs in the OB network.
Altogether, these data indicate that insulin may modulate olfactory information processing

in the OB to decrease olfactory sensitivity.

Consistent with our results, a growing body of evidences indicates that insulin takes
part in the modulation of olfactory processing. In the olfactory epithelium, IRs are expressed
by olfactory sensory neurons and sustentacular cells (Lacroix et al., 2008; Marks et al., 2009);
and insulin decreases olfactory sensory neurons evoked-response to neutral odors (Lacroix et
al., 2008; Savigner et al., 2009). In the OB, several behavioural and functional results indicate
a role for insulin on olfactory function. The voltage-dependent potassium channel Kv1.3 is a
downstream target of the IR kinase activity (Bowlby et al., 1997). Kv1.3 channels are highly
expressed in the OB and insulin application phosphorylates Kv1.3 and modulates Kv1.3
current magnitude on OB cultured neurons (Fadool and Levitan, 1998; Fadool et al., 2000).
Interestingly, mice with Kv1.3 gene-targeted deletion (Kv1.3 -/-) have a «supersmeller »
phenotype, with better olfactory detection and discrimination than their wild-type
littermates (Fadool et al., 2004). However, Kv1.3 -/- mice develop an abnormal low number of
olfactory sensory neurons, abnormal axonal projections to the OB, smaller OBs with
numerous smaller glomeruli (Fadool et al., 2004; Biju et al., 2008), indicating that changes in
olfactory acuity in Kvl.3 -/- mice are more susceptible to rely on olfactory system
developmental alterations. A recent study indicated that repeated intranasal insulin delivery
in normal mice induces in vivo Kv1.3 phosphorylation and increases olfactory discrimination
(Marks et al., 2009). However, no changes on olfactory detection threshold were reported. By
contrast, we demonstrated here that insulin ICV injection selectively decreases olfactory
detection. This discrepancy might rely on the insulin amount reaching the OB following
either intranasal (Marks et al., 2009) or ICV (present study) insulin administrations. Based on
our ELISA measurements and the estimation of intranasal delivery method’s efficiency
reported by Marks et al., it appears that the amount of insulin that effectively reaches the OB
following a 14 mU insulin ICV injection is ~10 times higher than using the intranasal delivery
route. Importantly, the 14mU dose used in our experimental paradigm remains within the
physiological range by increasing the OB insulin level of fasted rat to the OB insulin level of

physiologically satiated rats. Indeed, we showed that the feeding state modulates OB insulin
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content: OB insulin level was higher in satiated than in fasted rats, and this effect was
correlated with the increase in plasma insulin level, suggesting that OB is highly sensitive to
fluctuations of circulating insulin levels. This result is consistent with the general agreement
that most insulin entering the brain is produced by the pancreas and transported across brain
capillaries by a receptor-mediated saturable transport (Schwartz et al., 1990; Schwartz et al.,
1992; Banks et al., 1997; Woods et al., 2003; Banks, 2004). The rate of insulin entrance into the
brain is regulated by several physiological factors including nutritional status (Strubbe et al.,
1988; Woods et al., 2003). When animals are fasted, the ability of insulin to cross the blood-
brain barrier is reduced, leading to a positive correlation between blood and cerebro-spinal
fluid insulin levels (Woods and Porte, 1977). In the present study, a 14mU insulin injection in
the lateral ventricle effectively modulated olfactory sensitivity but had no effect on food
consumption or body weight, although many reports have indicated that central insulin
administration decreases food intake (Woods et al.,, 1979; Brief and Davis, 1984; Plata-
Salaman and Oomura, 1986; Plata-Salaman et al., 1986; Air et al., 2002). First, we made acute
injections into the lateral ventricle to preferentially target the OB, whereas in most reports,
insulin is injected chronically into the third ventricle surrounded by the hypothalamus.
Second, our animals were submitted to a chronic food-restriction schedule and insulin does
not modulate food intake in food-deprived animals (Plata-Salaman and Oomura, 1986;

Jaillard et al., 2009)

IRs are expressed in several olfactory brain regions including anterior olfactory
nucleus, piriform cortex, olfactory tubercule and OB, which has been consistently reported as
being the brain region containing the highest level of IRs (Hill et al., 1986; Unger et al., 1989;
Marks et al., 1990). A previous work suggested that OB insulin binding was modulated by
feeding state and reduced by chronic fast (Marks and Eastman, 1989). By contrast, we
demonstrated here that IR level is not modulated by the feeding state. This result is
consistent with a previous report indicating that, in brain regions involved in energy
homeostasis regulation, nutrient availability does not modulate IR levels (Clegg et al., 2005).
We found that the mitral cells layer presented the highest density of IR, followed by the
external plexiform, the granular cell and the glomerular cell layers. Among the various
neurons of the OB network, IR was abundantly expressed in mitral cell and granular cell

bodies, whereas no staining was observed in periglomerular cell bodies. The localization of
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mitral and granular cells expressing IRs close to blood vessels rendered them particularly
sensitive to plasma insulin level fluctuations. Mitral cells are OB projection neurons and
granular cells are gabaergic interneurons known to modulate mitral cells activity through
dendodendritic synapses in the external plexiform layer (Price and Powell, 1970a, b, c; Jahr
and Nicoll, 1980, 1982; Mugnaini et al., 1984; Trombley and Shepherd, 1992; Isaacson and
Strowbridge, 1998; Sassoe-Pognetto and Ottersen, 2000). Indeed, IRs were found in the
external plexiform layer, where dendrodendritic synapses have been demonstrated to be
major insulin-receptive sites (Matsumoto and Rhoads, 1990). IRs were also found in some
glomerular neuropils, a OB functional unit receiving direct excitatory glutamatergic inputs
from olfactory sensory neurons and specific inhibitory input by periglomerular gabaergic
interneurons (Pinching and Powell, 1971a, b, ¢; Mugnaini et al., 1984; Didier et al.,, 1994;
Nickell et al., 1994; Ennis et al., 1996; Giustetto et al., 1997; Bonino et al., 1999; Aroniadou-
Anderjaska et al., 2000; Palouzier-Paulignan et al., 2002; Wachowiak and Shipley, 2006). The
whole of these data indicate that insulin activity in the main projection neurons, in
interneurons and in synaptic contacts layers may participate in the modulation of synaptic
transmission of odor-related stimuli. Our quantitative immunofluorescence procedure
demonstrated for the first time a regionalization of the OB IRs along the rostro-caudal and
latero-medial axes of the OB. Indeed, the posterior and lateral regions of the main OB
presented the highest amount of IRs. Several recent studies have reported that the
mammalian OB exhibits a spatial organization of odor maps in relation to the molecular
features of odorants (Mori, 2003; Mori et al., 2006; Johnson et al., 2007) and the olfactory
stimulation routes (Scott et al., 2007). Thus, OB posterior and lateral parts are preferentially
activated by odorants with high water solubility and by retronasal presentations of odorants
(Johnson et al., 2007; Scott et al., 2007). During food consumption, because of warming and
mastication (Burdach et al., 1984), the odorant concentration reaching the nasal cavity
through retronasal stimulation is much higher than through orthonasal stimulation. In
Humans, retronasal olfactory stimulation influences satiation and takes part in food intake
behaviours (Ruijschop et al., 2009a; Ruijschop et al., 2009b; Ruijschop et al., 2010). Therefore
we suggest that the high amount of IRs in posterior and lateral regions of the OB is directly

