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Le statut nutritionnel en protéines et en acides aminés, en tant qu’éléments nutritionnels
essentiels, est controlé de facon trés précise. Un apport inadéquat de protéines génére des signaux
spécifiques agissant sur le comportement alimentaire. Ce contrdle spécifique de l'ingestion des
protéines semble exister en paralléle des mécanismes de contrdle de I'apport énergétique, et des
conflits peuvent se produire entre la nécessité d’assurer simultanément le besoin en protéines et
en énergie. Les mécanismes périphériques et centraux gérant ces équilibres restent encore
discutés.

Les changements induits sur le comportement alimentaire par des modifications de la teneur en
protéines du régime alimentaire dépendent de I'apport protéique cible, que les individus tendent a
atteindre et contrdler. Il est admis d’assimiler ’'homéostasie protéique a I'obtention d’un bilan
azoté équilibré qui est atteint avec des régimes dont la teneur en protéines oscille entre 10% et
20% de l'apport énergétique, selon les espéces, les conditions environnementales et I'état
physiologique. Cependant, I'hypothése que cette valeur représente le niveau d’apport protéique
cible est contredite par de nombreuses études. En effet, lorsque des rats ont la possibilité de choisir
librement leur niveau d’apport protéique, ils sélectionnent trés souvent des niveaux beaucoup plus
élevés, le plus fréequemment de I'ordre de 30% de I'apport énergétique. Le contrdle du niveau
d’apport protéique ne serait donc pas uniquement dépendant des mécanismes de la régulation de
I’'hnoméostasie protéique. Puisque les protéines sont a la fois impliquées dans le métabolisme
protéique et dans le métabolisme énergétique, il y aurait deux contrdles. Un contrdle trés spécifique
est mis en place pour éviter des niveaux d’apport faibles en protéines et d’assurer ’lhoméostasie
protéique. Et d’autre part, un contrble énergétique plus général a pour objectif d’assurer un
équilibre entre les apports en protéines et des macronutriments énergétiques, notamment les
glucides afin d’optimiser le métabolisme énergétique, et en particulier la répartition entre mise en
réserve et oxydation des glucides, lipides et protéines en période postprandiale.

La situation dans laquelle un conflit entre le contrdle protéique et énergétique apparait le plus
évident est lorsqu’un sujet est confronté a un régime faible en protéine. Les données
expérimentales convergent pour indiquer qu’un apport limité en protéines (5-7% environ de I'apport
énergétique) tend a augmenter la prise alimentaire, et il a été fait I'hypothése que le moteur
principal de cette hyperphagie serait de limiter le déficit d’apport en protéine, donnant la priorité
au controle protéique sur le contréle énergétique. Ces effets du niveau d’apport protéique dans
I'alimentation sur le comportement alimentaire et la composition corporelle ont été théorisés dans
le cadre de I'hypothése d’un effet levier des protéines ou « protein leverage hypothesis ». Sur la
base de données expérimentales nombreuses mais dont certaines restent controversées, cette
théorie suggére que, du fait de I'essentialité d’un apport protéique adéquat en quantité et en
gualité, les mécanismes du contrdle du niveau d’ingestion protéique dominent fortement ceux qui
contrdlent le niveau de I'ingestion énergétique. En conséquence, une carence méme faible de la
teneur en protéines du régime peut induire des augmentations significatives du niveau d’ingestion
calorique pour assurer un apport protéique suffisant et conduire a une consommation énergétique
excessive, et a terme au surpoids ou a l'obésité. Les mécanismes mis en jeu dans cette
hyperphagie induite par un régime limité en protéines apparaissent complexes et reflétent les
interactions multiples entre les régulations du métabolisme énergétique et du métabolisme
protéique.

Il est aujourd’hui bien établi que les productions animales ont un impact négatif sur
I’environnement, et qu’il est nécessaire de les limiter, voire de les réduire. En outre, la
consommation de produits animaux, notamment la viande rouge, est de plus en plus mise en cause
pour des effets possiblement déléteres sur la santé. Dans un objectif d’obtenir un mode de
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consommation plus sain et durable, les politiques publiques recommandent donc de réduire la
consommation de viande et d’augmenter la part des produits d’origine végétale. De plus dans l'idée
gue la population mondiale est toujours en croissance, I'augmentation de la production végétale
permettrait d’améliorer les rendements agricoles avec un colt énergétique plus faible. Dans ce
contexte de transition alimentaire, la question des conséquences liées a des modifications de la
guantité et de la qualité de I'apport protéique sur la santé est particulierement sensible. L’objectif
de cette thése était de mieux comprendre les mécanismes de contrble de I'ingestion de protéine,
leur relation avec le contrdle de I'apport énergétique et les conséquences de ces processus sur la
prise alimentaire, la régulation du métabolisme, et la composition corporelle.
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1.1. Métabolisme protéique

1.1.1. Les protéines

La notion de « protéine » est établie en 1835 aux Pays-Bas par le chimiste organicien Gerardus
Johannes Mulder et son confrére suédois Jons Jacob Berzelius. Le terme est défini a partir du grec
« proteno » signifiant « je prends la premiére place », puisqu’il est vite apparu que ces éléments
étaient les seules sources d’azote utilisables par ’lHomme et sans lesquels la vie serait impossible.

Il existe trois familles de macronutriment : les protéines, les glucides et les lipides. Les protéines
sont définies comme des macromolécules composées d’un enchainement d’acides aminés reliés
par des liaisons peptidiques. Elles différent selon I'enchainement, le nombre et les proportions
d’acides aminées, ainsi que leur organisation dans I'espace. Par rapport aux deux autres
macronutriments, les protéines alimentaires sont les seules a apporter de I'azote lié aux acides
aminés.

Les organismes vivants, animaux ou végétaux, sont constitués pour une part importante de
protéines, et I'azote qui y est intégré passe d’un organisme a un autre par différent processus
(Figure 1).

Azote
atmosphérique

Composés azotés

Bactéries fixant I'azote . :
inorganiques
(engrais)

Transformation 2 2
P Composés azotés
bactérienne organiques
dans le sol q
Produits d’élimination, produits de
transformation contenant de I'azote

‘ \ﬂ%‘
: A
Protéines Protéines |«—— 1

Protéines

humaines \amimalesj végétales *

Figure 1. Cycle de l'azote.

Les végétaux fixent I'azote a partir de composés azotés organiques (décomposition des plantes, excréments)
ou inorganiques (engrais) en provenance du sol, qui lui permettent de fabriquer des acides aminés et les
assemblent pour en faire des protéines. Ces protéines d’origine végétale seront consommées soit par les
animaux, soit directement par ’Homme ou indirectement via la consommation de produits d’origine animale.
(Hans Konrad Biesalski et al., 2017)
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Chez I'adulte, le compartiment protéique est relativement stable. Il est estimé que chez un homme
de 70 kg le compartiment protéique représente environ 15% du poids corporel donc 10-12 kg
(Arnal M. et al., 1997). Les protéines sont présentes dans I’ensemble de I'organisme, mais de fagon
inégale. En effet, par leur role de structure, environ la moitié des protéines corporelles sont
présentes dans les muscles squelettiques.

Les protéines ont de nombreux role dans I'organisme. A I'instar du collagéne, qui représente un
tier de la masse protéique totale de ’'Homme, les protéines de structure participent a la stabilité
des organes et des tissus. Les protéines entrent aussi en jeu dans les mécanismes de transport
de diverses substances a travers le plasma, les cellules ou encore les membranes cellulaires. Elles
ont également un rble de défense de I'organisme car elles agissent dans le systéme immunitaire
(les immunoglobulines par exemple). Enfin, les protéines jouent un rdle fonctionnel essentiel,
puisque I'ensemble des contrbles et régulations de I'organisme nécessitent la présence
d’enzymes, d’hormones, ou de récepteurs associés qui sont trés majoritairement des protéines.

1.1.2. Les acides aminés

Chez ’'Homme, vingt acides aminés sont dits protéinogénes, c’est-a-dire qu’ils sont impliqués dans
la formation des protéines (Figure 2). Ces molécules ont toutes en commun de posséder une
fonction acide carboxylique -COOH (extrémité C-terminale) et une fonction amine -NH, qui est une
fonction -NH2 (extrémité N-terminale), a I'exception de la proline qui posséde une fonction amine
cyclique. Les fonctions acide et amine sont toutes deux li€ées a un carbone central appelé carbone
o. La partie variable des acides aminés, appelée chaine latérale ou radical, peut se composer de
différents éléments (carbone, soufre, azote...).

D’un point de vue chimique, les acides aminés peuvent étre divisés, selon la nature chimique de
leur radical, en 4 groupes : non polaire (forment les noyaux hydrophobes ou localisés dans les
parties en contact avec les lipides membranaires), polaire (forment des ponts hydrogénes et
responsables de la structure tertiaire), basiques et acides (forment des liaisons ioniques).
Cependant, d’un point de vue biologique et nutritionnel, ils peuvent aussi étre divisés selon le fait
qu’ils sont indispensables (ou nutritionnellement essentiels) ou non indispensables (ou non
nutritionnellement essentiels, « dispensable » en anglais) (Figure 2).

Les acides aminés indispensables (isoleucine, leucine, valine, phénylalanine, tryptophane,
histidine) sont ceux dont la synthése de novo par I'organisme n’est pas possible ou trop lente, et
donc qu’il est nécessaire d’apporter par I'alimentation. |l existe aussi deux acides aminés
considérés comme strictement indispensable (lysine et thréonine) en raison de leur transamination
irréversible. Les acides aminés non indispensables sont ceux que I'organisme est capable de
synthétiser a partir d’azote et de précurseurs carbonés, ou d’autres acides aminés, et donc qu’il
n‘est pas nécessaire d’apporter par l'alimentation. Certains sont considérés comme
conditionnellement indispensables, car ils sont uniquement synthétisés a partir d’autres acides
aminés (cystéine, tyrosine), ou parce qu’ils deviennent indispensables dans certaines situations
physiologiques (arginine, glutamine, proline).

16



Chﬂl'l 'l{ey: . ALIPHATIC AROMATIC . ACIDIC O BASIC HYDROXYLIC | SULFUR-CONTAINING . AMIDIC O NON-ESSENTIAL l: :I ESSENTIAL

- P R
Chemical 1’ 0 \\ I, 9 \\ I, 9 \\
Structure IR Y\HKOH 1 ) )\/‘%H ]
single letter \ NH, \ NH, \ NH, 7
S\ 4 S\ 4 \ /
-~ -~ -~
NAME ALANINE @) GLYCINE @ ISOLEUCINE @) LEucINE @ PROLINE @ vaune @
three Jetter code Ala Gly e Leu Pro Val

DNA codons GCIL GCC, GCA, GLG GGI, GGC, GEA, GGG AL AIC, AA CI1,CIC CIA CIG, TTA, 116 €L, LCC, CCA, CL6 GILGIC, GIA GIG

. o : o 5 o o
) Y, e
Z o,
OH I Nty I on G)Y\HJ\OH OWOH
NH, HO' 2
) d

OH o NH, NH,

PHENYLALANINE TRYPTOPHAN (! TYROSINE € ASPARTIC ACID 0 GLUTAMIC ACID e ARGININE @ HISTIDINE @

-
/ N \ ¢ >

R o \ i+ ou 9 9 o \

R oul Ho/ﬁ)kOH /H)LOH { Hs/\‘)kon I /5\/\‘)1\0”,'

\ NH, Vi NH, NH, NH, NH, /)
-~ ST
LYSINE ® SERINE THREONINE CYSTEINE (1) METHIONINE () ASPARAGINE 0 GLUTAMINE 0

Lys Ser Thr Cys Met Asn Gin

AAA. AAG TCT.TCC.TCA.TCG. AGT. AGC ACT. ACC. ACA. ACG. TGT.TGC ATG AAT. AAC CAA. CAG

Figure 2. Les acides aminés protéinogénes.

Les acides aminés sont les éléments constitutifs des protéines des organismes vivants. On trouve plus de
500 acides aminés dans la nature. Cependant, le code génétique humain n'en code directement que 20.
Les acides aminés "indispensables” doivent étre obtenus par I'alimentation (cercles en pointillés), tandis que
les acides aminés ‘dispensables" peuvent étre synthétisés par I'organisme (cercles pleins).
(Coumpoundchem.com)

1.1.3. Le renouvellement des protéines corporelles

Les protéines corporelles sont en constante synthése et dégradation (Figure 3). Ce mécanisme
permet un renouvellement permanent pour que les protéines puissent assurer leurs fonctions
physiologiques. Deux voies métaboliques interviennent dans ce processus : la protéosynthése
(fabrication de nouvelles protéines) et la protéolyse (dégradation des protéines). Ainsi, entre 250
et 300 g de protéines sont renouvelées chaque jour. Cependant, ce renouvellement n’est pas
identique dans chaque tissus : 120 g/j dans le foie, le pancréas, le tissu intestinal, les cellules
sanguines et la peau, 80 g/j dans le muscle et 50 g/j dans le reste des tissus (Arnal M. et al.,
1997).

La protéosynthése se fait via le recyclage endogéne d’acides aminés provenant de la dégradation
des protéines de l'organisme complété par un apport exogéne de protéines provenant de
I’alimentation. Il existe six étapes liées au processus de synthése protéique : la transcription de
I’ADN en ARN messager, le transport de I'’ARN messager depuis le noyau vers le cytosol,
I’aminoacylation des ARN de transfert, la traduction de I'’ARN messager en chaines polypeptidiques
(initiation, élongation et terminaison), et les modifications post-traductionnelles des protéines.
Toutes ces étapes de synthése sont sous le contréle de mécanismes complexes, dont certains
dépendent de I’état nutritionnel, et nécessitent un colt énergétique importante et de nombreuses
molécules. Le catabolisme des protéines se fait quant a lui via la protéolyse permettant de libérer
des acides aminés libres. Il existe quatre systéemes : lysosomial, ubiquitine-protéasome, calpaine,
et caspase.