linked to food intake-related odor processing.
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We recently reported that fasting increases olfactory detection whereas satiation
decreases olfactory detection (Aime et al., 2007) and leptin ICV injection decreases olfactory
detection (Julliard et al., 2007). Leptin and insulin are adiposity signals that are released in
direct proportion to body fat (Polonsky et al., 1988; Considine et al., 1996). Leptin and insulin
are both able to cross the blood brain barrier to reach the central nervous system (Frank et al.,
1986; Duffy and Pardridge, 1987; Schwartz et al., 1990; Banks et al., 1996; Banks et al., 1997;
Kastin et al., 1999; Kastin and Akerstrom, 2000) and act on their respective hypothalamic
receptors to decrease food intake and body weight (Woods et al., 1979; Brief and Davis, 1984;
Plata-Salaman and Oomura, 1986; Plata-Salaman et al., 1986; Campfield et al., 1995; Halaas et
al., 1995; Pelleymounter et al., 1995; Air et al., 2002). Central insulin and leptin also decrease
olfactory sensitivity, indicating that in addition to their classically described roles in energy
homeostasis regulation, adiposity signals reach the brain to act on receptors located on the
olfactory system (Hill et al., 1986; Unger et al., 1989; Marks et al., 1990; Shioda et al., 199§;
Fadool et al., 2000; Getchell et al., 2006; Baly et al., 2007; Marks et al., 2009; Prud’homme et

al., 2009) to modulate food intake-related odor processing and influence feeding behaviors.
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Discussion

generale



a discussion de l'ensemble des travaux réalisé au cours de cette these sera scindée en

trois partie principales. A lissue d'une synthese des principaux résultats
expérimentaux, nous examinerons certains aspects méthodologiques associés a nos
protocoles expérimentaux. Enfin, nous discuterons l'apport de nos résultats dans la
compréhension de la modulation de la perception olfactive par les états alimentaires et
métaboliques et nous en dégagerons un modele fonctionnel illustrant les mécanismes et les
implications d’une telle modulation sur la régulation des comportements alimentaires en

conditions physiologiques et pathologiques.

1) Résumé des principaux résultats expérimentaux

Les résultats expérimentaux présentés dans ce travail de these étendent les
connaissances actuellement acquises sur les interactions entre la perception olfactive et le

systeme de régulation de I'’homéostasie énergétique.

La premiere étude chez le rat a été conduite afin de valider notre paradigme
comportemental, basé sur une aversion olfactive conditionnée, pour I'étude des capacités de
détection olfactive des rongeurs (Aime et al., 2007). La premiere expérience, menée chez des
animaux nourris ad libitum a démontré que les performances de détection olfactive des
animaux dans le test comportemental évoluent en fonction de la concentration de boisson
odorisée proposée. En effet, lorsque les animaux sont rendus aversifs a une certaine
concentration d’odeur, ils sont capables de transférer cette aversion aux plus faibles
concentrations, dans la mesure de leur capacité de détection olfactive. Ainsi, I’évolution des
proportions de consommation d’eau et de boisson odorisée pour diverses concentrations,
donne une mesure fidele des capacités de détection olfactive des animaux. De plus, cette
premieére expérience nous a permis d’observer que la répétition d’'une méme concentration
d’odeur ne modifiait pas les résultats de détection olfactive, démontrant ainsi 1’absence de
biais d’habituation ou d’apprentissage lors de présentations successives d’une méme
stimulation odorante. Ce résultat est particulierement important, étant donné que les études
conduites par la suite ont toutes reposé sur la comparaison de la capacité de détection d"une

odeur présentée successivement pour deux conditions expérimentales: en état de faim versus
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en état de rassasiement, pour I’administration d’'une hormone ou d'un neuropeptide versus
leurs véhicules. La deuxieme expérience, menée afin de comparer les capacités de détection
olfactive d’odeurs présentées aux mémes animaux affamés puis rassasiés, a permis de mettre
en évidence une modulation trées nette de la capacité de détection olfactive par les états
alimentaires : les animaux affamés présentent une meilleure sensibilité olfactive que les
animaux rassasiés. Ce résultat apporte pour la premiere fois une preuve expérimentale du
fait intuitif selon lequel la perception olfactive est modulée par 1'état alimentaire. Ce fait
expérimental est un résultat particulierement robuste, qui a été reproduit de nombreuses fois
au cours de mes travaux de these, notamment pour d’autres souches (les rats Zucker) et une

autre espece (la souris).

Le résultat complémentaire démontrant une modulation de la sensibilité olfactive
chez la souris, a confirmé et étendu le résultat obtenu chez le rat, en apportant, toutefois, une
information supplémentaire. En effet, lors de notre premiere étude, la détection olfactive des
rats était mesurée 1) le matin en l'état affamé et 2) le soir en 1’état rassasié, au cours de la
méme journée. Or, les études chez I'Humain suggerent que l’acuité olfactive subit des
variations diurnes, indépendantes de 1'état alimentaire (Koelega, 1994). Le protocole modifié
pour la souris, nous a permis de comparer la capacité de détection olfactive des souris en
réalisant nos mesures au méme moment de la journée quelque soit I'état alimentaire. Ce
protocole expérimental nous permet d’affirmer que les variations de I'acuité olfactive que
nous mesurons sont bien le résultat de l'influence des états alimentaires, et ne sont pas

majoritairement dépendantes d’éventuelles variations circadiennes de 1’acuité olfactive.

La deuxieme étude, réalisée avec les rats Zucker fa/fa, Zucker fa/+ et LouC, a révélé
des différences fondamentales de la modulation de la perception olfactive pour des animaux
présentant des métabolismes énergétiques extrémes. Les rats obeses Zucker fa/fa présentent
comme leurs témoins une modulation de la détection olfactive par les états alimentaires. Ces
animaux semblent également présenter de meilleures performances olfactives et démontrent
une détection plus rapide de l'odeur que leurs témoins non-obeses. Les rats résistants a
I'obésité LouC ne présentent pas de modulation de la perception olfactive par les états
alimentaires. De plus, ils possedent de bien meilleures performances olfactives que leurs

témoins et démontrent une détection plus rapide ainsi qu’une sensibilité olfactive accrue
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pour l'ensemble des concentrations d’odeurs testées. Bien qu’ils s’agissent de données
préliminaires, les performances olfactives des rats obeses et résistants a 1’obésité mesurées en
état de faim et en état de rassasiement, apportent une preuve supplémentaire de la
modulation de la perception olfactive par le systtme de régulation de 1’homéostasie
énergétique. Toutefois, les mécanismes sous-tendant les différences d’acuité olfactive entre

les animaux obeses et résistants a 1’obésité, restent a étre élucidé.

Les données de la littérature, alimentées par la mise en évidence des modulations de
la perception olfactive par les états alimentaires et métaboliques au niveau comportemental,
nous ont mené a étudier le role des hormones et des neuropeptides impliquées dans la
régulation de I'homéostasie énergétique sur les performances olfactives. Une troisieme étude
a donc été menée dans le but d’analyser le role de I'orexine A, un neuropeptide orexigene
hypothalamique, et de la leptine, une hormone d’adiposité anorexigene, sur les capacités de
détection olfactive des rats (Julliard et al., 2007). Il a ainsi été montré que 1’administration
centrale d’orexine A, en mimant un état de faim chez des animaux nourris ad libitum, induit
une augmentation de la détection olfactive. A l'inverse, I'administration centrale de leptine,
en mimant un état de rassasiement chez des animaux affamés, induit une diminution dose-

dépendante de la détection olfactive.

Une quatrieme et derniere étude a été conduite afin d’analyser I'action de l'insuline
au niveau du bulbe olfactif et ainsi que son rdle dans la modulation de la détection olfactive,
par les états alimentaires et métaboliques. Ainsi, nous avons démontré que I’administration
centrale d’insuline chez des animaux affamés, induit une diminution de la détection
olfactive. Cet effet sur la détection olfactive n’est pas biaisé par d’éventuels changements
d’activité locomotrice ou de rétention de l'aversion olfactive conditionnée. De plus, nous
avons montré que le taux d’insuline dans le bulbe olfactif est modulé par 1’état alimentaire : il
est augmenté en état de faim et diminué en état de rassasiement, corrélativement aux taux
plasmatiques d’insuline. L’injection intracérébroventriculaire d’insuline utilisée lors du test
comportemental, éleve le taux d’insuline dans le bulbe olfactif des rats affamés au méme
niveau que le taux d’insuline mesuré dans le bulbe olfactif des rats physiologiquement
rassasiés, sans altérer les taux plasmatiques d’insuline et de glucose et sans affecter la prise

alimentaire, ni la masse corporelle. Nous avons également démontré que les récepteurs de
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I'insuline étaient abondamment exprimés au sein du réseau bulbaire. Les récepteurs de
I'insuline sont préférentiellement exprimés au niveau des cellules mitrales et granulaires
situées a proximité des vaisseaux sanguins, ainsi qu’au niveau des zones riches en contacts
synaptiques telles que la couche plexiforme externe et les neuropiles glomérulaires. Enfin,
nous avons mis en évidence une régionalisation de la répartition des récepteurs de l'insuline
qui semblent étre préférentiellement localisés dans les régions postérieures et latérales du
bulbe olfactif principal. Ces résultats indiquent que l'insuline, libérée en périphérie en
fonction de I’état alimentaire et métabolique, est capable d’agir au niveau du réseau bulbaire
pour moduler I'activité des neurones de projection et des interneurones gabaergiques, afin
de modifier le traitement de l'information olfactive et conduire a une diminution de la

sensibilité olfactive.

En conclusion, 'ensemble de ces travaux démontre que les états alimentaires et
métaboliques modulent la perception olfactive. De plus, il apparait que les hormones et les
neuropeptides impliqués dans la régulation de I'homéostasie énergétique exercent cette
modulation de deux manieres. D'une part, les molécules orexigenes (comme l'orexine),
libérées en état de faim ou de carence énergétique pour stimuler la prise alimentaire,
augmentent les performances olfactives. D’autre part, les molécules anorexigenes (comme
I'insuline ou la leptine), libérées en état de rassasiement ou d’abondance énergétique pour

arréter la prise alimentaire, diminuent les performances olfactives.

2) Considérations méthodologiques
2.1) Le protocole de restriction alimentaire et hydrique

Afin de synchroniser I’état alimentaire des animaux et de garantir une consommation
de boisson suffisante lors des sessions expérimentales du test comportemental, les animaux
ont été placés en restriction alimentaire et hydrique quotidienne. Notre protocole de
restriction alimentaire impose aux animaux une période de privation d'une durée comprise
entre 20 et 22h (en fonction des études), suivie d'un unique repas quotidien de 2 a 4h, au
cours duquel les animaux peuvent se nourrir autant qu’ils le désirent. Les repas sont

accompagnés de 10 a 15 ml de boisson. Par ailleurs, au cours des sessions expérimentales
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quotidiennes, les animaux ont la possibilité satisfaire leurs besoins hydriques et ont acces a

un total de 60 ml de boisson supplémentaires.

Plusieurs éléments ont été pris en considération pour limiter I'impact physiologique
et comportemental d'un tel protocole de restriction alimentaire et hydrique. Les rongeurs
sont des animaux nocturnes qui consomment la majorité de leurs repas en période
d’obscurité (Rowland, 2007). Afin de respecter au mieux le cycle nycthemeral des rongeurs,
nous avons pris soin de les placer en cycle inversé. Apres une longue période d’acclimatation
en condition ad libitum, les animaux ont été habitués a consommer leurs repas au milieu de
leur phase nocturne. Par ailleurs, comme les épisodes de consommation de boisson sont
généralement associés a la consommation de nourriture (Rowland, 2007), nous avons
accompagné chaque repas d’un complément hydrique. De plus, afin de minimiser le stress
induit par un changement brutal de disponibilit¢ en eau et en nourriture, nous avons
progressivement habitué nos animaux au protocole de restriction. Ainsi, les animaux nourris
et abreuvé ad libitum ont tout d’abord été placés en restriction alimentaire seule, tout en
conservant un acces illimité a 'eau de boisson. Apres plusieurs jours d’acclimatation a ce
régime, les animaux ont ensuite été placés en restriction alimentaire et hydrique. Au début
de cette période, les rats disposent d'une grande quantité d’eau de boisson pour chaque
repas consommé dans la cage d’élevage. Cette quantité est ensuite progressivement réduite,

afin d’inciter les animaux a consommer de plus en plus d’eau dans la cage expérimentale.

Par ailleurs, dans le but d’évaluer les conséquences d’un tel protocole de restriction
alimentaire sur 1'état physiologique de nos animaux, la masse corporelle et la prise
alimentaire ont été quotidiennement mesurées et controlées. Un exemple représentatif de
I’évolution de ces parametres lors de la mise en place du protocole de restriction, est présenté
par la figure 24. Dans les conditions classiques d’élevage en laboratoire, un rat adulte nourri
et abreuvé ad libitum consomme quotidiennement jusqu’a ~30 g de nourriture et ~45 ml de
boisson (Rowland, 2007). Contraints par le protocole de restriction suivi lors de nos études
comportementales, les animaux consomment en moyenne entre 15 et 20 g de nourriture et
entre 20 et 25 ml d’eau par jour. Ce protocole entraine donc les animaux a consommer 60%

de leurs consommations journalieres spontanées d’eau et de nourriture.
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Figure 24 : Evolution du poids (A) et de la prise alimentaire (B) de rats Wistar adultes (n=10) placés successivement en
conditions ad libitum puis en restriction alimentaire seule, et enfin en restriction alimentaire et hydrique,
correspondant au protocole utilisé lors de la réalisation de nos études comportementales.

La zone bleue indique les valeurs moyennes de poids et de prise alimentaire obtenues lorsque les rats sont nourris et
abreuvés ad libitum (ad libitum). La zone rose indique les valeurs moyennes de poids et de prise alimentaire obtenues
lorsque les rats sont placés en restriction alimentaire de 22h par jour, tout en conservant un accés illimité a I'eau de
boisson (restriction alimentaire). La zone jaune indique les valeurs moyennes de poids et de prise alimentaire obtenues
lorsque les rats sont placés en restriction alimentaire de 22h par jour, avec un acces limité a I'eau de boisson (restriction
alimentaire et hydrique). Dans cette derniere condition, les animaux ont acces a de I'eau de boisson pendant les
sessions expérimentales et a chaque repas quotidien, accompagné de 10 a 15 ml d’eau.