17



Protéines
. . —1—>
alimentaires

Digestion —* Pertes (féces)

Acides aminés
libres

/ Urée —r* Pertes (urine)
Oxydation

Co,

Protéosynthése
asA|od101d

Protéines
corporelles

Figure 3. Renouvellement des protéines.

Le pool de protéines corporelles est constamment en renouvellement via des processus de synthése
(protéosynthése) et de dégradation (protéolyse). Pour permettre ce renouvellement, il y a des apports de
nouveaux acides aminés réguliérement par I'alimentation, et d’acides aminés endogénes provenant de la
protéolyse des protéines corporelles.

A moyen terme, chez un individu adulte a I'entretien, qui n’est pas en croissance, tous les acides
aminés apportés par I'alimentation sont oxydés, soit immédiatement aprées I'ingestion en période
postprandiale (environ 20% selon le niveau d’apport), soit aprés avoir été préalablement intégrés
dans des synthéses protéiques, puis libérés lors de la dégradation des protéines. Ainsi, a moyen
terme, si par exemple la teneur en protéines de I'alimentation est de 15%, le catabolisme des
acides aminés alimente 15% du métabolisme énergétique. Pour cela, les acides aminés sont
désaminés, perdant leur fonction amine soit par désamination (perte de la fonction amine
directement) ou par transamination (transfert de la fonction amine). Le squelette carboné résultant
de ces processus rentre alors dans les voies cataboliques, car il peut étre converti en acétyl-CoA et
participer a la production d’énergie au méme titre que les lipides et les glucides via le cycle de
Krebs (Stepien et al., 2016). L'utilisation des squelettes carbonés peut se faire directement, mais
peut aussi se faire par la synthése de glucose via la gluconéogenése et donc intervenir dans le
métabolisme glucidique. En effet, certains acides aminés peuvent étre transformés en pyruvate
intervenant dans le processus de gluconéogenése, et le glucose formé est alors utilisé dans le
métabolisme énergétique. Enfin, il faut noter que la production d’énergie par le catabolisme des
acides aminés est supérieure a celui du glucose (24 kJ/g) mais une partie de cette énergie est
perdue lors de I'élimination de I'azote via I'urée, et I’énergie disponible est alors comparable a celle
du glucose (16,7 klJ/g) et inférieure a celle des lipides (37,6 kJ/g).

L’azote libéré lors des processus de dégradation des acides aminés se retrouve sous forme
d’ammoniaque dans l'organisme. Le caractére toxique de cette ammoniaque sur I'organisme et
plus spécifiquement sur le systéeme nerveux central fait qu’il est nécessaire de I’éliminer. Dans le
foie, il va donc entrer dans le cycle de I'urée, qui est une forme non toxique et hydrosoluble pouvant
étre conduite jusqu’au reins et excrétée dans l'urine. L'ammoniaque formé dans les tissus
périphériques tels que le muscle, qui n’expriment pas I'uréogenése, est transféré vers le foie sous
forme d’alanine et de glutamine.
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1.1.4. Besoin et qualité des protéines

Dans le cadre du renouvellement constant des protéines, le besoin alimentaire en protéines
correspond a la quantité nécessaire au remplacement des pertes de protéines et éventuellement
aux besoins supplémentaires liés a la croissance, la gestation ou I'allaitement. Ce besoin est
variable selon le sexe, I'age, I’état physiologique et le niveau d’activité physique. La FAO définit ce
besoin comme « I'apport minium en protéines de bonne qualité permettant d’atteindre I’équilibre
azoté chez un adulte en bonne santé avec un niveau d’activité physique modéré » (FAO/WHO/UNU
Expert Consultation et al., 2007).

1.1.4.A. Détermination du besoin protéique

Ce besoin est défini chez I'adulte sur la base du bilan azotée, qui correspond a la différence entre
I’azote ingéré (prise alimentaire) et les pertes azotées (pertes urinaires, fécales, ...)(Pencharz and
Ball, 2003). La perte d’azote obligatoire a été estimée a 54 mg/kg/j, correspondant a un besoin
protéique de 0,34 g/kg/j pour une protéine idéale avec un rendement de 100%. Sur la base du
bilan azotée, le besoin a été établi a 0,66 g/kg/j de protéines pour un adulte en bonne santé
(FAO/WHO/UNU Expert Consultation et al., 2007). Comme il existe une variabilité interindividuelle
au sein de la population, deux écarts-types (12,5%) ont été ajoutés a ce besoin moyen pour définir
la recommandation d’apport en protéines de 0,83 g/kg/j, correspondant a un ratio
protéines/énergie (PE) de 10-15%.

Cette méthode du bilan azotée est utilisée pour le besoin protéique des adultes en bonne santé.
Lorsque I'individu est dans un état physiologique différent (croissance, grossesse ou allaitement),
la méthode factorielle est privilégiée car elle tient compte des besoins spécifiques supplémentaires
de ces situations. Cette méthode consiste a calculer le besoin en protéines en faisant la somme
du besoin d’entretien défini a partir du bilan azoté chez I’adulte, et du besoin supplémentaire pour
le dépbt et la production de protéines additionnelles associés a la croissance, la gestation ou
I’allaitement, pondéré par I'efficacité d’utilisation des protéines ingérées pour la synthése de ces
protéines (FAO/WHO/UNU Expert Consultation et al., 2007).

1.1.4.B. Qualité des protéines

Les protéines alimentaires peuvent étre distinguées selon leur qualité, définie comme leur capacité
a répondre aux besoins en azote et a fournir les besoins en acides aminés indispensables pour
assurer le renouvellement des protéines corporelles (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des
Aliments (AFSSA), 2007). La qualité est influencée par le profil en acides aminés de la protéine,
mais aussi par sa digestibilité (FAO/WHO/UNU Expert Consultation, 2011).

Les protéines d’origine animale (ceuf, lait, viande, poisson) sont de meilleure qualité que celles
d’origine végétale (blé, riz, soja, lentilles, ...). Elles ont un profil en acides aminés équilibré, et donc
une meilleure qualité. Les protéines d’origine végétale sont en effet souvent limitantes en certains
acides aminés indispensables (généralement lysine pour les céréales et méthionine ou cystéine
pour les [égumineuses).
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1.2. Variation des niveaux d’apports protéiques dans le régime
alimentaire

Un apport journalier en protéines est nécessaire pour le maintien des tissus et des fonctions
physiologiques. Différents processus de détection et de signalisation modulant le métabolisme
protéique et énergétique ainsi que le comportement alimentaire sont mobilisés pour atteindre et
maintenir un statut protéique équilibré. Aujourd’hui, il existe de nombreuses études qui se sont
intéressées a ces mécanismes face a différentes teneurs en protéines classées comme élevées
(plus de 25-30% d'énergie sous forme de protéines), normale (10-20% d'énergie), modérément
restreinte (5-8% d'énergie), ou séverement restreint (2-3% d'énergie)(Tomé et al., 2020).

1.2.1. Les régimes hyperprotéiques

Les régimes hyperprotéiques sont utilisés dans un objectif de contrdle du poids, comme stratégie
de perte de masse grasse et de maintien de la masse maigre. Dans ces régimes, les protéines sont
substituées aux lipides et éventuellement aux glucides. Lorsqu’il s’agit de régimes hypocaloriques,
la diminution de I'ingéré calorique total se fait sur la part des lipides et des glucides sans modifier
I'ingérer protéique ce qui augmentent la part relative des protéines dans I'ingéré total. Lorsqu’il
s’agit de régimes normo-caloriques, I'augmentation de la teneur en protéines permet une réduction
des autres nutriments énergétiques et il y a donc augmentation de I'ingéré protéique total.

Les régimes enrichis en protéines sont aussi largement utilisés par les sportifs dans le but de
maitriser leur poids et de développer leur masse musculaire. Dans ces conditions, I'ingéré
protéique peut augmenter de facon significative mais la démonstration que I'augmentation de la
prise protéique au-dela d’un certain niveau a des effets significatifs sur la masse musculaire reste
discutée.

A partir d'une certaine teneur en protéines (au-dela de 50% de I'apport énergétique),
I'augmentation de I’excrétion urinaire de I'azote résultant du catabolisme des acides aminés est
suspectée d’effets potentiellement délétéres. Cependant, chez les individus qui ne souffrent
d’aucun probléme rénaux, il a été montré que les régimes hyperprotéiques induisent rapidement
des réponses adaptatives augmentant les étapes d’oxydation des acides aminés excédentaire
dans le foie et que du fait des capacités importantes de I'uréogenése et de la filtration glomérulaire,
des effets délétéres sur les reins n'ont pas été observés chez le rat (Azzout et al., 1984; Jean et
al., 2001; Stepien et al., 2016).

1.2.1.A. La prise alimentaire

Les régimes hyperprotéiques ont tendance a réduire la prise alimentaire. Il a été montré que ces
effets sur la consommation sont modérés mais peuvent perdurer sur une longue période (Jean et
al., 2001; Lacroix et al., 2004). Cela est d0 a I'effet satiétogene des protéines, qui est plus
important et dure plus longtemps qu’avec les autres macronutriments (Bensaid et al., 2003, 2002;
Marmonier et al., 2000), ce qui entraine une réduction de la prise alimentaire (Westerterp-
Plantenga, 2008). Cet effet est lié en particulier a la stimulation par les protéines de la sécrétion
postprandiale de peptides gastro-intestinaux anorexigénes tels que la cholécystokinine (CCK) ou le
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peptide YY (PYY) (Batterham et al., 2006; Journel et al., 2012; Veldhorst et al., 2008). De plus, la
plus faible palatabilité des protéines par rapport aux glucides et aux lipides (Bensaid et al., 2003;
Jean et al., 2001) réduit la motivation sensorielle, comme cela peut étre observé avec des régimes
gras et sucrés, et induit aussi une prise alimentaire mieux contrélée par les besoins strictement
liés a la régulation énergétique.

1.2.1.B. La dépense énergétique

Il a été montré dans plusieurs études que les régimes hyperprotéiques avaient la capacité de
moduler I'expression des protéines de découplage UCP (Petzke et al., 2007). La consommation de
régimes hyperprotéiques semble augmenter la quantité d’'UCP1 dans le tissu adipeux brun par
rapport a un niveau protéique standard (Petzke et al., 2005). Ces protéines sont a I'origine de la
dissipation de I'énergie sous forme de chaleur, ce qui a pour conséquence d’augmenter la dépense
énergétique totale de 'individu. La démonstration que ce mécanisme participe effectivement a une
augmentation de la dépense énergétique et a une perte de poids reste a faire, d’autant que chez
I'’Homme, ce mécanisme n’a pas été démontré du fait de la quantité faible de tissu adipeux brun.

1.2.1.C. Le poids et la composition corporelle

Les effets des régimes hyperprotéiques sur la prise alimentaire, et dans une moindre mesure la
dépense énergétique, tendent a améliorer le poids corporel et a réduire la prise de masse grasse.
En effet, Pichon et al. ont montré que I'augmentation des protéines dans le régime avait pour effet
de réduire la prise de poids de maniére générale (Pichon et al., 2008). |l a été montré chez 'Homme
et chez 'animal que cette réduction globale du poids est le résultat d’'une part de la réduction de
la masse grasse et d’autre part du maintien de la masse maigre (Blouet et al., 2006; Lacroix et al.,
2004; Pichon et al., 2006; Skov et al., 1999).

Chez le rat, le tissu adipeux blanc est réduit lorsqu’ils sont nourris avec un régime hyperprotéique
(50%) par rapport a un régime normo-protéique avec en outre une réduction de la stéatose
hépatique (Lacroix et al., 2004). En plus d’'une diminution de la taille du tissus adipeux, il a été
montré que la taille des adipocytes était aussi diminuée par 'augmentation de la consommation
protéigue (Blouet et al., 2006). La diminution de la masse graisseuse peut étre expliquée par une
diminution de la lipogenése induite par les régimes hyperprotéiques (Blouet et al., 2006) .

Au vu de ces résultats, des études ont été menées chez des individus obéses, mais les résultats
semblent encore incertains. En effet, il a été proposé qu’en restriction énergétique les régimes
hyperprotéique pouvaient étre plus efficace que des régimes normo-protéiques pour réduire la faim
grace a l'effet satiétogéne des protéines, et maintenir la masse maigre (Westerterp-Plantenga,
2008). Cependant, dans ces conditions, la perte de poids engendrée par la restriction calorique
était similaire avec les régimes hyperprotéiques et normo-protéiques (Chevalier et al., 2005), ce
qui suggere que les régimes riches en protéines n’augmentent pas la dépense énergétique.
D’autres part, le maintien de la masse maigre n’a pas été systématiquement observé (Adechian et
al., 2012; Schollenberger et al., 2015). Ainsi c’est le fait que les individus en surpoids soient en
restriction énergétique qui prédomine plutdt que la teneur en protéines du régime. L’intérét de ce
type de régime est cependant que sur le long-terme, les individus avec un régime

21



hypocalorique/hyperprotéique semblent mieux adhérer a leur régime et donc la reprise de poids
observée le plus souvent est plus tardive et plus faible.

1.2.2. Les régimes hypo-protéiques

Contrairement aux régimes hyperprotéiques, il semble que I'impact des régimes hypo-protéiques
est beaucoup plus important. En effet, il est nécessaire que 'apport en protéines ne soit pas
inférieur a une certaine valeur, variable selon les besoins physiologiques (FAO/WHO/UNU Expert
Consultation et al., 2007).

1.2.2.A. La prise alimentaire

1.2.2.A.a. Augmentation de la prise alimentaire par la diminution des
protéines

Lorsque la teneur en protéines du régime est diminuée, la prise alimentaire peut étre augmentée
afin de maintenir un apport protéique total constant, ou au moins de réduire le déficit d’apport.
Déja en 1968, Rozin et al. montrait chez le rat que plus la quantité de protéines dans le régime
était faible plus ils consommaient de ce régime pour tenter de préserver leur apport protéique
(Rozin, 1968). Dans cette idée, de nombreuses études ont montré chez 'Homme et chez les
rongeurs que les régimes avec une réduction modérée de protéines induisent une augmentation
de la prise alimentaire (Aparecida de Franca et al., 2009; Gosby et al., 2011; Griffioen-Roose et al.,
2011; Pezeshki and Chelikani, 2021; Swick and Gribskov, 1983; White et al., 2000; Wu et al.,
2021). Ainsi, il semble que I'organisme puisse sacrifier, au moins partiellement, la régulation
énergétique pour assurer ’homéostasie protéique.

On distingue dans les études 3 niveaux d’effets, selon le degré de déficience en protéines. En
premier lieu, 'augmentation de la prise alimentaire est maximisée lorsque le niveau d’apport en
protéines est juste en dessous des besoins (environ 8-12% de I'énergie), ou elle permet donc de
restaurer avec succes I’équilibre azoté (Du et al., 2000, p. 200; Pol and den Hartog, 1966; Specter
et al., 1995; White et al.,, 2000, 1994). Dans un deuxiéme temps, I'augmentation de la prise
alimentaire ne semble pas permettre de palier complétement la déficience en protéine. Il a été
montré chez le rat, méme avec une augmentation de la prise alimentaire, que la concentration
plasmatique en acides aminés était plus faible par rapport a un régime témoin normo-protéique
(Aparecida de Franca et al., 2009).

L’'un des mécanismes proposés pour expliquer I'augmentation de la prise alimentaire en réponse
a des régimes faibles en protéines serait le fait que la quantité de protéines dans le régime peut
conduire a une modulation du ratio tryptophane/acides aminés neutres (AAN). La synthése de la
sérotonine ou 5-hydroxytryptamine, qui se fait a partir du tryptophane, est dépendante de ce ratio
(Fernstrom and Wurtman, 1997). En effet, le tryptophane peut moins facilement atteindre les
neurones sérotoninergiques lorsque la concentration en AAN est élevée (ratio tryptophane/AAN
faible) et vice-versa, car le tryptophane et les AAN sont en concurrence pour le méme transporteur
au niveau de la barriere hémato-encéphalique. Ainsi, ce ratio augmenté par la réduction des
protéines dans le régime pourrait conduire a une forte synthése de sérotonine, et encourager les
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rats a augmenter leur prise alimentaire (Wurtman and Fernstrom, 1975). Cependant, les protéines
ne sont pas les seuls a influencer le ratio tryptophane/AAN. En effet, I'ingestion de glucides conduit
a l'augmentation de I'insulinémie qui entraine une diminution des AAN, a laquelle échappe le
tryptophane. Les glucides conduisent donc aussi a une augmentation du ratio tryptophane/AAN,
de la sécrétion de sérotonine et donc de I'hyperphagie (Wurtman and Fernstrom, 1975). La
réduction des protéines au profit des glucides entraine alors une augmentation d’autant plus
importante de ce processus. La Figure 4 ci-dessous représente ce mécanisme. Un autre mécanisme
possible est, a I'inverse des régimes hyperprotéiques, que les régimes faibles en protéines
réduisent la sécrétion de CCK, ce qui conduit alors a I’hyperphagie (Morrison and Laeger, 2015).

Prise alimentaire

h -
Protéines Glucides Lipides
L b o
AN
A
s
m |nsuline o
o, =
Acides aminés
Tryptophane Neutres (AAN)
-+ Ratio
tryptophane/AAN
— - ] Récepteur
& Tryptophane + Sérotonine ] sérotonine

Neurone

Barriere hémato-encéphalique

Figure 4. Mécanisme de controle de la prise alimentaire via le ratio tryptophane/acides aminés neutres
(AAN) et la sécrétion de sérotonine.

En rouge : un niveau élevé de protéines augmente le ratio tryptophane/AAN conduisant a une réduction de
la synthése de sérotonine et une diminution de la prise alimentaire (effet satiétogéne).

En vert : les glucides conduisent & une captation des AAN, et la faible teneur en protéines a une faible
concentration en acides aminés dans le plasma. Le ratio tryptophane/AAN élevé permet un passage du
tryptophane dans les neurones qui est alors disponible pour la synthése de sérotonine. La prise alimentaire
est alors augmentée (effet hyperphagique).

1.2.2.A.b. Rejet des régimes a déficience sévere en protéines

Ce processus de compensation présente cependant des limites, car il est possible uniquement
jusqu’a un certain niveau de protéines. Lorsque le régime contient une quantité de protéines tres
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faible (< 5%) ne permettant pas d’adaptation, la prise alimentaire est alors réduite suite au
déclenchement de mécanismes aversifs vis-a-vis du régime proposé (Du et al., 2000; Morrison and
Laeger, 2015). Cette aversion est un mécanisme inné permettant a 'organisme d’éviter les
régimes déficients en protéines (Gietzen, 1993; Morrison et al., 2012), et plus généralement
déficients en un composant essentiel aux régulations métaboliques. |l serait mis en place dans le
cortex piriforme antérieur (Leung and Rogers, 1971), et aurait pour origine la baisse des acides
aminés dans le liquide cérébrospinal activant des modifications de la prise alimentaire (Gietzen et
al., 2007). Il a notamment été établi que la consommation d'un repas déficient en au moins un
acide aminé indispensable réduit les concentrations de celui-ci dans le plasma, dans le liquide
céphalo-rachidien et dans le cerveau ou cette déplétion est détectée par la liaison de I'ARNt
désacylé a la kinase GCN2 (general control non-depressible-2) (Hao et al., 2005), conduisant a
l'activation des circuits excitateurs glutamatergiques qui entrainent la modification du
comportement alimentaire (Anthony and Gietzen, 2013). La déficience en protéines ou en acides
aminés est ainsi trés rapidement détectée en relation avec la baisse des acides aminés dans le
plasma, entrainant une diminution rapide de la prise alimentaire. Chez 'homme, un régime
protéique déficient est aussi détecté conduisant a une diminution de la prise alimentaire par une
suppression des signaux de faim (Nieuwenhuizen et al., 2009; Veldhorst et al., 2009).

1.2.2.A.c. Augmentation de I'appétence pour les protéines par la diminution des
protéines

En paralléle de 'augmentation de la prise alimentaire, la réduction des protéines dans le régime a
aussi tendance a induire une augmentation de la préférence et de I'appétit pour les protéines. Les
mécanismes de contrble de I'appétit pour les protéines sont caractérisés par divers signaux
impactant les voies métaboliques périphériques et centrales de la motivation alimentaire et du
choix des aliments, dont notamment les mécanismes de récompenses, dans le but d’atteindre et
de maintenir un statut protéique équilibré (Tomé et al., 2020, 2019). En effet, il semble que quand
le choix est possible, I’hnyperphagie mise en place dans le cadre d'une réduction protéique est
associée a une préférence pour les protéines ou les régimes riches en protéines (Chaumontet et
al., 2018; Tomé et al., 2020). Chez I'animal et 'Homme, il a été montré qu’une déficience modérée
en protéines produite par des régimes faibles en protéines ou une privation de protéines induit un
appétit spécifique pour les protéines (Booth, 1974, Gibson et al., 1995).

En 2018, I'’étude de Chaumontet et al. suggére que le statut protéigue module le comportement
alimentaire par le biais des voies centrales de la récompense notamment au niveau du noyau
accubems (NAcc), qui est une région du cerveau impliquée dans le circuit de la récompense (Fulton,
2010). Il a été mis en évidence que les rats, préalablement nourris avec un régime faible en
protéines, puis ayant acces a des régimes a teneurs en protéines variables, ont une préférence
pour les régimes a plus hautes teneurs en protéines (Figure 5). Il a aussi été montré que chez ces
rats, I'activation neuronale du NAcc est significativement et positivement liée a la teneur en
protéines de leur régime (Chaumontet et al., 2018), contrairement aux rats préalablement nourris
avec un régime normo-protéique (14%), ou ce résultat n’était pas observé.
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Figure 5. Choix alimentaire sur 24h entre les régimes "Low-Protein" LP, "Normo-Protein" NP et "High-Protein"
HP chez des rats préalablement adaptés pendant 15 jours avec soit un régime NP soit un régime LP.

Les rats préalablement nourris avec le régime NP ont montré une préférence pour le régime NP. Ceux
préalablement nourris avec le régime LP ont montré une préférence pour les régimes NP et HP. La
combinaison des choix entre les repas LP, NP et HP a conduit au méme apport énergétique total pour les
rats préalablement adaptés au régime LP et NP.

LP = 6% de protéines par énergie; NP = 14%; HP = 50%. Les valeurs représentées sont les moyennes + les
écarts-type. Les moyennes marquées sans lettre commune sont différentes (P<0,05). (Chaumontet et al.,
2018)

1.2.2.B. La dépense énergétique

Contrairement aux régimes hyperprotéiques, il semble mieux établi que la consommation de
régimes faibles en protéines induit une augmentation de la dépense énergétique.

Certaines études ont suggéré que I'augmentation de la dépense énergétique avec des régimes
faibles en protéines est consécutive a I'augmentation de la prise alimentaire et permettrait de
compenser du moins en partie I'excédent d’apport énergétique et de limiter la prise de poids (Blais
et al., 2018; Chaumontet et al., 2019; Du et al., 2000; Pezeshki et al., 2016). Cependant, d’autres
études suggérent que I'augmentation de la dépense énergétique peut étre observée méme si la
prise alimentaire est contrblée de facon a empécher I'hyperphagie et serait plutét une forme
d’adaptation métabolique qui induirait I'augmentation de la prise alimentaire de facon a permettre
de réduire le déficit d’apport protéique (Hill et al., 2018, 2017; Laeger et al., 2016; Rothwell and
Stock, 1987).

Les mécanismes qui sous-tendent 'augmentation de la dépense énergétique restent discutés. En
2016, Aparecida de Franca et al. ont mis en évidence une augmentation de 'UCP1 et de la
température au niveau du tissu adipeux brun chez les animaux en restriction protéique (Aparecida
de Franca et al., 2016). Cependant, en 2018, Blais et al. ont montré chez la souris que la dépense
énergétique de repos était identique chez des souris nourris avec un régime a 20% et un régime a
6% de protéine, aussi bien lorsque les souris étaient logées a neutralité thermique (32°c) que
lorsqu’elles étaient logées a 22°C (Blais et al., 2018). lls en ont donc conclu que ni le métabolisme
basal, ni le colt de la thermorégulation n’étaient augmentés par un régime pauvre en protéines.
Dans la méme étude, ils ont cependant clairement mis en évidence que la dépense énergétique
totale était plus élevée avec un régime faible en protéines ce qui impliquait que la dépense
énergétique liée a I'activité, et/ou la thermogenése alimentaire était augmentée. Certaines études
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ont en effet montré une augmentation du niveau d’activité physique chez le rat (Beaton et al.,
1964) et chez la souris (Blais et al., 2018), et éventuellement du colt énergétique du mouvement
(Blais et al., 2018). Cette augmentation d’activité motrice n’est cependant pas observée, et il y a
au contraire une baisse importante, lorsque les rats sont restreints a la fois en protéines et en
énergie (Even et al., 2003) ce qui suggére qu’elle pourrait étre liée a I'augmentation de la prise
alimentaire. D’autres études ont aussi montré que I'augmentation de la dépense énergétique
pouvait provenir d’'une augmentation de la thermogénése alimentaire (Rothwell et al., 1983; Swick
and Gribskov, 1983; Zhao et al., 1996) mais au sein de la méme équipe, il a pu étre observé une
augmentation de la thermogenése chez le rat (Even et al., 2003) mais pas chez la souris (Blais et
al., 2018). Il semble donc établi que la dépense énergétique totale est augmentée avec un régime
pauvre en protéine, mais les mécanismes sous-jacents restent a préciser.

1.2.2.C. Le poids et la composition corporelle

Comme nous avons pu le voir précédemment, avec un régime faible en protéines, il y a un
phénoméne de compensation de I'augmentation de la prise alimentaire par une augmentation de
la dépense énergétique. Ce processus permet de limiter mais pas de supprimer I'impact sur le
poids. Il a été rapporté que les différences de composition corporelle d’animaux avec des régimes
hypo-protéiques et normo-protéique étaient faibles mais bien présentes. Chez la souris, la
diminution des protéines engendre généralement une augmentation du poids corporel, de
I’adiposité et de quantité de gras (Blais et al., 2018; Du et al., 2000; Huang et al., 2013). Enfin,
chez le jeune rat, la croissance semble étre affectée par la réduction de protéines dans le régime
(Hartsook et al., 1973; Hegsted and Neff, 1970). Une autre étude a cependant montré que chez le
rat en croissance, un régime hypo-protéigue n’induit pas de poids corporel plus faible, comme chez
le rat adulte, mais une adiposité plus importante (Aparecida de Franca et al., 2009).

1.2.3. La signalisation de I'adéquation des apports protéiques

L'un des éléments essentiels de la survie des étres vivants est la capacité a s’adapter aux
changements de I'environnement. Dans le cas de changements nutritionnels (augmentation ou
réduction d’apport de nutriments), comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents
dans le cas des protéines, il peut y avoir des effets indésirables sur I'organisme et il est donc
important que certains mécanismes se mettent en place pour réguler ’noméostasie (Tomé et al.,
2020). Ainsi, des modifications métaboliques sont nécessaires, soit pour adapter les apports soit
pour palier la déficience, et se mettent en place, coordonnées par des hormones directement ou
indirectement liées a la consommation de certains nutriments. Dans le cas d’une baisse des
protéines ingérées, les signaux comprennent de faibles concentrations plasmatiques d’Insulin-like
Growth Factor 1 (IGF-1), de leptine et d'insuline, des concentrations plasmatiques élevées de
ghréline et de Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21), des niveaux élevés de neuropeptide Y (NPY) et
d'hormone de libération de la corticotrophine (CRH) et un faible niveau de pro-opiomélanocortine
(POMC) dans I'hypothalamus, ainsi qu'une sensibilité accrue aux aliments riches en protéines par
une activité de récompense liée aux opioides et a la dopamine.