L’acces limité a la nourriture s’accompagne inévitablement d'une réduction de la
prise alimentaire et, en conséquence, de la masse corporelle. Cette chute de la masse
corporelle apparait dans les premiers jours de la restriction alimentaire puis se stabilise. Dans
nos conditions expérimentales, les animaux parviennent a maintenir leur poids a un niveau
d’équilibre qui se situe a ~95% de leur poids initial et ne démontrent aucune altération
comportementale. Il est classiquement décrit dans la littérature que la déprivation hydrique
induit une diminution de la prise alimentaire (Watts, 1999). Cette anorexie réversible est

notamment sous-tendue par une augmentation de la synthese du neuropeptide anorexigene
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CRF au sein de I'hypothalamus latéral (Watts et al., 1999). En comparant la prise alimentaire
mesurée lors de la période de restriction alimentaire seule et celle mesurée lors de la période
de restriction alimentaire couplée a une restriction hydrique (figure 24), il apparait que les
consommations de nourriture restent sensiblement identiques, indiquant que l’anorexie

induite par la deshydratation est trés limitée dans nos conditions expérimentales.
2.2) La nature de la stimulation odorante

Le test comportemental que nous avons développé pour l'étude de la détection
olfactive des rongeurs est basé sur la consommation d’une boisson odorisée a l'acétate
d’isoamyle. Cette molécule odorante, un ester perqu comme une odeur de banane, est
couramment utilisée dans le domaine de l'olfaction. L’acétate d’isoamyle est considéré
comme une odeur a priori neutre, dégagée d'une quelconque valeur alimentaire pour les
animaux. Elle est connue pour activer largement le réseau bulbaire chez le rat et la souris

(Johnson et al., 1998; Johnson et al., 2009), (Figure 25).

SOURIS

Figure 25: Cartes d’activation glomérulaire obtenue
pour une stimulation a I'acétate d’isoamyle chez la
souris et le rat (D’apres Johnson 2009)

Représentations, par un code couleur, du niveau
d’accumulation du 2-déoxyglucose dans la couche
glomérulaire du bulbe olfactif de rat et de souris
obtenue par une stimulation odorante d’acétate
d’isoamyle. Un diagramme de I'orientation anatomique
des cartes glomérulaires est présenté sur la gauche.

rostral

De plus, cette odeur a été utilisée a de nombreuses reprises pour l'étude des
interactions entre la perception olfactive et les états alimentaires. I a notamment été
démontré que la réponse des neurorécepteurs olfactifs évoquée par 1'acétate d’isoamyle est
diminuée par 'application d’insuline et que l’activité des cellules mitrales, en réponse a une
stimulation par l'acétate d’isoamyle, est modulée par 1’état alimentaire et 'application

d’orexine A (Apelbaum and Chaput, 2003; Apelbaum et al., 2005; Prud’homme et al., 2009).
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Voie rétronasale \

Figure 26 : Les voies olfactives orthonasale et rétronasale.

Schéma d’une coupe sagittale de téte de rat. La voie orthonasale correspond a I'entrée de molécules odorantes par les
narines lors du flux d’air inspiratoire (en bleue). La voie rétronasale correspond a I'entrée de molécules odorantes
situées dans la cavité buccale et portées par le flux d’air expiratoire pour atteindre Iépithélium olfactif.
EO = Epithélium olfactif, BO = Bulbe olfactif.

Lors de nos expériences comportementales, ’acétate d’isoamyle était dilué dans I'eau
de boisson. 1l a été clairement établi que, pour une concentration inférieure a 0,1% (ISO 10-%),
une solution d’acétate d’isoamyle ne possede pas de propriété gustative et qu’elle est
uniquement détectée par le systeme olfactif (Slotnick et al., 1997). Il existe deux types de
stimulations olfactives : les stimulations olfactives orthonasales et les stimulations olfactives
rétronasales (Figure 26). Lorsque que l'animal percoit une odeur en suspension dans Iair,
comme c’est le cas lorsque la stimulation est délivrée par un olfactometre ou sur un support
odorisé, la stimulation olfactive est orthonasale. Une telle stimulation est portée par le flux
d’air inspiratoire lors du flairage de la source odorante. En revanche, lorsque I’animal
consomme une boisson odorisée, la stimulation olfactive est principalement rétronasale et
portée par le flux d’air expiratoire. Ce dernier mode de présentation de 1'odeur permet de
reproduire fidelement la stimulation olfactive provoquée par la mastication et I'ingestion de
nourriture et présente, de fait, un apport majeur pour 1'étude de la variation de la perception
olfactive en fonction des états alimentaires et métabolique. En outre, la stimulation odorante
rétronasale, engendrée par la présentation d’une boisson odorisée, permet de générer une
aversion olfactive conditionnée puissante et durable (Slotnick et al.,, 1997; Chapuis et al.,
2007; Desgranges et al., 2009). Cette présentation de I'odeur constitue donc une stimulation

pertinente pour la validit¢é de notre paradigme comportemental. D'un point de vue
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fonctionnel, il a été démontré que 'acétate d’isoamyle est capable de stimuler 1'épithélium et
le bulbe olfactif qu’elle soit présentée de maniere orthonasale ou rétronasale (Scott et al.,
2007). Toutefois, il apparait que la réponse électrophysiologique évoquée par l'acétate
d’isoamyle présenté de maniere rétronasale est plus faible que la réponse évoquée par la

stimulation orthonasale.

Nous ne pouvons pas exclure que I'acétate d’isoamyle dilué dans I’eau de boisson, aie
également été percu de maniere orthonasale par les animaux lors du flairage de I'extrémité
du biberon dans la cage expérimentale. Ceci est certainement le cas pour les fortes
concentrations d’acétate d’isoamyle (ISO 10 et ISO 10%), pour lesquelles la voie orthonasale
venait probablement suppléer la voie rétronasale. En effet, apres le conditionnement, nous
avons fréquemment observé que certains animaux s’approchaient effectivement du biberon
de boisson odorisée et aversive, le flairaient, puis prenaient la décision de boire de l'autre
coté dans le biberon d’eau pure, sans méme laper une seule fois dans le biberon d’eau
odorisée. En revanche, pour les plus faibles concentrations, les animaux assoiffés et placés
intentionnellement sous le biberon d’eau odorisée, consommaient généralement de l'eau
odorisée a plusieurs reprises, échantillonnaient le biberon d’eau pure, puis consommaient a
nouveau de l'eau odorisée avant de réellement démontrer une préférence pour 1'une ou
I'autre des boissons. Ainsi pour les concentrations les plus faibles, la voie rétronasale
représentait probablement la voie majeure de détection de l'acétate d’isoamyle dilué dans

I'eau de boisson.

En conclusion, l'acétate d’isoamyle apparait comme un bon modele d’odeur et sa
présentation sous forme diluée dans 1'eau de boisson semble étre particulierement pertinente
pour l'étude de la modulation de la détection olfactive par les états alimentaire et

métabolique, basée sur un paradigme d’aversion olfactive conditionnée.

2.3) La voie d’administration centrale des molécules impliquées dans la

régulation de 1’homéostasie énergétique.

Les études portant sur les roles de l'orexine A, de la leptine et de Iinsuline sur la
détection olfactive ont été conduites en injectant ces molécules dans les ventricules latéraux.

Ce mode d’administration générale dans le liquide céphalo-rachidien, incite a nous
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demander si les changements mis en évidence sur la perception olfactive sont dus a une
action directe de ces molécules sur le systeme olfactif ou a une action indirecte sur d’autres
structures cérébrales se projetant a leur tour sur le systeme olfactif pour en moduler
I'activité. En effet, les récepteurs de ces trois molécules sont exprimés tant au niveau du
systeme olfactif qu’au niveau des noyaux hypothalamiques impliquées dans la régulation de
I’homéostasie énergétique (Hill et al., 1986; Unger et al., 1989; Marks et al., 1990; Mercer et al.,
1996; Fei et al., 1997; Shioda et al., 1998; Trivedi et al., 1998; Hervieu et al., 2001; Caillol et al.,
2003; Hardy et al., 2005; Prudhomme et al., 2009). De plus, des fibres orexinergiques
émanant de ’hypothalamus latéral se projettent au niveau de plusieurs structures olfactives
telles que le bulbe olfactif, le noyau olfactif antérieur et le cortex piriforme (Peyron et al.,
1998; Nambu et al.,, 1999). Nous ne pouvons donc en aucun cas exclure une action indirecte

de ces molécules sur d’autres structures cérébrales.