Du fait des récents résultats sur I'importance de 'action de FGF21 dans les mécanismes de
réponses a la déficience en protéines, nous avons choisi de nous y intéresser tout particulierement.
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FGF21 est une hormone appartenant a la famille des facteurs de croissance des fibroblastes. Chez
I'Homme comme chez le rongeur, elle s’exprime dans de nombreux tissus (Figure 6) (Hill et al.,
2019; Staiger et al., 2017), mais est principalement exprimer dans le foie (Chaumontet et al.,
2019; Hill et al., 2018; Laeger et al., 2014). 1l est aujourd’hui largement admis que FGF21 est
nécessaire a la mise en place des réponses comportementales et métaboliques a la restriction
protéique (Chaumontet et al., 2019; Gosby et al., 2016; Hill et al., 2019, 2018, 2017; Laeger et
al., 2014). Les régimes a faible teneur en protéines induisent, alors que les régimes a haute teneur
en protéines réduisent, la production hépatique et les concentrations plasmatiques de FGF21. Il a
été montré qu’une diminution méme modérée des protéines dans le régime multiplie par six les
niveaux plasmatiques de FGF21 (Gosby et al., 2016).

L’effet des protéines sur FGF21 passe par la voie GCN2, qui est un acteur central de la signalisation
de la restriction protéique et de la disponibilité des acides aminés. En effet, FGF21 est sous le
contréle de GCN2, lui-méme lié a la quantité d’acides aminés libres (Laeger et al., 2014). Ainsi la
sécrétion de FGF21 est directement liée a la concentration en acides aminés, et il a été montré
que la restriction en un seul acide aminé était capable d’engendrer la sécrétion de FGF21.
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Figure 6. Comparaison des principaux sites d'expression anatomique du FGF21 chez la souris et 'Homme.
Les sites d'expression les plus importants sont mis en évidence par I'utilisation de caractéres gras. L'intensité
de I'expression est indiquée par la taille de la police/de I'image. (Staiger et al., 2017)

FGF21 est impliquée dans le contrble de différents processus métaboliques tels que 'oxydation
des lipides (inhibition de la lipogenése), la cétogenése, la gluconéogenése, I'absorption du glucose
et la thermogenése. Ces actions interviennent dans de nombreux organes et tissus tels que le
muscle squelettique, le tissu adipeux, le pancréas, le systéme nerveux central et les os (Gimeno
and Moller, 2014). En réponse a la restriction protéique, les mécanismes d’adaptation de la
dépense énergétique et du comportement alimentaire, décrits précédemment, sont mis en place
notamment par I'action de FGF21. En effet, 'augmentation de la prise alimentaire et de la dépense
énergétique (Laeger et al.,, 2014) ne s’observe pas chez les souris KO-FGF21 en restriction
protéique, ce qui indique I'importance de FGF21 dans les adaptations a la déficience en protéines.
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En plus de la restriction protéique, il existe d’autres facteurs pouvant induire une sécrétion de
FGF21. Il a notamment été montré que l'apport en glucides avait lui aussi un lien avec FGF21
(BonDurant and Potthoff, 2018; von Holstein-Rathlou et al., 2016). Actuellement, il n’y a pas encore
de consensus sur I'interaction entre les niveaux d’apport protéique et glucidique pour contréler la
réponse de FGF21 car, dans la plupart des études, les restrictions protéiques ont été faites au
détriment des glucides afin de maintenir la teneur en graisses. Une seule étude a chercher a faire
varier les niveaux de protéines et de glucides dans les régimes de fagon non symétrique pour tenter
de répondre a cette question (Solon-Biet et al., 2016). Les auteurs ont conclu que le niveau de
protéines alimentaires était de loin le facteur principal affectant FGF21, mais ils ont également
remarqué que les réponses les plus importantes se produisaient avec les régimes a la fois pauvres
en protéines et riches en glucides, et donc que les glucides affectaient également, mais dans une
moindre mesure, les taux plasmatiques de FGF21.

1.2.4. L'effet levier des protéines

1.2.4.A. L’hypothése

L'nypothése de I'effet levier des protéines (ou « protein leverage hypothesis ») proposée par
Simpson et Runbenheimer (Simpson and Raubenheimer, 2005), et récemment mise a jour
(Raubenheimer and Simpson, 2019), propose que le contrdle trés précis de I'apport protéique a le
potentiel d'induire des changements dans l'apport énergétique, et plus précisément une tendance
a consommer davantage, pouvant engendrer une augmentation significative du gain de poids et
de masse grasse, en réponse a des variations relativement faibles en protéines dans I'alimentation
(Du et al., 2000; Sgrensen et al., 2008).

Les protéines ne représentent qu’une faible partie de I'apport énergétique totale, par rapport aux
glucides et aux lipides. Cependant, I'apport protéique est essentiel et ne peut pas étre compensé,
contrairement aux glucides et aux lipides, par une augmentation de l'apport des autres
macronutriments. Selon Simpson et Raubenheimer, ¢’est pour cela que de petites diminutions de
I’apport protéique sont capables d’engendrer des modifications importantes de la prise alimentaire
et de perturber I’équilibre énergétique. La Figure 7 illustre ce modéle. Si le niveau de consommation
protéique diminue de 14 a 12,5%, avec un effet levier complet pour maintenir le méme niveau de
protéine, il est alors nécessaire d’augmenter la consommation énergétique totale de 14%.

Ce mécanisme permet de préserver I'apport protéique avec des régimes de teneur protéique
Iégérement plus faible que le besoin. Cette augmentation de I'apport énergétique dans le but de
préserver I'apport protéique engendre des perturbations du métabolisme énergétique. Si aucun
mécanisme de compensation n’est mis en place (augmentation de la dépense énergétique par
exemple par I'activité physique), il y a alors obligatoirement une augmentation du poids et a long
terme une augmentation du risque de surpoids et d’obésité.
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. Niveau d’ingestion protéino-énergétique optimal
@ Préservation du niveau d’ingestion protéique optimal (Effet levier complet)

@) Préservation du niveau d’ingestion énergétique optimal (Effet levier nul)
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Figure 7. Représentation du concept de "Protein Leverage" dérivé du modéle de Simpson et Raubenheimer.
La figure représente le niveau d’ingestion des protéines vs. le niveau d’ingestion des glucides-lipides selon
la teneur en protéines du régime, soit dans cet exemple 14% vs. 12,5% (nb : les échelles ne sont pas
respectées pour plus de visibilité du mécanisme). (Gehring et al., 2020)

Si on considére comme optimal chez ’THomme un niveau d’apport protéique de 14% dans I’alimentation, les
niveaux d’ingestion protéique, glucidiques et lipidiques qui s’établissent sur ce régime sont optimaux (point
noir). Si le niveau d’ingestion protéique est défendu aux dépens du niveau d’ingestion des glucides-lipides,
la baisse de la teneur en protéines de I'alimentation a 12,5% va obliger & consommer davantage de glucides-
lipides (~+14%) pour maintenir le niveau d’apport protéique optimal (évolution du point noir vers le point
gris). Si, au contraire, c’est la régulation énergétique qui prédomine, la prise de glucides-lipides et de
protéines va glisser le long de la pente iso-€nergétique, la prise alimentaire totale va rester constante et le
niveau d’ingestion protéique va baisser en proportion de la baisse de la teneur en protéines dans
I’alimentation (évolution du point noir au point blanc).

1.2.4.B. Protéine et obésité

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'obésité est considérée comme une maladie
depuis 1997. Elle est décrite comme une accumulation anormale ou excessive de graisse
corporelle conduisant a un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30 kg/m2. A I'échelle
mondiale, I'OMS rapporte que la prévalence d’obésité a quasiment triplé depuis 1975. En 2016,
1,9 milliards d’adultes étaient en surpoids (39%) et 650 millions étaient obéses (13%). La méme
année, 38 millions d’enfants de moins de 5 ans étaient considérés en surpoids ou obéses. Les
mécanismes qui conduisent a I'obésité sont complexes. De facon simplifiée, la prise de poids
conduisant a I'obésité provient d’'un déséquilibre du bilan énergétique du fait d’'un apport
énergétique trop important (consommation calorique excessive), et/ou d’'une dépense énergétique
trop faible (sédentarité). Au niveau mondial, il y a en effet une augmentation de la consommation
d’aliments trés caloriques riches en lipides d’une part, et d’autres part une augmentation du
manque d’activité physique en raison de I'urbanisation, de I’'évolution des modes de travail et de
transport. L'obésité a des impacts délétéres sur la santé et la mortalité. Un IMC élevé est un facteur
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de risque de nhombreuses maladies : maladie cardiovasculaire (cardiopathies et AVC), diabéte de
type 2, troubles musculosquelettiques (arthrose) et certains cancers (endomeétre, sein, ovaires,
prostate, foie, vésicule biliaire, rein et colon). On parle alors de dysfonction métabolique ou
syndrome métabolique.

Les glucides et les lipides ont largement été mis en cause dans I'augmentation de la prévalence
de I'obésité, notamment du fait que la consommation, que ce soit en termes de quantité ou de
gualité, de ces deux macronutriments a été trés impactée par les transitions alimentaires de la fin
du XXe siécle. L’augmentation de la consommation des aliments ultra-transformés a forte densité
énergétique riches en sucres et lipides a eu lieu en méme temps que l'augmentation de la
prévalence de surpoids et d’obésité.

Méme si le fait que les taux circulants d’acides aminés impactent la prise alimentaire était déja
montré, il faut attendre la toute fin du XXe siécle pour que le lien entre protéines et prise alimentaire
commence a étre étudié. En 1981, Emmans fut I'un des premiers a proposer que plutdét que de
manger pour obtenir de I'énergie, les individus mangent pour optimiser I'apport du nutriment
limitant, ¢’est-a-dire les protéines (Emmans, 1981). Quelques années plus tard, Webster défendait
alors I'idée que les mécanismes contrblant I'apport en protéines pourraient devenir prédominants
sur ceux contrélant I'apport énergétique (Webster, 1993). Simpson et Raubenheimer, selon leur
hypothése de I'effet levier (Simpson and Raubenheimer, 2005), ont montré qu’il y a une corrélation
entre la diminution de la consommation de protéines entre 1970 et 2000 et la prévalence
d’obésité chez des adultes dans 13 pays développés (Figure 8).
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Figure 8. Evolution du pourcentage d'énergie sous forme de macronutriments par rapport a la prévalence
d’obésité chez les adultes au début des années 1990.

Les représentations comprennent les régimes alimentaires de 13 pays développés sur la période 1970-
2000. Les données alimentaires proviennent de la base de données FAOSTAT et représentent I'apport en
nutriments plutét que la consommation. 1 Australie; 2 Canada; 3 Danemark; 4 Finlande; 5 France; 6
Allemagne; 7 Italie; 8 Pays-Bas; 9 Nouvelle-Zélande; 10 Espagne; 11 Suéde; 12 Royaume-Uni; 13 Etats-Unis.
(Simpson and Raubenheimer, 2005)
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1.2.4.C. Controverse autour de I’hypothése

Il N’y a pas aujourd’hui de preuve formelle de I'hypothése de I'effet levier, car aucune étude n’a
montré directement le lien entre augmentation de la prévalence de I'obésité et diminution de la
consommation protéique. Cependant, certaines études récentes présentent des résultats en
accord avec cette hypothése (Lieberman et al., 2020; Simpson and Raubenheimer, 2020). Chez
I’Homme, certains résultats suggéerent un effet levier des protéines (Gosby et al., 2011; Hall, 2019;
Raubenheimer and Simpson, 2019; Saner et al., 2020; Simpson et al., 2003; Sgrensen et al.,
2008), mais l'augmentation observée de I'apport énergétique est plus faible que prévu (Martens et
al., 2014, 2013) car limitée par les mécanismes qui régulent l'apport énergétique.

En effet, certaines études ont montré que la surconsommation énergétique développée dans le
cadre de I'effet levier pouvait étre compensée par une augmentation de la dépense énergétique,
ce qui réduit I'accumulation de graisse. Ces résultats ont été montré chez le rat (Chaumontet et al.,
2019; Du et al., 2000; White et al., 1994), chez la souris (Blais et al., 2018) et chez I'Homme
(Vinales et al., 2019). Cependant, I'augmentation de la dépense énergétique avec des régimes
hypo-protéinés n’est pas encore totalement établie, comme montré précédemment. Certaines
hypothéses suggerent que cette réponse pourrait étre mise en place aprés I'augmentation de la
consommation protéique ou a I'inverse pourrait étre le précurseur de cette augmentation. En effet,
la dépense énergétique plus élevée induite par les régimes faibles en protéines peut étre observée
en I'absence d'hyperphagie (Hill et al., 2018, 2017; Rothwell and Stock, 1987). Les mécanismes a
I'origine de I'augmentation de la dépense énergétique sont eux aussi incertains et pourraient étre
une augmentation de la thermogenése induite par le régime, de I'activité thermogénique dans le
tissu adipeux et les muscles, et/ou de l'activité spontanée (Aparecida de Franca et al., 2014, 2009;
Blais et al., 2018; Chartoumpekis et al., 2011; Fisher et al., 2012; Pezeshki et al., 2016).

Comme cela a été montré en 2019 dans une étude sur la prévalence de I’obésité aux USA depuis
1970, I'effet levier des protéines seul ne peut expliguer au maximum que 2/3 du gain de poids
(Hall, 2019). Ainsi, d'autres paramétres de I'alimentation sont impliqués dans 'augmentation de
I'obésité et notamment la teneur en sucres et en matiéres grasses, la palatabilité, la densité
énergétique, la teneur en vitamines et minéraux ainsi que le rapport n-6/n-3 dans les graisses.
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1.3. Modeles de choix alimentaires dans I’étude de la consommation
protéique

Les modéles de choix alimentaire reposent sur le principe de laisser les animaux consommer les
nutriments séparément et donc de constituer librement leur régime alimentaire. Ces modéles ont
été trés utilisés au début du XXe siécle pour étudier les besoins en macronutriments, vitamines et
minéraux chez les animaux d'élevage puis chez les animaux de laboratoire (Collier et al., 1969;
Kanarek, 1985; Richter et al., 1938; Shor-Posner et al., 1991). Ces études ont conduit au concept
que I'apport en protéines est contrdlé de maniére plus précise que 'apport en glucides et en lipides
(Rozin, 1968).

Pour une revue compléte des modéles de choix alimentaire voir la revue publiée en 2020 dans le
cadre de cette thése (Even et al., 2021).

1.3.1. Les modeéles de choix : capacité a sélectionner et contrbler l'apport
protéique

Les animaux apprennent a associer a 'aspect, au golt et a 'odeur d’un aliment les effets qu’il
génére dans |'organisme selon sa composition nutritionnelle (Anderson, 1979; Booth, 1974). Dans
I'idée que I'organisme a besoin de s’adapter constamment, cet apprentissage se fait souvent trés
rapidement, afin que suite a un changement de la qualité du ou des aliment(s) disponible(s), les
consommations soient rapidement modifiées pour étre en adéquation avec les besoins (Deutsch
et al., 1989; Steinruck, 1994; Yo et al., 1998). Cette capacité couplée au fait que les protéines
nécessitent un contrdle précis permet aux animaux de détecter en quelques heures seulement un
changement méme faible de la qualité et de la quantité des protéines de leur alimentation (Harper
et al., 1970). Cette rapidité d’action a notamment été mise en évidence chez le rat (Li and
Anderson, 1982).

Reposant sur cette capacité, les modéles de choix, aussi appelé auto-sélection alimentaire ou
« dietary self-selection » (DSS), ont été trés utilisés dans le cas de la consommation des protéines.
lls consistent a laisser les animaux choisir entre plusieurs régimes ayant une composition variable.
Ainsi, il est possible de faire varier la teneur en protéines, et de proposer un choix entre un régime
avec une faible teneur en protéines ou méme sans protéine, et un autre avec une teneur élevée
ou purement protéique. Enfin il est aussi possible de proposer séparément les 3 macronutriments
purs (« macronutrient self-selection » (MSS)) et de permettre aux animaux de sélectionner leurs
apports de facon précise. Toutefois, il faut noter que plus il y a de régimes proposés au choix, plus
I’analyse et I'interprétation deviennent complexes.

L’un des problémes récurrents dans |'utilisation de ces modéles est le fait que les aliments n’ont
pas tous la méme appétence. Ce probléme est d’autant plus important avec les protéines, du fait
qgue la protéine préférentiellement utilisée en laboratoire est la caséine de lait, puisqu’elle est
recommandée dans les régimes standards définis pour les rongeurs de laboratoire (Reeves et al.,
1993). Cependant, cette protéine donnée pure a une faible appétence, et pendant longtemps a
souffert de sa méthode d’isolement par précipitation acide. Ainsi les résultats des premiéres
études étaient fortement impactés par cette faible appétence et ont pu remettre en cause
I’hypothése d’un contrdle précis de la consommation protéique. Ce probléme a été largement
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résolu dans les années 1980, d'une part du fait de I'amélioration des méthodes d’isolement de la
caséine, mais aussi en introduisant dans les protocoles des phases d’adaptation a I'ingestion de
caséine pure. Dans une étude de Booth par exemple, le régime protéiné n’était composé que de
caséinate de calcium a la place de la caséine brute pour améliorer I'appétence et était incorporé
dans des gels d'agar pour masquer les différences gustatives (Booth, 1974). Dans les études
réalisées au cours de cette thése, nous avons utilisé de la protéine totale de lait, mieux équilibrée
gue la caséine et conservant des propriétés gustatives plus satisfaisantes. La protéine totale de
lait @ une composition en acide aminés plus équilibrée que la caséine, et surtout est nettement
plus palatable.

1.3.2. Le choix protéique : un niveau élevé et défendu

En conditions de choix, ol la présentation séparée des macronutriments permet de controler
I'ingestion protéique indépendamment de l'ingestion énergétique, les rats consomment des
niveaux beaucoup plus élevés de protéines que les niveaux considérés comme nécessaires et
suffisant sur la base du bilan azoté. Ce niveau d’ingestion protéique spontanée élevé est aussi
régulé en fonction de la qualité de la protéine, de la situation environnementale et physiologique
(Leibowitz et al., 1991; Makarios-Lahham et al., 2004; Musten et al., 1974; Pol and den Hartog,
1966), ce qui suggere que contrairement aux hypothéses de certains auteurs, il n’est pas le résultat
d’une dérive liée a une non-régulation. En effet, il a été suggéré que la sélection d’un apport élevé
en protéines est un signe d’absence de controle, I'apport protéique étant simplement maintenu
au-dessus des niveaux requis pour assurer I'équilibre azoté et en dessous des niveaux pouvant
engendrer des adaptations métaboliques colteuses et éventuellement délétéres.

1.3.2.A. Effet de la dilution des protéines

Le niveau de consommation spontanée est une valeur contrdlée par I'organisme. Ainsi méme
lorsque des modifications de concentration de la source protéique surviennent, des ajustements
de la prise alimentaire permettent de préserver le ratio protéines/énergie (PE) précédemment
établi. La principale modification étudiée a été la dilution des protéines par des éléments non
nutritifs comme I'eau, I'agar-agar ou encore la cellulose (Booth, 1974; Musten et al., 1974; Rozin,
1968). L'étude de Rozin a été I'une des pionniéres dans les démonstrations de la défense du ratio
PE. Les rats de I'étude ont été soumis a des choix ou les macronutriments étaient dilués avec de
I’eau. Les consommations alimentaires ont alors augmenté en adéquation avec la dilution des
protéines pour maintenir le ratio PE. Cette défense du niveau protéique a eu lieu de facon précise,
alors que dans la méme étude, les auteurs ont observé que la dilution des glucides n’a pas été
compensée, montrant que I'apport protéique est contrdlé de fagon plus précise que I'apport
glucidique (Rozin, 1968). Il s’agit de I'une des premiéres démonstrations du fait que l'apport en
protéines est controlé de maniére plus précise que l'apport en glucides, et selon Rozin, « there is a
real minimum protein requirement, while there is, under normal circumstances, no real necessity
to consume carbohydrates (il existe un réel besoin minimum en protéines, alors qu'il n'y a, dans
des circonstances normales, aucune nécessité réelle de consommer des glucides) ». Les résultats
de la dilution des lipides étaient quant a eux extrémement variables et difficilement exploitable, du
fait que tous les rats sauf un, mangeaient trés peu de lipides, de sorte que de petites variations
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absolues de la quantité consommée engendraient d'énormes changements dans les mesures
d’apport.

Comme nous avons pu le voir dans la partie précédente sur les effets des variations du niveaux
protéiques sur la prise alimentaire, les effets de la diminution ou dilution des protéines sont
beaucoup plus forts que ceux de I'augmentation ou la concentration des protéines. En 1974, une
études de Booth a montré que les rats ont plus défendu le niveau d'apport en protéines choisi
contre une diminution de la concentration en protéines alimentaires que contre une augmentation
de la concentration (Booth, 1974). Des rats adultes ont été préalablement soumis a un choix entre
un régime protéique (10% de protéines par énergie) et un régime sans protéine puis soumis au
méme choix soit avec un régime faible en protéines (5%) soit avec un régime riche en protéines
(20%). En quelques jours (2-6 jours), la consommation des régimes protéiques a été modifiée,
diminuée avec le régime a 20% et augmentée avec le régime a 5%, de sorte que l'apport en
protéines soit égal a la méme quantité qu’avec le régime a 10%. Cependant, entre 6 et 12 jours,
une majorité des rats soumis au choix avec le régime a 20% de protéines avaient recommencé a
consommer le régime protéique en quantité égale a leur choix initiale avec le régime a 10%. lls ont
ainsi augmenté leur niveau de consommation de protéines.

Enfin, des études plus récentes ont montré qu’une adaptation compléte ne se produit pas
forcément (Kratz and Levitsky, 1979a; Romsos and Ferguson, 1982). Les résultats montrent que
dans le cas d’une dilution des protéines, le ratio PE s’établi a une valeur plus faible que celui
précédemment observé sans dilution. Cependant, il reste largement assez élevé pour ne pas
affecter la croissance. Ces différentes études montrent que l'apport en protéines est finement
ajusté en fonction de la capacité des protéines alimentaires a soutenir la croissance. Dans I'étude
de Kratz et Levisky, les rats sélectionnaient initialement un ratio PE trés élevé (37%), et aprés
dilution de la protéine, il n'était plus que de 25%. Bien que le ratio PE n’était pas complétement
corrigé, ils maintenaient toujours un ratio élevé et la croissance était ainsi préservée (Kratz and
Levitsky, 1979a). Romsos et Ferguson ont montré que les souris ob/ob maigres et obéses
sélectionnaient un ratio PE de 20% puis de 10% aprés dilution avec de la cellulose (Romsos and
Ferguson, 1982). Les souris n'ont donc pas ajusté leur apport en protéines, mais l'apport
énergétique et la prise de poids ont été préservés, et 10% semble toujours suffisant pour assurer
I’équilibre azoté (Chaumontet et al., 2019). Il est notable que les souris sélectionnent en général
des ratios PE plus faibles que les rats (Smith et al., 2000), probablement en raison de leur taux
métabolique spécifique élevé, qui entraine l'ingestion de plus grandes quantités de nourriture par
rapport a leur poids corporel.

Ces résultats indiquent que lorsque la densité de la source de protéines est diluée, il y a une rapide
augmentation de la quantité ingérée pour éviter de réduire l'apport protéique et préserver la
croissance. La compensation est cependant rarement compléte, mais elle se fait toujours de sorte
a assurer une croissance normale. Cela laisse penser que le ratio PE sélectionné est alors
globalement beaucoup plus élevé que celui requis pour une croissance optimale, et nous pouvons
alors nous questionner sur la nécessité d’un apport protéique aussi élevé.

1.3.2.B. Effet de la qualité des protéines

Dans cette méme idée, I'utilisation de protéines d’origine végétale, déficientes en certains acides
aminés, engendre aussi des modifications de ratio PE. En conditions de libre choix, les rats
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choisissent, en moyenne, un ratio PE de 25-30% avec des protéines de bonne qualité et de 45-
50% avec des protéines de moins bonne qualité. En effet, I’étude de Musten et al. a montré que le
ratio PE passait d’en moyenne 30% avec de la caséine a environ 40% avec de la protéine de gluten
de blé (Musten et al., 1974). D’autres études ont aussi mis en avant le fait que les animaux ont
tendance a augmenter le ratio PE avec les protéines d’origine végétale pour maintenir un niveau
d’apport en acides aminés proche de celui d’'une protéine mieux équilibrée d’origine animale
(Cieslak and Benevenga, 1984; Henry and Rerat, 1963; Hrupka et al., 1999; Kishi et al., 1982; Pol
and den Hartog, 1966; Tanphaichitr et al., 1976).

1.3.3. Les facteurs de variation du choix protéique

Ces consommations élevées de protéines sous condition de libre choix semblent aussi varier selon
différents paramétres extérieurs aux protéines.

1.3.3.A. Effets de I'état physiologique

Le besoin en protéines n’est pas le méme selon I'état physiologique de l'individu. Assez
logiquement le choix protéique varie alors lui aussi selon les mémes parameétres.

1.3.3.A.a. Gestation et la lactation

Il a été montré que les rats augmentaient leur consommation spontanée de protéines au cours de
la gestation et la lactation (Cohen and Woodside, 1989; A. Leshner et al., 1971; Richter et al.,
1938). De plus, en conditions de choix, les rats ayant la possibilité de consommer des protéines
indépendamment de I’énergie, il a été rapporté dans I’étude de Leshner et al. que 'augmentation
du ratio PE chez les rat pendant la lactation permettait de réduire I'augmentation d’énergie ingéré
observée chez les rats nourri avec un régime unique ne contenant que 15% de protéines, ce qui
suggérait que I'hyperphagie était liée a la recherche de protéines (A. Leshner et al., 1971). En
1989, I'étude de Cohen and Woodside a permis de renforcer ce résultat. En effet, ils ont mis en
évidence que durant la lactation les rats qui n’étaient pas en conditions de choix augmentaient
leur consommation énergétique dans le but d’obtenir une consommation protéique identique a
celle des rats en lactation. Ainsi, les conditions de choix permettent d’ajuster la consommation
protéigue en accord avec la hausse du besoin di a la lactation sans impacter I’'apport énergétique.

1.3.3.Ab. Age

L’age a aussi un impact sur le besoin en protéines, la préférence pour les protéines tends alors a

augmenter et étre préservée a I'age adulte (Jean et al., 2002; Leibowitz et al., 1991; McArthur and

Blundell, 1982). Une étude de Ashley a montré que le ratio PE avait tendance a augmenter aprés

le sevrage (Ashley and Anderson, 1975). Il semble que la régulation de la consommation protéique

est faible chez le jeune rat et n'apparait vraiment qu’au sevrage. En effet, la régulation

n’'apparaitrait pas avant quatre semaines (Blake and Henning, 1986), et la méme étude indique
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gue puisque la régulation repose sur la capacité d’apprentissage, elle est améliorée avec le temps.
Chez le rat agé ensuite, on constate que la consommation spontanée diminue en paralléle de la
perte de masse maigre (Jean et al., 2002; Leibowitz et al., 1991). Cette effet peut notamment étre
le résultat de la dégradation des mécanismes de régulation de la prise alimentaire qui se développe
au cours du vieillissement (Boghossian et al., 2000; Boghossian and Alliot, 2000).