Certains éléments indiquent, cependant, que ces molécules sont effectivement
capables d’agir localement au niveau du bulbe olfactif lorsqu’elles sont injectées dans le
ventricule latéral. Tout d’abord, le ventricule latéral est la cavité ventriculaire
anatomiquement la plus proche du bulbe olfactif. Ensuite, il a été démontré que
I’administration d’orexine A dans le ventricule latéral modifie 'activité électrique des
cellules mitrales, certes, avec un délai plus long, mais de la méme maniere et dans les mémes
proportions que lorsque l'orexine A est appliquée directement sur le bulbe olfactif
(Apelbaum et al., 2005). De plus, I'administration d’orexine et de leptine dans le ventricule
latéral induit une expression du marqueur d’activité neuronal c-fos dans le bulbe olfactif
(Prud’homme et al., 2009). Enfin, lors de nos études comportementales, les doses d’orexine,
de leptine et d’'insuline qui ont été administrées n’ont pas induit de modifications de la prise
alimentaire ou de la masse corporelle, suggérant une action limitée au niveau du systéme de
régulation de I'homéostasie énergétique. En revanche, des effets importants ont été révélés
sur la détection olfactive. Dans le cas de I'insuline, il est probable que cet effet sur la prise
alimentaire n’ait pas été révélé car l'insuline était administrée dans le ventricule latéral. En
effet, une étude a clairement démontré que cette hormone n’a pas d’effet sur la régulation de
I"homéostasie énergétique lorsqu’elle est administrée dans le ventricule latéral (Manin et al.,
1988) ; alors qu’elle diminue efficacement la prise alimentaire et la masse corporelle

lorsqu’elle est administrée dans le 3™ ventricule, bordé par I'hypothalamus (Woods et al.,
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1979; Brief and Davis, 1984; Plata-Salaman et al., 1986; Air et al., 2002; Jaillard et al., 2009).
Par ailleurs, il est probable que cet effet ait été simplement masqué par le fait que nos
animaux subissaient un jetine alimentaire chronique. En support de cette hypothese, une
étude a démontré que l'injection intracérébroventriculaire d’insuline ne diminue pas la prise
alimentaire et la masse corporelle chez des animaux en restriction alimentaire (Plata-Salaman
and Oomura, 1986; Jaillard et al., 2009). Afin de valider le mode d’administration ainsi que la
dose d’insuline utilisée lors du test comportemental, nous avons mesuré la quantité
d’insuline qui atteignait effectivement le bulbe olfactif. Nous avons ainsi démontré que
I’administration de 14mU d’insuline dans le ventricule latéral induit une augmentation
massive de la quantité d’insuline dans le bulbe olfactif. Cette augmentation d’insuline reste
dans des gammes physiologiques puisque la quantité d’insuline bulbaire mesurée a la suite
de l'injection d’insuline est similaire a la quantité d’insuline bulbaire mesurée chez des

animaux rassasiés.

En administrant des doses physiologiques de ces peptides dans le ventricule latéral, il
semble donc possible de dissocier les effets comportementaux des hormones et des
neuropeptides impliqués dans la régulation de I’homéostasie énergétique sur la perception
olfactive, d"une part, et sur la masse corporelle et la prise alimentaire, d’autre part. En outre,
les dosages de ces molécules apparaissent essentiels pour nous permettre de valider les

doses et la méthode d’administration utilisée.

Au-dela des preuves expérimentales et des précautions que nous avons prises pour
démontrer 1’action de nos molécules d’intérét sur le systeme olfactif, la manipulation de ces
molécules et de leurs voies de signalisation au sein du réseau bulbaire permettrait de
démontrer sans équivoque le role direct de ces molécules sur le bulbe olfactif. Il convient de
noter ici que, dans le contexte de I'étude du role de 'insuline sur la détection olfactive, nous
avons testé l'effet d'une déplétion locale des récepteurs de I'insuline dans le bulbe olfactif,
sur les capacités de détection olfactive de rats Wistar. Pour cela, sous anesthésie générale,
nous avons infusé un lentivirus portant une séquence anti-sens du récepteur de l'insuline
(LV-IRAS, n = 10) dans le bulbe olfactif. Nous avons également réalisé la méme opération
pour un groupe controle, infusé avec un lentivirus portant une séquence non-pertinente (LV-

controle, n = 10).
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Figure 27 : Effet de l'infusion intrabulbaire d’un lentivirus codant pour une séquence anti-sens du récepteur de
I'insuline sur la quantité de récepteur de I'insuline dans le bulbe olfactif (A) et la détection olfactive (B).

(A) Quantification densitométrique du récepteur de I'insuline (sous-unité B) réalisé par western-blot a partir des
protéines extraites du bulbe olfactif de rats Wistar ayant recu une infusion intrabulbaire d’un lentivirus codant pour une
séquence anti-sens du récepteur de I'insuline (LV-IRAS, n=5) normalisé par rapport au groupe contrdle de rats Wistar
ayant regu une infusion intrabulbaire d’un lentivirus codant pour une séquence irrelevante (LV-C, n=5). Les résultats
sont exprimés en unité arbitraire de la quantité de signal mesurée (moyenne +/- SEM). Test de Wilcoxon **p<0,001 (B)
Image du western-blot utilisé pour réaliser la quantification densitométrique. (C) Evaluation de la détection olfactive
des rats Wistar ayant recu une infusion intrabulbaire d’un lentivirus codant pour une séquence anti-sens du récepteur
de I'insuline (LV-IRAS, n=10) et des rats Wistar ayant recu une infusion intrabulbaire d’un lentivirus codant pour une
séquence irrelevante (LV-contréle, n=10). Les résultats sont représentés par un index de détection olfactive,
correspondant au nombre de lapements d’eau pure divisé par le nombre de lapements total au cours de chaque session
expérimentale (moyenne +/- SEM). Les courbes représentent les résultats du test de détection olfactive pour les
dilutions d’acétate d’isoamyle de 10‘12, 10'11, 10'10, 107 (1IS012, 1SO11, 1SO10, ISO9) pour les animaux affamés (trait fin
et pointillés) et rassasiés (trait épais et plein). Les droites de la zone grisée représentent les résultats des tests de
I"aversion pour la dilution d’acétate d’isoamyle de 107, au début du test comportemental (ISO5 (TA1) pour le test de
I’aversion) et a la fin du test comportemental (ISO5 (TA2) pour le re-test de I'aversion). 'ANOVA a mesurées répétées
indique un effet de I'état alimentaire pour deux groupes d’animaux (**p<0,001) mais pas d’effet du groupe. Pour les
tests d’aversion, ’ANOVA a mesurées répétées ne révele pas d’effet du test (ISO5TA1 ou ISO5TA2) et pas d’effet de
I’état alimentaire.
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Le matériel génétique porté par le LV-IRAS s’insere dans le génome de
I'hote et donne lieu a la transcription d'une séquence anti-sens qui s’apparie a la séquence
endogene de I’ARNm du récepteur de l'insuline. Cet appariement anormal est ensuite
naturellement dégradé par la cellule, conduisant a une diminution de la quantité de
récepteur de 'insuline dans les cellules infectées. La diminution quantitative du récepteur de

lI'insuline est effective au bout de trois semaines et peut perdurer pendant plusieurs mois.