1.3.3.A.c. Activité physique

Les modéles couplant conditions de choix et exercice physique n’aboutissent pas a des résultats
clairs. En effet, les acides aminés sont trés peu utilisés comme substrats énergétiques au cours de
I’effort musculaire. Ainsi, les rats soumis a une activité physique, tendent a augmenter leur prise
alimentaire vers I'ingestion de glucides et de lipides (Brooks and Mercier, 1994). Cependant dans
certains études, les résultats ont permis de confirmer une augmentation de la consommation de
protéines lors de I'activité physique (Andik et al., 1954; Even et al., 1998; Larue-Achagiotis et al.,
1994, Parizkova and Stankova, 1964). L’hypothése de cet effet est le fait que le besoin protéique
peut étre modifié par les réponses métaboliques suite a I'exercice plutot qu’a I'exercice lui-méme
(Hood and Terjung, 1990; Tagliaferro et al., 1990; Weltman et al., 1985).

1.3.3.A.d. Surpoids et obésité

Au regard du fait que dans des modéles d’obésité, les animaux ont tendance a avoir une
consommation énergétique plus forte, des auteurs ont supposé que cela reflétait une volonté de
rechercher plus de protéines (Bray et al., 1973; Pullar and Webster, 1974; Radcliffe and Webster,
1978, 1976) car les rats obéses auraient une capacité réduite a utiliser les acides aminés dans la
synthése protéique et donc qu’ils auraient un besoin en protéines plus élevé. Il semblerait donc
que le ratio PE choisi par les animaux obéses devrait étre plus élevé que les animaux sains.

Des études ont remis en question cette hypothése et ont montré que les souris obéses en choix
continuaient a avoir un apport énergétique élevé (Chee et al., 1981; Mayer et al., 1951). |l semble
alors que I'’hyperphagie montré chez les rongeurs obéses n’'a pas pour but d’atteindre un certain
niveau protéique mais que c’est bien I'apport énergétique qui est dérégulé. Ce résultat a aussi été
confirmé avec des modeéles d’obésité chez le rat. Dans I’étude d’Anderson et al., utilisant deux
modéles d’obésité (soit rat Zucker, soit lésion de I'hypothalamus), I'hyperphagie est aussi
maintenue en conditions de choix (Harvey Anderson et al., 1979). Les rats de cette étude ont établi
un ratio PE plus faible que les rats non-obéses. Cependant, la consommation énergétique totale
étant plus élevée chez les rats obeéses, ils ingéraient une quantité de protéines équivalente en
absolue a celle des rats non obéses. L’étude de Castongay et al. quelgues années aprés a confirmé
ces résultats en utilisant aussi des rats Zucker (Castonguay et al., 1982).

Enfin, nous pouvons noter que I'étude de Chee et al. a aussi rapporté que chez les souris obéses
et chez les souris saines la rétention d’azote étaient similaires (Chee et al., 1981), ce qui remet en
question 'idée que I'hyperphagie observée dans les modéles d’obésité chez les rongeurs est liée
a une capacité réduite des rongeurs a synthétiser des protéines.
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1.3.3.B. Effets de I’environnement

Les derniers paramétres influencant le choix protéique concernent I'environnement: la
température ou le moment de la journée.

1.3.3.B.a. Température

La diminution de la température ambiante a tendance a modifier le choix alimentaire vers la
consommation des glucides et des lipides, car ce sont eux qui sont oxydés préférentiellement pour
maintenir la température corporelle (Donhoffer and Vonotzky, 1947; A. |. Leshner et al., 1971;
Musten et al., 1974). En effet, le froid induit une augmentation de la dépense énergétique, en lien
avec l'augmentation de la thermogénése, nécessitant I'oxydation des glucides et des lipides, mais
pas des protéines (Andik et al., 1963). Les glucides semblent en particulier étre préféré pour la
thermogenése (Donhoffer and Vonotzky, 1947; A. I. Leshner et al., 1971). Les animaux logés en
ambiance froide sélectionnent ainsi des ratios PE inférieurs a ceux observés a des températures
plus élevées.

1.3.3.B.b. Rythme circadien

En plus de pouvoir sélectionner un niveau adéquat de protéines indépendamment de I'apport
énergétique, les modéles d’auto-sélection alimentaire ont aussi 'avantage de permettre de
consommer les macronutriments au moment ou ils sont nécessaires. En effet, dans plusieurs
études, 'analyse de la structure des repas a montré qu'en plus d'un ajustement global de l'apport
alimentaire sur 24 heures, il existait également un ajustement circadien de l'apport en
macronutriments. Ainsi, I'apport en macronutriments ne se produit pas de facon aléatoire tout au
long de |la journée, mais présente des schémas spécifiques mettant en évidence un contrble séparé
a court terme de l'apport en protéines et en énergie.

Deux aspects sont alors a distinguer. D'une part, il y a le fait que les macronutriments ne sont pas
consommeés de la méme maniére durant le jour et la nuit. Méme si aucun schéma clair ne se
distingue, il ressort que les glucides sont préférés en période nocturne et les protéines en période
diurne (Azzout-Marniche et al., 2016; Johnson et al., 1979; Larue-Achagiotis et al., 1992; Makarios-
Lahham et al., 2004; Miller et al., 1994; Rieth and Larue-Achagiotis, 1997; Tempel et al., 1989).
D’autres part, les animaux en choix ont la possibilité de mélanger I'apport protéique et I'apport de
glucides et de lipides au cours d’'un méme repas, ou en faisant des repas uniquement composés
de I'un ou I'autre des macronutriments. Il a alors été montré que les rats séparent plus facilement
I'ingestion de protéines et de glucides que celle de protéines et de lipides (Azzout-Marniche et al.,
2016; Jean et al., 2002; Konkle et al., 2003; Makarios-Lahham et al., 2004; Miller et al., 1994).
Cette stratégie de séparation des apports en protéines et en glucides pourrait avoir comme objectif
d’améliorer la réponse métabolique a I'ingestion d’un repas. En effet, les protéines consommées
avant un repas riche en glucides réduisent la prise alimentaire et induisent une diminution des
concentrations de glucose et d'insuline dans le sang. Ces modifications dans le temps auraient
donc pour objectif d’améliorer le métabolisme en modifiant I'utilisation des nutriments.
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1.3.4. Intérét métabolique du niveau élevé de consommation spontanée de
protéines

Le besoin en protéines est défini comme la quantité requise pour assurer I’homéostasie protéique
et donc d’assurer le renouvellement des protéines corporels. Cependant, comme nous avons pu le
voir dans les parties précédentes la consommation spontanée de protéines tend a étre plus élevée
gue ce besoin. Ce surplus de consommation protéique et principalement I’excés d’acides aminés
est oxydé et contribue au métabolisme énergétique au méme titre que les glucides et les lipides.
Cette contribution semble permettre d’améliorer I’équilibre énergétique. Ainsi, il a été montré que
le choix protéique s’adaptait a la consommation des autres macronutriments. Le ratio PE choisi
aurait alors comme bénéfice de réduire la dépendance de I'organisme vis-a-vis du métabolisme
glucidique par une meilleure régulation de I'insulinémie et la glycémie, ainsi qu’une réduction de
la lipogenése conduisant a un gain de poids et d’adiposité plus faible. Plusieurs auteurs ont alors
suggéré que les rats en en conditions d’auto-sélection alimentaire seraient en meilleur santé que
les rats nourris avec un régime standard (Calet et al., 1961, Piquard et al., 1977; Richter et al.,
1938).

1.3.4.A. Le choix protéique en fonction des autres macronutriments

L’'impact de la variation des autres macronutriments sur la sélection des protéines a trés tot été
mis en évidence dans les expériences de libre choix. En 1938, Richter et al. montrait déja que le
ratio PE était généralement plus faible lorsque I'apport en lipides était élevé (Richter et al., 1938).
Cela a été confirmé par d’autres études notamment celles de Chee et al. et celle de Romsos et al.,
respectivement en 1981 et 1982, qui ont observé que lorsque la teneur en lipides de la partie du
choix sans protéine était augmentée, le ratio PE était diminué chez des souris, passant de 30-35%
a 15-20% (Chee et al., 1981; Romsos et al., 1982). Des études plus récentes, chez le rat en
conditions de choix avec un régime protéique et un régime sans protéine riche en glucides ou riche
en lipides, ont montré que le ratio PE diminuait lorsque les lipides augmentaient et inversement
pour les glucides (Azzout-Marniche et al., 2016; Makarios-Lahham et al., 2004).

Le saccharose semble aussi impacter la consommation protéique. En effet sa forte palatabilité
attire beaucoup plus les animaux que les protéines. En 1979, une étude de Kratz et Levitsky a
montré que quand du saccharose était proposé dans le choix, les rats le consommaient tout de
suite en quantité importante et le ratio PE diminuait de 37 a 28%. Cependant, cet effet est
transitoire puisque le ratio PE est rapidement restauré a sa valeur initiale (Kratz and Levitsky,
1979b). Dans cette méme étude, des rats ont été nourris avec un régime unique contenant aussi
le saccharose, et ont eu une consommation énergétique élevée pour maintenir le niveau d’apport
protéique.

En conditions de choix, les rats ont donc la capacité de contrdler la consommation protéique par
rapport aux apports en glucides et aux lipides, et contrélent alors leurs effets potentiels sur leur
organisme.
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1.3.4.B. Impact du choix protéique sur I'adiposité

En permettant aux animaux de séparer la consommation des protéines et de I'énergie, les régimes
de choix induisent un gain de poids et une adiposité plus faibles que les régimes uniques.

Les études de Larue-Achagiotis et al. en 1992 ont tout d’abord montré que le gain de poids corporel
était plus faible chez les rats en auto-sélection alimentaire (Larue-Achagiotis et al., 1992). Leur
explication reposait sur le fait que I'auto-sélection engendre un ajustement de l'apport en
macronutriments en fonction des besoins au cours du cycle jour-nuit. Ainsi, la réduction de gain de
poids n’était pas attribuée a un ratio PE plus élevé (21% en choix vs. 17% avec régime unique)
mais a I'ordre de consommation des macronutriments. Cependant, 5 ans aprés, ce méme groupe
n'a plus observé de différence de gain de poids mais uniqguement des différences de composition
corporelle, puisque les rats en choix avaient moins de masse grasse (Rieth and Larue-Achagiotis,
1997).

Plus récemment, il a été rapporté en 2004 et 2016 que les rats en choix avaient un apport
énergétique et un gain de poids corporel inférieurs a ceux de rats témoins (Azzout-Marniche et al.,
2016; Makarios-Lahham et al., 2004). Ces résultats se retrouvaient que la teneur en lipides du
régime sans protéine soit faible ou élevée. La diminution du poids était notamment due a une
masse grasse plus faible. Ce résultat avait déja été montré dans des études plus anciennes qui
montraient que c’était la graisse viscérale qui était réduite. Il s’agit alors d’'une conséquence
positive des conditions de choix alimentaire puisque la graisse viscérale est celle qui induit le plus
de maladies métaboliques (DiGirolamo et al., 1998; Flatt et al., 1985).

1.3.4.C. Impact du choix protéique sur le métabolisme glucidique

Comme nous avons pu le voir dans les parties précédentes, le ratio PE sélectionné dans les
différentes études était généralement élevé et présentait une certaine variabilité selon les
conditions expérimentales (régimes, état physiologique, environnement). Dans la plupart des
études, Il est apparu que I'évolution du ratio PE en fonction de la teneur en glucides du régime
sans protéine permettait de maintenir un ratio protéines/glucides (PG) relativement stable.
Certains auteurs ont donc émis I’hypothése que la modulation du ratio PE selon les régimes aurait
pour but de maintenir un ratio PG « optimal » qui serait régulé afin d’optimiser le métabolisme
énergétique. Cette hypothése refléte le lien entre la consommation protéique et glucidique.

Le ratio PG semble en effet étre un paramétre plus stable que le ratio PE. Comme nous avons déja
pu le voir le ratio PE varie selon que le régime sans protéine proposé est riche en lipides ou en
glucides. Le ratio PG est quant a lui constant dans ces deux conditions. Par exemple dans I'étude
de Miller et al., les rats en choix avaient un PE ratio plus faible avec un régime riche en lipides par
rapport a ceux avec un régime riche en glucides. Cependant, ils ont maintenu un ratio PG de 77%
(Miller et al., 1994). On retrouve ce type de résultat dans d’autres études (Azzout-Marniche et al.,
2016; Makarios-Lahham et al., 2004) avec des ratios PE de 26% (régimes avec 50% de glucides
et 50% de lipides) ou 40% (88% de glucides et seulement 12% de lipides), conduisant a un ratio
PG similaure d’environ 70%.

En 1984, Theall et al. ont étudié spécifiquement la régulation du ratio PG chez des rats en
conditions de choix (Theall et al., 1984). Les auteurs ont montré que les rats en choix, ayant accés
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a des régimes isocaloriques avec des ratios PG trés variables (7-360%), ajustaient leur niveau de
consommation protéique de fagon a maintenir un ratio PG ingéré dans un intervalle beaucoup plus
étroit (30-40%) que celui autorisé par les régimes. D’aprés certains auteurs, la régulation du ratio
PG permettrait de maintenir constants les taux de sérotonine dans le cerveau (Fernstrom and
Wurtman, 1997). Il a donc été conclu que le ratio PG est régulé afin de limiter les changements
dans les taux de sérotonine dans le cerveau (Theall et al., 1984). En effet, I'apport glucidique tend
a augmenter les niveaux de sérotonine cérébrale en modifiant le profil des acides aminés
plasmatiques, tandis que les protéines bloguent cette augmentation (Wurtman and Fernstrom,
1975). Ce mécanisme est détaillé ci-dessus dans la Figure 6. Cependant, cette hypothése n’a
jamais pu étre totalement validée puisqu’aucune corrélation significative entre les ratios PG et la
sérotonine cérébrale ou l'acide 5-hydroxyindoleacétique, métabolite urinaire de la sérotonine, n’a
pu étre montrée (Ashley et al., 1979; Peters and Harper, 1987; Thibault et al., 1999).