Nous avons validé cette méthode en démontrant par western blot, une diminution de
60% du récepteur de l'insuline dans le bulbe olfactif des animaux LV-IRAS par rapport a
leurs témoins LV-contrdle (Figure 27A,B). Les animaux LV-IRAS et les animaux LV-controle
présentent une modulation tres nette de la détection olfactive par l’état alimentaire, en
démontrant une meilleure acuité olfactive en état de faim qu’en état de rassasiement,
confirmant une nouvelle fois les résultats obtenus initialement chez les rats Wistar (Aime et
al., 2007). Cependant, I'évaluation des capacités de détection olfactive n’a pas révélé de

différences significatives entre les deux groupes.

Ce résultat peut s’expliquer de plusieurs manieres. Premierement, le bulbe olfactif est
la structure du systeme nerveux central comportant la plus grande densité de récepteurs de
I'insuline (Hill et al., 1986; Unger et al., 1989; Marks et al., 1990). Il est donc probable qu'une
déplétion de 60% du nombre de récepteurs de l'insuline dans le bulbe olfactif ne soit pas
suffisante pour observer un effet comportemental. Dans ce cas, il serait intéressant de réitérer
cette expérience en infusant une quantité plus importante de matériel viral dans le bulbe
olfactif, afin d’induire une déplétion plus étendue et quasi-totale des récepteurs de I'insuline.
Deuxiemement, comme nous l'avons évoqué a de nombreuses reprises, il existe une
importante redondance des molécules impliquées dans la régulation de l'homéostasie
énergétique capables d’agir au niveau du systeme olfactif. Il est donc possible que la
diminution partielle du nombre de récepteurs de l'insuline dans le bulbe olfactif ait été
compensée par d’autres systémes de régulation, masquant ainsi un éventuel effet
comportemental. Troisiemement, ces résultats sont concordants avec les résultats que nous
avons obtenus lors de notre étude sur le role de I'insuline. En effet, nos dosages indiquent
que la quantité d’insuline dans le bulbe est doublée en état de rassasiement alors que la

quantité de récepteur reste constante quelque soit 1’état alimentaire. Ces données tendent a
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démontrer que le parametre pertinent permettant I’action de l'insuline dans le bulbe olfactif
est plus lié a la quantité d’insuline qui a acces a cette structure, qu’a la quantité de recepteurs
présente dans le réseau bulbaire. Quatriemement, il est probable que le LV-IRAS, infusé au
centre du bulbe olfactif, n’ait pas uniformément atteint les différentes catégories cellulaires
(les cellules granulaires et les cellules mitrales) qui expriment le récepteur de l'insuline.
L’analyse quantitative des récepteurs de l'insuline présents dans les différentes couches du
bulbe olfactif des animaux LV-IRAS n’a pu étre réalisée, et aurait sans-doute pu éclaircir ce
point. Ce type d’approche, consistant a manipuler 1'action de neuropeptides et d’hormones
impliquées dans la régulation de I'homéostasie énergétique au niveau bulbaire, est envisagé
pour les perspectives de recherche de I'équipe, afin de démontrer le role direct des acteurs

du systeme de régulation de '’homéostasie énergétique au niveau bulbaire.
2.4) L’analyse de la fonction olfactive

Pour l'ensemble de nos études comportementales, nous nous sommes focalisés sur
I’analyse de la capacité de détection olfactive des rongeurs. En nous intéressant a la détection
olfactive pour une odeur neutre, nous souhaitions obtenir une mesure simple de la
perception, reflétant un niveau de base de l'activité du systeme olfactif pour l’analyse
quantitative de l'information olfactive. De plus, nous ne voulions pas faire appel a des
niveaux de traitements plus complexes, tout en nous affranchissant d’éventuels biais induits
par des changements de motivation ou d’activité locomotrice. Bien évidemment, les capacités
de traitement du systeme olfactif ne se limitent pas a 1’analyse de la détection olfactive et il
serait particulierement intéressant de développer I'étude des autres aspects de la fonction

olfactive et de leur modulation par les états alimentaires et métaboliques.

La transduction chimio-électrique, débutant lors de la fixation d’une molécule
odorante sur les cils des neurorécepteurs olfactifs, est souvent condidérée comme la premiere
étape de génese de I'information olfactive. Cependant, le flairage de la source odorante, qui
précede cette transduction, intervient également dans la perception olfactive. En effet, il a
notamment été démontré, chez 'Homme, que le comportement de flairage influence
directement la détection olfactive : a concentrations égales, plus le flairage de la source
odorante est fort, plus l'intensité percue de 1'odeur est élevée (Mainland and Sobel, 2006). Le

flairage correspond a l'acte olfacto-moteur effectué lors de l'exploration active de
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I'environnement olfactif. Lors du flairage, les molécules odorantes gagnent I'épithélium
olfactif par la voie orthonasale. Ainsi, 'analyse du comportement de flairage est parfaitement
complémentaire aux études que nous avons menées sur 1'étude de la détection olfactive lors
de stimulations odorantes rétronasales. Ce champ d’investigation fait partie des perspectives
directes de 1'équipe. Nous avons tres récemment acquis des données préliminaires indiquant
que le comportement de flairage des animaux est modulé par 1’état alimentaire : les animaux
affamés flairent 'environnement plus activement que les animaux rassasiés. Lors d’une
étude en collaboration, nous avons également démontré que l'infusion chronique de ghréline
dans le ventricule latéral induit d"une part, une augmentation du comportement exploratoire
en réponse a une stimulation alimentaire ; et d’autre part une augmentation de la détection
olfactive. Parmi les données de la littérature disponibles a I'heure actuelle, certains auteurs
ont également analysé la modulation des capacités d’exploration et de discrimination des
odeurs par les états alimentaires et métaboliques. Il a été démontré que les rats explorent
plus longuement une odeur alimentaire en état de faim qu’'en état de rassasiement
(Prud’homme et al., 2009). De plus, I'injection intracérébroventriculaire d'un antagoniste de
I'orexine A ou de leptine diminue le comportement exploratoire d’animaux rassasiés en
réponse a une odeur de nourriture. L’ensemble de ces résultats étend la portée des données
que nous avons exposées dans ce manuscrit, en suggérant que le comportement de flairage et
d’exploration des odeurs alimentaires est augmenté en état de faim ou sous l'influence de
molécules orexigenes ; et diminué en état de rassasiement ou sous l'influence de molécules

anorexigenes.

Notons toutefois qu’il semble difficile de dissocier I'influence des états alimentaires et
métaboliques sur le comportement de flairage spécifique de la fonction olfactive ; d'un effet
global sur l'activité locomotrice. En effet, Prud’Homme et al. (2009) ont observé que la
motricité des animaux était globalement augmentée en état de faim et diminuée en état de
rassasiement ou lors d’injections intracérébroventriculaires d'un antagoniste de I'orexine A.
De nombreuses données indiquent que le role de I'orexine A ne se limite pas a la régulation
de l'homéostasie énergétique. Le systeme orexinergique se projette sur de nombreuses
structures cérébrales et, en particulier, sur des systemes neuromodulateurs, comme le locus
coeruleus et le noyau du raphé, impliqués dans la régulation de I'éveil et du cycle

veille/sommeil (Peyron et al., 1998). En conséquence, 'administration centrale d’orexine A
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provoque la mise en place de nombreux comportements caractéristiques de 'état d’éveil,
comme une augmentation de 'activité locomotrice (Smart and Jerman, 2002). Le paradigme
comportemental que nous avons utilisé pour 1'étude de la détection olfactive nous a permi
de nous affranchir des modifications d’activité locomotrice induites par I'orexine A. Afin
d’évaluer cet effet, nous avons comparé le nombre de changements de coté effectués dans la
cage expérimentale par chaque animal recevant une injection intracérébroventriculaire
d’orexine A ou de NaCl. Il apparait, dans nos conditions expérimentales, que l'activité
motrice des animaux n’était pas affectée par I’administration centrale d’orexine A (Julliard et

al., 2007).