Ainsi, I'ajustement du ratio PE en fonction de la quantité de glucides dans le régime aurait pour but
de maintenir un ratio PG stable et élevé (50-70%), et pourrait avoir pour objectif de réduire I'impact
négatif d’'une consommation de glucides excessive sur la sécrétion d’insuline et la régulation de la
glycémie. Par exemple, dans I'étude de Larue-Achagiotis et al., les rats en conditions de choix
présentaient des taux plasmatiques d'insuline plus faibles que ceux nourris avec un régime
standard (Larue-Achagiotis et al., 1992). Devkota et Layman ont également montré que les rats
nourris avec un régime dont le ratio PG était trés élevé présentaient une réponse insulinique
améliorée et réduite (Devkota and Layman, 2011). Ainsi lorsque la teneur en glucide du régime est
€levée et pourrait perturber la régulation de la glycémie, les animaux en conditions de libre choix
augmentent leur consommation de protéines (Blouet et al., 2006; Farnsworth et al., 2003; Gannon
and Nuttall, 2006).
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Chapitre 2 : Travaux personnels
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2.1. Justifications des travaux de these

Les questions autour des niveaux de consommation protéique sont aujourd’hui nombreuses et font
I’'objet de beaucoup d’études. Le contrdle de I'ingestion des protéines est un élément majeur dans
les mécanismes de survie des espeéces, y compris de I'espéce humaine. C'est une question
particulierement importante dans le contexte des transitions nutritionnelles, visant notamment a
réduire la consommation de protéines, et des questions relatives a la couverture des besoins
nutritionnels. Les conséquences possibles des changements d’alimentation sur le comportement
alimentaire et la composition corporelle nécessitent d’'étre étudiées.

Cette thése avait pour objectif de mieux comprendre les mécanismes de contrdle de I'ingestion des
protéines, et leurs relations avec le contrdle de l'ingestion énergétique. Ces travaux portant sur
I'influence de la teneur en protéines des régimes sur la prise alimentaire et les choix alimentaires
avaient pour objectif de mettre en évidence le rbéle d’un contrdle du métabolisme protéique, mais
aussi des voies du métabolisme énergétique dans ces processus. Les conséquences possibles des
variations de la teneur en protéines des régimes sur la régulation de la prise alimentaire, de la
dépense énergétique et de la composition corporelle ont aussi été explorées.

Deux axes sont a distinguer dans ce projet :

1) L'utilisation de différents modéles d’auto-sélection alimentaire dans le but de déterminer s’il
existe un niveau d’apport protéique « cible » auquel les individus tendent a s’adapter, et s’il varie
en fonction de la qualité et de la quantité des macronutriments énergétiques proposés. Cela
permettra en outre de vérifier si le controle de I'ingéré spontané protéique s’ajuste pour assurer le
besoin protéique et en acides aminés et/ou permet d’assurer le besoin énergétique en limitant la
prise de masse grasse et les dysfonctions liées a la dépendance de I'organisme vis-a-vis du
glucose.

2) L'utilisation de régimes a teneur variables en protéines (3 a 50%), et variant selon la teneur
en glucides et en lipides, dans le but d’évaluer leurs effets sur la prise alimentaire, la dépense
énergétique et la composition corporelle. Cela permettra d’une part de savoir si I'augmentation de
la prise alimentaire induite par les régimes faibles en protéines débute dés que I'apport est
inférieur a ce niveau « cible » ou dés qu’il est inférieur au niveau requis pour assurer I'équilibre
azoté. D’autre part, cela permettra, dans le cadre de I’hypothése de I'effet levier des protéines, de
guantifier le niveau d’hyperphagie pouvant étre induit par un apport protéique insuffisant, et dans
guelle mesure cette hyperphagie se traduit par un effet sur I’'adiposité ou est compensée en tout
ou partie par une augmentation simultanée de la dépense énergétique.

Le projet de recherche était basé sur des études métaboliques et comportementales chez le rat.
L’utilisation de modéles animaux est imposée dans ce contexte par les questions éthiques qui
pourraient se poser chez ’'Homme soumis a des régimes mal équilibrés en protéines pour des
durées d’expérimentation relativement longues, mais requises pour estimer les conséquences de
ces régimes a moyen-terme. Le rat s'imposait dans ce projet compte tenu de son métabolisme
énergétique plus proche de I'Homme relativement a la souris.
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2.2. Méthodologie

2.2.1. Informations générales

Afin de répondre a ces objectifs, cing expérimentations animales ont été menées dans le cadre de
cette thése. Les expériences ont été faites conformément a la directive du Conseil des
Communautés européennes du 24 novembre 1986 (86/609 CEE) concernant le soin et |'utilisation
des animaux de laboratoire et ont été approuvées par le Comité d'éthique francais
(APAFIS#16996). Elles ont été réalisées avec 244 rats males de la souche Wistar agés de 7
semaines (soit environ de 215-240g). La taille des groupes était basée sur la variabilité des
parameétres mesurés selon les études précédemment menées dans le laboratoire. Lorsque le
nombre de rats était trop important par rapport aux possibilités de logement de I'animalerie, ils
n’étaient pas livrés en une seule fois, mais par petits groupes de 8-10 rats chaque semaine, et
affectés de maniére aléatoire aux régimes expérimentaux. Cela permettait aussi d’échelonner les
différentes mesures (calorimétrie indirecte, prise de sang, cage métabolique, ...).

A l'arrivée des rats et avant chaque expérience, une phase d’adaptation était mise en place
permettant aux animaux en cages collectives (cing/cage) de s’habituer aux conditions du
laboratoire (température 23+1°C, humidité 60%, période lumineuse de 8h a 20h). lls étaient alors
nourris avec un régime standard pour les rats adultes.

Dans I'ensemble des expériences, les régimes alimentaires étaient présentés sous forme de
boulettes. Elles étaient préparées deux fois par semaine a partir de poudres seches mélangées
avec une quantité d'eau nécessaire pour obtenir une pate homogene, puis faconnées. Les
boulettes ont ensuite été laissées a sécher a température ambiante pendant trois jours avant d'étre
données aux rats. Les poudres utilisées étaient fabriquées par I'unité Sciences de I'Animal et de
I'Aliment de Jouy-en-Josas - Equipe Régimes a Facon (Jouy-en-Josas, France). Les protéines étaient
des protéines totales de lait LR 85F (Armor Protein, Nantes, France), les glucides de lI'amidon de
mais (Roquette, Lestrem, France) et du saccharose (Eurosucre, Paris, France), et les lipides de
I'nuile de soja (Bailly SA, Aulnay-sous-bois, France). Tous les régimes ont été complétés par des
minéraux et des vitamines conformément aux exigences de I'AIN-93 (Reeves et al., 1993). Les
boulettes ainsi que I'eau étaient toujours données ad libitum.

Le poids corporel (g) a été mesuré deux fois par semaine tout au long des expériences, ainsi que
les consommations alimentaires (g/]) par pesée des boulettes. Les consommations étaient ensuite
converties en kJ/j en fonction du contenu énergétique des régimes, et aprés correction de la teneur
en eau. La teneur en eau au moment de la pesée a été calculée sur la base de la courbe
d'évaporation déterminée sur des boulettes témoins.
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2.2.2. Techniques utilisées

2.2.2.A. Dépense énergétique

La dépense énergétique totale est la somme de quatre éléments :

e Le métabolisme de base (60-75% de la dépense énergétique totale) correspondant a la
dépense énergétique minimale assurant le fonctionnement de I'organisme dans des conditions
standardisées (énergie dépensée aprés une nuit de 12-14h a jeun (poste-absorptif) au repos, sans
mouvement, allongé, éveillé et a thermoneutralité). Ces conditions de mesures contraignantes font
que généralement c’'est la dépense énergétique de repos qui est préférée. Elle correspond
uniqguement a I’énergie nécessaire pour faire circuler le sang, la respiration et les fonctions gastro-
intestinale et rénale, et donc a toutes les dépenses énergétiques non-influencées par I'activité
physique et I'alimentation.

e La dépense énergétique d’activité (25-35% de la dépense énergétique totale, variant selon
la nature, la durée et I'intensité de I'exercice) correspondant a I'énergie nécessaire a toutes les
activités de la vie quotidienne, sportives ou non.

o |’effet thermique des aliments ou thermogénése postprandiale (=10% de la dépense
énergétique totale) correspondant a I'énergie nécessaire pour digérer, métaboliser et stocker
I’énergie contenue dans les aliments.

e La thermorégulation correspondant a I’énergie dépensée pour maintenir la température
corporelle. Elle a un colt non négligeable chez les mammiféres, mais n’affecte que trés peu la
dépense énergétique totale de I'Homme, car il est généralement en zone de confort thermique ou
thermoneutralité.

2.2.2.A.a. Technique de mesure : calorimétrie indirecte

La balance énergétique est déterminée selon les lois de thermodynamique. Le premier principe de
thermodynamique propose en effet que I'énergie se conserve et qu'ainsi les événements ne
peuvent étre que des transformations de certaines formes d’énergie en d’autres formes d’énergie.
L’énergie ne peut donc pas étre produite ex nihilo. Ce principe proche de celui promu par Lavoisier
(« Rien ne se perd, rien ne se crée, tout se transforme »), explique que I'énergie est en quantité
invariable dans la nature et que les organismes sont donc incapables d’en produire. L'énergie doit
donc étre puisée dans le milieu extérieur a partir de I'alimentation et est restituée au milieu
extérieur en quantité équivalente : soit sous une forme chimique soit sous une forme thermique.

La calorimétrie est une technique de mesure de la dépense énergétique, qui existe sous forme
« directe » et «indirecte ». La calorimétrie directe mesure la dépense énergétique par mesure
directe de la production de chaleur faite par I'organisme. La méthode de calorimétrie indirecte
mesure |'énergie sous forme chimique et utilise le fait que la dépense énergétique est intimement
liée au métabolisme oxydatif des nutriments (lipides, protéines et glucides). Elle utilise donc la
mesure de la consommation d’oxygéne comme une mesure « indirecte » de la dépense énergétique
(Even and Nadkarni, 2012).
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La dépense énergétique par litre d’oxygéne consommé dépend du substrat utilisé, puisqu’elle est
de 5,01 kcal (20,96 kJ) pour le glucose, 4,66 kcal (19,5 kJ) pour les lipides et 4,34 kcal (18,16 kJ)
pour les protéines. Afin de I’évaluer, il est nécessaire de connaitre la contribution de chacun des
nutriments a I'oxydation totale. La mesure simultanée de I'oxygéne consommé et du dioxyde de
carbone expiré permet de réaliser ce calcul.

L’équation de I'oxydation d’un gramme de glucose :
1 g de glucose + 746 ml d'O2 — 746 mlde CO2 + 0,6 g H20 + 15,7 kJ

L’équation de I'oxydation d’un gramme de palmitate :
1 g de palmitate + 2029 ml d’O2 — 1430 ml de CO2 + 0,45 g H20 + 37,7 kJ

L’équation de I'oxydation d’un gramme de protéine :
1 g de protéine + 966 ml d'02 — 782 mil de CO2 + 0,45 g H20 + 0,50 g d’urée + 16,7 kJ

Le quotient respiratoire (QR), défini comme le ratio entre le CO2 expiré (VCO2) et '02 consommé
(VO2) par I'individu, est respectivement de 1,0 pour le glucose, de 0,8 pour les protéines et de 0,7
pour les lipides, car le ratio entre le nombre d’atomes de carbone et d’oxygéne est plus élevé dans
les protéines et les lipides par rapport aux glucides. Il est donc nécessaire d’apporter plus
d’oxygene pour oxyder les lipides et les protéines. Il existe alors des équations permettant d’évaluer
précisément la dépense énergétique totale en prenant en compte le QR. L’équation de Weir est la
plus utilisée (Weir, 1949) : Dépense énergétique totale = 16,3 VO2+ 4,57 VCO2

Afin de déterminer I'oxydation des macronutriments, les quantités de substrats oxydés et d’énergie
sont obtenues a partir des équations suivantes, comportant trois inconnus :

V02 = 0,746 g Glucides + 2,019 g Lipides + 0,966 g Protéines

VCO2 = 0,746 g Glucides + 1,427 g Lipides + 0,774 g Protéines

L’oxydation des protéines (Pox) ne peut pas étre directement estimée a partir des échanges gazeusx.
Il'y a alors deux solutions : soit il est nécessaire de collecter les urines durant 24h pour mesurer
I'urée excrétée qui est fonction de I'oxydation des protéines tel que : Pox (kJ/d) = urée (g) x 6,25 x
16,75; soit en calculant Pox a partir de I'apport protéique et de I'évolution de la composition
corporelle, supposant que les protéines représentent 25% de la masse maigre, tel que : Pox (kJ/d)
= protéines ingérées (kJ/d) - protéines fixées dans le corps (kJ/d). Dans les expériences menées durant
cette thése, les dosages d’urée ont abouti a des valeurs aberrantes et trés variables, ¢’est donc la
seconde méthode qui a été privilégiée.

Une fois I'oxydation protéique déterminée, il est alors possible de calculer I'oxydation des glucides
(Gox) et des lipides (Lox) grace a des équations dérivées des réactions d’oxydation d’'un gramme
de glucose, de palmitate et de protéine ci-dessus.