Outre la détection olfactive et le comportement de flairage, la capacité de
discrimination olfactive serait un aspect intéressant de la fonction olfactive a analyser.
Certains auteurs ont démontré que l’administration intranasale d’insuline induit une
augmentation de la capacité de discrimination olfactive (Marks et al., 2009). Ce résultat va a
I’encontre de notre hypothese de travail selon laquelle les performances olfactives seraient
globalement augmentées par les molécules orexigenes et diminuées par les molécules
anorexigenes, et nous incite d’autant plus a élargir notre champ d’investigation a 1'étude de
la capacité de discrimination olfactive des rongeurs. Par ailleurs, ces données présentent
certaines faiblesses méthodologiques que nous développerons ci-apres. Lors de cette étude,
les auteurs ont utilisé une tache d’habituation et de déshabituation et ont comparé le temps
d’exploration d’une odeur présentée successivement au cours de sept essais (habituation) au
temps d’exploration d'une nouvelle odeur (déshabituation). Les animaux recevant un
traitement d’insuline par voie intranasale, tout comme leurs témoins, passent
significativement plus de temps a explorer la nouvelle odeur que l'odeur utilisée pour
I'habituation, indiquant que les deux groupes d’animaux discriminent les deux odeurs. De
plus, les animaux recevant un traitement d’insuline intranasale passent significativement
plus de temps que leurs témoins a explorer la nouvelle odeur suggérant que ces animaux
discriminent « mieux » les deux odeurs que les témoins. Cependant, ces auteurs ont
également observé que l’administration intranasale d’insuline augmente le temps
d’exploration d'un nouvel objet non-odorisé. Sur la base de ce résultat supplémentaire, on
peut se demander si les animaux recevant une administration intranasale d’insuline ont

réellement de meilleures capacités de discrimination olfactive ou si ce traitement provoque
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simplement un attrait ou une curiosité accrue pour la nouveauté, qui ne soit pas

nécessairement dépendant de caractéristiques olfactives.

En conclusion, ces données suggerent que les états alimentaires et métaboliques
modulent la fonction olfactive également a d’autres niveaux de traitements que la détection
olfactive. En revanche, la caractérisation comportementale de l'influence du systeme de
régulation de ’homéostasie énergétique sur le comportement exploratoire ou les capacités de
discrimination nécessitent la mise en place de tests olfactifs permettant de s’affranchir de
I'influence des états alimentaires et métaboliques sur la mise en place d'un état d’éveil
comportemental qui ne soit pas forcément spécifique du traitement de l'information

olfactive.

3) Implications fonctionnelles

Au cours de ce travail de theése, nous avons démontré que la perception olfactive est
modulée par les états alimentaires. Nous avons également complété les données de la
littérature pour démontrer que des peptides orexigenes surexprimés en état de faim, tels que
'orexine et - tres récemment - la ghréline, sont libérés pour stimuler la prise alimentaire et
augmenter les performances olfactives. A l'inverse, I'insuline et la leptine, deux hormones
anorexigenes, sont sécrétées en état de rassasiement ou d’abondance énergétique, pour
arréter la prise alimentaire et diminuer les performances olfactives. Ces données suggerent
que les roles des molécules impliquées dans la régulation de la prise alimentaire et de la
masse corporelle ne se limitent pas a une action restreinte au niveau des centres intégrateurs
du systeme de régulation de I'homéostasie énergétique, tels que '’hypothalamus ou le tronc
cérébral, mais s’étendent largement au niveau du systeme olfactif. Ainsi, sur la base de nos
observations et sur les données de la littérature, nous proposons ici un modele spéculatif de
régulation du comportement alimentaire en fonction des états de faim et de satiété. Ce
modele, incluant a la fois le chef d’orchestre de la régulation de I'homéostasie énergétique
(I'hypothalamus), et le premier relais central de I'olfaction (le bulbe olfactif), est résumé par

la figure 28.
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Figure 28 : Modeéle spéculatif résumant les implications fonctionnelles de la modulation de la détection olfactive par
les états alimentaires sur la régulation du comportement alimentaire chez le rat.

Représentation schématique reportant les principaux signaux impliqués dans la régulation de I’homéostasie
énergétique en état de faim (A) et en état de rassasiement (B). Les quantités relatives de ces signaux sont corrélées a la
taille du texte (grande police = grande quantité, petite police = petite quantité). L’encadré du bas illustre la sécrétion de
divers signaux métaboliques (leptine, insuline, nutriments, ghréline et cholecystokinine (CCK)) dans la circulation
sanguine. Ces signaux gagnent le systeme nerveux central pour moduler I'expression de neuropeptides centraux (le
corticotropin-releasing factor (CRF), I'orexine A (OXA), la melanin-concentrating hormone (MCH), le neuropeptide Y
(NPY), I'agouti-related protein (AgRp), la proopiomélanocortine (POMC) et le cocaine- and amphetamine-regulated
transcript (CART)). L'action de I'ensemble des neuropeptides et des hormones impliquées dans la régulation de
I’'homéostasie énergétique modulent les voies métaboliques anaboliques et cataboliques d’une part et modulent la
détection olfactive d’autre part, pour influencer le comportement alimentaire en initiant ou en conduisant a I'arrét de
la prise alimentaire. Les actions de lI'orexine A, de la leptine et de linsuline sur la détection olfactive ont été
expérimentalement démontrées alors que les actions du NPY, de la MCH, du CRF et de la CCK restent a étre démontrées
au niveau comportemental.
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En état de faim (Figure 28A), le taux circulant de ghréline, I'unique hormone
orexigene périphérique, est élevé (Tschop et al., 2000; Wren et al., 2001). A I'inverse, les taux
circulants de nutriments et d’hormones anorexigenes périphériques, telles que la leptine et
I'insuline, sont bas. Ces variations périphériques conduisent, d"une part, a une augmentation
des taux d’expression des neuropeptides hypothalamiques orexigenes comprenant
notamment I’AgRP, le NPY, la MCH et I'orexine A (Qu et al., 1996; Hahn et al., 1998; Mizuno
et al., 1998; Sakurai et al., 1998; Cai et al., 1999; Mizuno and Mobbs, 1999) ; d’autre part, a une
diminution des taux d’expression des neuropeptides hypothalamiques anorexigenes POMC
et CART (Kristensen et al.,, 1998; Mizuno et al., 1998; Benoit et al., 2002). L’action de ces
neuropeptides et de ces hormones au niveau de I'’hypothalamus, également relayée par le
tronc cérébral et de nombreuses structures nerveuses effectrices, conduit a 1’activation de
voies anaboliques. Cette action anabolisante est orchestrée par les centres intégrateurs qui
activent le systeme nerveux autonome et I’axe hypothalamo-hypophysaire, contrélant a leur
tour de multiples tissus et organes. Conjointement, certaines de ces molécules, comme
I'orexine A, agissent également au niveau du bulbe olfactif pour augmenter la détection
olfactive. Bien que cet effet n’ait pas été démontré au niveau comportemental, certaines
données suggerent que le MCH et le NPY pourraient également agir au niveau de leurs
récepteur largement exprimés au sein du réseau bulbaire (Hervieu et al., 2000; Migita et al.,
2001; Blakemore et al., 2006) et moduler le traitement de l'information olfactive. Ensemble,
l'activation de voies anaboliques et 'augmentation de la détection olfactive favorisent la
mise en place d'une réponse comportementale adaptée et conduisent a I'initiation de la prise

alimentaire.

En état de rassasiement (Figure 28B), les taux de nutriments, de leptine et d’insuline
sont élevés (Saladin et al., 1995; Schoeller et al., 1997, Henquin, 2009). Le taux de
cholecystokinine, I'hormone de satiété périphérique, est également élevé (Liddle et al., 1985).
En conséquence, les taux d’expression des neuropeptides hypothalamiques anorexigenes
POMC, CART et CRF sont augmentés et les taux d’expression des neuropeptides
hypothalamiques orexigenes tels que I'’AgRP, le NPY, le MCH et I'orexine A sont diminués.
L’ensemble de ces neuropeptides et de ces hormones agit au niveau de divers noyaux
hypothalamiques, relayés par l'activation de structures effectrices, pour induire des

changements de l'activité métabolique et conduire a la mise en place des voies cataboliques.
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Simultanément, la leptine et 'insuline agissent au niveau du bulbe olfactif, pour diminuer la
capacité de détection olfactive. Bien que ce soit encore hypothétique, la cholecystokinine et le
CRF, qui possedent des récepteurs au niveau du bulbe olfactif (De Souza et al., 1985; Mercer
et al., 2000; Mercer and Beart, 2004; Chen et al., 2005), pourraient également agir au niveau
du réseau bulbaire afin de diminuer les performances olfactives. L’activation des voies
cataboliques et la diminution de la capacité de détection olfactive, conduisent ensemble a

I’arrét de la prise alimentaire.

En accord avec ce modele il apparait que la régulation du comportement alimentaire
fait intervenir deux types d’informations: des informations internes permettant une
perception des besoins homéostatiques et reposant sur de nombreux facteurs neuro-
endocriniens ; et des informations externes, correspondant aux stimuli sensoriels apportés
par la perception de I'environnement extérieur. La perception des informations internes et la
perception des informations externes semblent étre indissociables et un état interne donné
donne lieu a un éveil comportemental spécifique et adapté au rétablissement de
I’'homéostasie énergétique. A titre d’exemple, en état de faim, I'état interne est caractérisé par
une prépondérance des facteurs orexigenes qui engendrent la mise en place d'un éveil
comportemental spécifique, permettant de faciliter l'acces d’informations externes
pertinentes et en particulier d’augmenter la réactivité du systeme olfactif aux stimuli

signalant la présence de nourriture.

Les Humains et la majeure partie des mammiferes satisfont leurs besoins
énergétiques de maniere fractionnée au cours de repas disséminés tout le long de la journée.
Chez les animaux, le rythme d’alimentation est essentiellement régi par les besoins
homéostatiques et la disponibilité de 1’aliment. Ainsi, une augmentation de la perception
olfactive en période pré-prandiale joue un role éco-éthologique fondamental et plage I’animal
dans un état d’éveil sensoriel, lui permettant de rechercher puis de localiser une éventuelle
source de nourriture sur la base d’indices distaux. Chez I'Homme, en particulier dans les
sociétés occidentales ou l'incidence de I'obésité progresse a une cadence épidémique, de la
nourriture est disponible en toutes circonstances et a tous moments de la journée. Ainsi,
I'initiation des repas est rarement basée sur un déficit homéostatique. En revanche, les repas

débutent sur la base d’apprentissages et de conditionnements alimentaires ou de
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circonstances sociales, et sont largement dépendants de I'anticipation de la palatabilité et de
la notion d’hédonicité associées a la consommation de nourriture. L’étude des mécanismes
participant a l'initiation du comportement alimentaire chez I’'Homme apparait donc cruciale
pour tenter de comprendre les facteurs impliqués dans le développement et le maintien de

troubles du comportement alimentaire tels que 1’obésité et 1’anorexie.

L’obésité est un syndrome métabolique multifactoriel dont la mise en place repose,
d'une part, sur des prédispositions génétiques et, d’autre part, sur linfluence de
I'environnement (Volkow and Wise, 2005). La part réelle d’obésités génétiques demeure
faible et l'influence environnementale semble étre responsable de l'explosion récente de la
prévalence mondiale de l'obésité. Le facteur environnemental le plus impliqué est
certainement la disponibilité permanente de nourriture peu onéreuse, tres palatable et tres
dense en énergie qui incite a Ilinitiation du comportement alimentaire et a la
surconsommation de nourriture, chez des individus prédisposés et particulierement
sensibles a cet environnement dit « obésogene ». Les attributs sensoriels de la nourriture sont
ainsi particulierement impliqués dans I'établissement et le maintien de comportements
alimentaires anormaux. Chez les sujets obeses, la présentation de nourriture (incluant la vue
et I'odeur d'un repas) induit une sur-activation corticale qui est corrélée a une augmentation
de la sensation de faim. Chez les sujets sains comme les sujets obeses, la présentation distale
d’un aliment, stimule le désir de consommation de nourriture (Karhunen et al., 1997). Chez
des sujets normo-pondérés, le désir de consommation et le jugement d’hédonicité évoqué par
des odeurs alimentaires sont élevés avant le repas et drastiquement diminués apres le repas
(Jiang et al., 2008). A linverse, I'évaluation de I'hédonicité évoquée par les odeurs
alimentaires, en état de faim et en état de rassasiement, semble étre largement diminuée chez
les patientes anorexiques, qui démontrent également des déficits de discrimination et

d’identification des odeurs (Schreder et al., 2008).

Certaines données cliniques établissent une importance cruciale des interactions entre
la fonction olfactive et le comportement alimentaire. Elles démontrent notamment que les
altérations de la perception olfactive sont généralement des facteurs aggravants de
différentes conditions physiologiques fragiles ou de conditions pathologiques. Lors du

vieillissement normal, les personnes agées présentent généralement une diminution des
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performances olfactives au-dela de 65 ans (Doty et al., 1984). Au cours du vieillissement
pathologique, en particulier chez les patients atteints de maladies neurodégénératives telles
que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson, des déficits de détection, de
discrimination et de reconnaissance des odeurs sont les premieres altérations cognitives
mesurables (Mesholam et al., 1998). Les modifications de la perception olfactive observées au
cours du vieillissement normal ou pathologique sont généralement associées a une
diminution de l'attrait évoqué par la nourriture, de 'appétit et des apports énergétiques
conduisant a une sous-nutrition, une diminution de la masse corporelle et une réduction
globale de la condition physique (Schiffman and Graham, 2000). Cet effet a également été
reporté chez les patients atteints de cancer qui présentent de multiples déficits de la fonction
olfactive dus a la destruction cellulaire et tissulaire mais également a la mise en place
d’aversion olfacto-gustatives conditionnées induites par les traitements chimiothérapiques.
L’altération de la fonction olfactive est a I'origine de troubles du comportement alimentaire
conduisant a une restriction des choix alimentaires, a des apports énergétiques inappropriés
ainsi qu’a une sous-nutrition globale qui sont généralement associés a un mauvais pronostic
de survie (Schiffman and Graham, 2000). Plusieurs études menées sur des populations de
sujets agés ont démontré que le renforcement des saveurs alimentaires par 1’apport d’odeurs
(au sens strict, sans apport de sel ni d’épices) directement mélangées aux plats de chaque
repas permet d’augmenter la prise alimentaire, les fonctions immunitaires ainsi que la force
musculaire des sujets agés (Schiffman and Warwick, 1993; Schiffman, 1998, 2000; Schiffman
and Graham, 2000). Ces auteurs proposent que le renforcement des saveurs alimentaires
puisse étre utilisé pour lutter contre la cachexie et ainsi renforcer la condition physique et la

survie des patients atteints de cancer.
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