Gox = (4,55 xVO2) — (3,21 x VCO2) = 4,57 x VCO2 - 3,23 x VO2 - 2,6 x Azote excrété

Lox = (1,67 x VO2) — (1,67 x VCO2) = 1,69 x VO2 - 1,69 x VCO2 - 2,06 x Azote excrété

Ainsi pour pouvoir estimer la dépense énergétique totale ainsi que I'oxydation des
macronutriments, la collecte des échanges gazeux est réalisée dans des cages de calorimétrie. Il
s’agit de cages hermétiques et ventilées permettant de mesurer la composition de I'air entrant et
sortant de la cage, et de déterminer VO2 consommé et VCO:z expiré. Les cages reposent sur des
capteurs de force produisant un signal électrique proportionnel a lintensité de I'activité
locomotrice du rat, et sont maintenues a une température assurant la thermoneutralité. En

s’affranchissant ainsi de la dépense énergétique liée a la thermorégulation, il est possible de
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déterminer séparément les dépenses liées au métabolisme de repos, a I’activité motrice et a I'effet
thermique des régimes :
Dépense énergétique d’activité = activité motrice x codt de I'activité
Dépense énergétique de repos = dépense énergétique totale — dépense énergétique d’activité

2.2.2.A.b. Technique de mesure : utilisation de la composition corporelle et de
la prise alimentaire

La dépense énergétique totale peut aussi étre déterminée a partir de la composition corporelle et
de la prise alimentaire. Cependant, cette méthode ne permet pas de distinguer les différents
composants de la dépense énergétique. Elle est alors calculée comme étant : Dépense énergétique
(kJ/d) = apport énergétique (kJ/d) - énergie retenue dans le corps (kJ/d).

L'énergie retenue dans le corps est calculée a partir du gain de masse grasse et de masse maigre
(Hall, 2008), en supposant que : Masse grasse = 32,2 kJ/g et Masse maigre = 7,6 kJ/g. Ce calcul est
possible en supposant qu'aucune quantité significative d'énergie autre que I'azote déja pris en
compte dans I'énergie métabolisable des protéines n'est perdue dans l'urine, et que 10-15% de
I'énergie est perdue dans les féces (Elvert et al., 2013; Le Bellego et al., 2001). Cette méthode
surestime donc la dépense énergétique de 10-15%, mais de maniére similaire avec tous les
régimes.

2.2.2.B. Composition corporelle

A la fin des études, les rats ont été mis & mort par anesthésie a l'isoflurane puis par prélévement
de sang dans la veine cave jusqu'a l'arrét cardiaque. Une décapitation a été faite immédiatement
pour assurer la mort. La composition corporelle a été mesurée par dissection et pesée des
principaux tissus et organes qui composent I'animal. La masse grasse a été déterminée tel que la
somme de I’ensemble des morceaux de graisse collectés (viscérale, sous-cutanée, rétropéritonéale
et épididymaire). L'adiposité a été calculée comme la masse grasse totale divisée par le poids
corporel, et la masse maigre comme le poids corporel moins la masse grasse.

La masse métabolique active (MMA) a été calculée telle que : MMA (g) = masse maigre (g) + 0,20 x
masse grasse. Elle a notamment été utilisée pour normaliser l'apport et la dépense énergétique
(Arch et al., 2006). Dans le laboratoire, il a été confirmé la validité de ce mode d'ajustement, en
montrant qu'il effacait les effets de la différence de composition corporelle sur la dépense
énergétique (Chaumontet et al., 2019), et qu'il était également le meilleur moyen de réduire la
variabilité de la dépense énergétique au sein des groupes (Azzout-Marniche et al., 2014; Francois
et al.,, 2017; Nadkarni et al., 2013).

Dans certains cas, la composition corporelle initiale des rats a aussi été estimée par IRM a la
plateforme d'imagerie pour petits animaux de I'Université Paris-Descartes (Paris, France).
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2.2.2.C. Comportement alimentaire

Sous auto-sélection alimentaire, la prise alimentaire de routine mesurée deux fois par semaine
permettait de mesurer les quantités ingérées sur une longue période, et de définir les ratios PE et
PG choisis. En complément, des mesures de séquences alimentaires au cours d'un cycle
d’enregistrement de 24 heures ont été faites. Les rats étaient logés individuellement pendant 48h
(moyennées sur 24h) dans des cages équipées de gamelles reposant sur des capteurs de force.
Les capteurs étaient connectés a une unité d'acquisition de données branchée sur un ordinateur
programmé pour enregistrer des données toutes les 10s. La quantité de nourriture ingérée était
ainsi mesuré en continue et convertie en kJ en fonction du contenu énergétique des régimes.

Deux types de repas ont été définis comme suit :
e Les "repas uniques" au cours desquels les rats ont ingéré un seul des régimes proposeés,

e Les "repas mixtes" au cours desquels les rats ont ingéré I'ensemble des régimes proposés au
cours d’'un méme repas. Un repas est défini comme étant I'ensemble des ingestions séparées
par un intervalle de moins de 10 minutes (Castonguay et al., 1986).

La séquence alimentaire a ensuite été analysée pour rendre compte de l'apport énergétique de
chaque régime, du nombre de repas simples et mixtes, et de la séquence d'ingestion des différents
régimes dans les repas mixtes.

2.2.2.D. Dosages biochimiques

Les prises de sang, environ 500 uL, ont été faites a la queue des rats vigils le matin (début de la
période lumineuse). Le sang a été collecté avec une aiguille préalablement trempée dans de
I’EDTA. Le glucose était directement mesuré sur une goutte de sang avec un analyseur automatique
(Life-Scan, One Touch Vita). Le sang était ensuite centrifugé (5000 g, 15 min 4°C) et placé a -20°C.
Les concentrations plasmatiques en insuline, FGF21 et IGF-1 ont été analysées en utilisant des
dosage immuno-enzymatiques (ELISA) avec des kits commerciaux (ALPCO Rat insulin 80-INSRT-
EO1/ Mercodia Rat Insulin ELISA 10-1250-10/BioVendor Mouse-Rat FGF-21 ELISA
RD291108200R/ALPCO Mouse-Rat IGF-1 ELISA 22-IG1MS-EQ1). A I'aide d’un automate Olympus
AU400, les concentrations plasmatiques en acides gras non estérifiés, albumine, cholestérol,
cholestérol HDL, glycérol et triglycérides ont été mesurées a la plateforme technique de I’hopital
Bichat a Paris (CEFI Bichat-Paris). Ces analyses de nutriments, d’hormones et de métabolites
avaient pour but de caractériser les profils métaboliques spécifiques des différents régimes,
comme biomarqueurs de statut nutritionnel.

Enfin, la concentration en triglycérides hépatiques a été déterminée. Pour cela, les morceaux de
foie collectés durant la dissection (environ 80-100 mg), et préalablement congelés a -80°C, ont
été homogénéisés dans 1 mL de buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris HCI, and 0,1% Triton X-100)
(Arakawa et al., 2011). La concentration a été déterminée en utilisant un kit de dosage commercial
(Randox).
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2.2.2.E. Métabolisme glucidique
2.2.2.A.c. Sensibilité a I'insuline

Afin de déterminer la résistance a l'insuline, nous avons utilisé l'indice HOMA-IR (Homeostatic
Model Assessment of Insulin Resistance). Cet indice, décrit pour la premiére fois par Matthews et
al. en 1985 est calculé tel que: HOMA-IR = (insuline plasmatique (mU/L) x glucose plasmatique (mg/dL))
/ 405 (Matthews et al., 1985). Il a été calculé avec les valeurs de glycémie et d’insulinémie
mesurées sur les prises de sang décrites précédemment. Plus I'indice HOMA-IR est élevé, signifiant
que la glycémie et I'insulinémie a jeun sont élevées, plus il y a résistance a l'insuline.

2.2.2.A.d. Tolérance au glucose

Les tests de tolérance au repas mesurent les conséquences des régimes sur I'évolution de
I'insulinémie et de la glycémie. Les rats ont été préalablement mis a jeun pendant 16 heures durant
la nuit, et les tests démarraient en fin de matinée. Une premiére prise de sang était faite a jeln
(TO"Y 30 minutes avant l'ingestion du repas test calibré en fonction des expériences. Une inspection
visuelle permettait de vérifier que le repas a été ingéré. Des échantillons de sang ont ensuite été
prélevés a T60', T120', T180' T240' et T360'. Les prises de sang, ainsi que les dosages
plasmatiques d’insuline et de glucose sont décrites dans la partie « Dosages biochimiques ».

2.2.2.F. Biologie moléculaire

Dans le foie, le tissu adipeux brun, I’hypothalamus et le noyau accumbens (NAcc), collectés durant
la dissection et conservés a -80°C, I'expression de certains genes a été déterminée par PCR en
temps réel. Pour cela les ARNs ont été extraits des tissus en utilisant du Trizol (Invitrogen), et
chaque concentration a été déterminée a I'aide d’'un spectrophotométre (NanoDrop). Aprés les
avoir dilués, une rétrotranscription était effectuée sur 0,4 ug d’ARN. Enfin, la gPCR était réalisée
sur un appareil Step One (Applied Biosystems) en utilisant du Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). L'expression du géne était calculée comme 2-ACT relativement au gene de
ménage choisi pour chaque tissu.
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2.2.3. Protocoles

Les objectifs et les protocoles des cing expériences menées sont détaillés ci-dessous.

Expérience 1 : Choix protéique selon différentes teneurs en glucides et lipides

L'objectif de I'expérience 1 était d'identifier si le niveau de protéines sélectionné par des rats dans
un modéle d’auto-sélection alimentaire (DSS) était impacté par les teneurs en glucides et lipides,
et de fournir un profil métabolique de ces rats sous DSS. Nous avons pu voir dans I'introduction
bibliographique, qu’il y avait un lien important entre I'hormone FGF21 et la consommation
protéigue, nous avons donc aussi exploré dans cette expérience I'évolution de la concentration
plasmatique de FGF21 sous DSS.

Les rats de I'étude ont été soumis a un choix entre un régime purement protéique (noté 100P), et
un régime sans protéine, ou les glucides et les lipides étaient mélangés de telle sorte que les
glucides représentaient 30, 45, 60 ou 75% de I'énergie. En paralléle un groupe témoin a recu un
régime composite standard. Ce régime standard a été concu conformément aux exigences de I'AIN-
93 (Reeves et al., 1993). Ainsi, en termes d'énergie, les protéines s'élevaient a 15%, les lipides a
10% et les glucides a 75%.
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Figure 9. Protocole expérience 1 : Choix protéique selon différentes teneurs en glucides et lipides
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Expérience 2 : Choix protéique selon différentes teneurs en protéines, glucides
et lipides

L'objectif de I'expérience 2 était de vérifier si les niveaux de protéines sélectionnés par les rats de
I'expérience 1 étaient défendus lorsque le modéle de DSS incorporé des régimes composites avec
différentes teneurs en protéines, cela dans le but de confirmer une régulation forte de la
consommation protéique. L'hypothése était que, si ces niveaux étaient bien défendus,
l'augmentation ou la diminution d’apport protéique induite par l'ingestion d’un troisiéme régime
composite serait corrigée par des ajustements des choix alimentaires.

Quatre groupes de rats ont eu accés a un régime 100P, un régime sans protéine avec 60% de
glucides et a un régime composite dans lequel le ratio glucides/(glucides+lipides), appelé aussi
ratio glucides/énergie non protéique, était fixé a 60% et les protéines fournissaient 15, 30, 40 ou
50% de I'énergie (notés 15P, 30P, 40P ou 50P).
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Figure 10. Protocole expérience 2 : Choix protéique selon différentes teneurs en protéines, glucides et lipides

51



Expérience 3: Impact de la teneur en protéines sur le métabolisme
énergétique

L’objectif de I'expérience 3 était d’étudier les effets de variations de teneurs en protéines (3% a
50%) couplées a des variations de teneurs en glucides et lipides, sur la prise alimentaire, la
composition corporelle et la dépense énergétique. La question de savoir si FGF21 est régulé
uniqguement par les protéines ou si les glucides jouent aussi un role faisant toujours I'objet de
débats, cette expérience avait aussi pour but de quantifier les roles respectifs des glucides et des
protéines dans la régulation a long terme du FGF21.

Plusieurs régimes alimentaires composites ont été utilisés, dans lesquels le ratio protéines/énergie
(PE) était égal a 3, 5, 8, 15, 30, 40 ou 50%, et le ratio glucides/(glucides+lipides), appelé aussi
ratio glucides/énergie non protéique, était égal a 30, 45, 60 ou 75%. L’ensemble des combinaisons
possibles entre le ratio PE et le ratio glucides/(glucides+lipides) n’a pas été testé dans cette
expérience, de par le temps et le trop grand nombre d’animaux nécessaires. Le tableau ci-dessous
récapitule les combinaisons qui ont été testées et le nombre de rats utilisés pour chaque régime.

Tableau 1. Bilan des quatorze régimes composites utilisés dans I'expérience 3.
Les régimes sont définis selon leur combinaison entre le ratio protéines/énergie (PE) et le ratio
glucides/(glucides+lipides).

Ratio protéines/énergie (PE)
3% 5% 8% 15% 30% 40% 50%

30% > 6 rats > 6 rats 6 rats > >}
45% 6 rats > 6 rats > 6 rats > >

+lipides)

60% > 6 rats > 6 rats 5 rats 6 rats 6 rats

Ratio
glucides/(glucides

75% 6 rats ><Z 6 rats 5 rats >< > >

Nous avons choisi d’établir une valeur fixe du ratio glucides/(glucides+lipides) plutdt qu'une valeur
fixe du ratio glucides/énergie dans les régimes, afin de mieux contrdler les effets de la teneur en
lipides et glucides du régime, qui est connue pour affecter I'apport énergétique.
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Figure 11. Protocole expérience 3 : Impact de la teneur en protéines sur le métabolisme énergétique
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Expérience 3 complémentaire : Distinction des composantes de la dépense
énergétique totale chez des rats nourris avec des régimes a faible teneur en
protéines

En complément de I'expérience 3, nous avons cherché a distinguer les effets des régimes faibles
en protéines étudiés sur les quatre composantes de la dépense énergétique totale (métabolisme
de repos, dépense énergétique d’activité, thermorégulation, thermogénése postprandiale). En
effet, comme nous avons déja pu le voir et comme va le confirmer I'expérience 3, ces régimes
augmentent la dépense énergétique totale chez les rats sous régimes faibles en protéines.
L’objectif de ce complément était donc de savoir quelle(s) composante(s) étaient impactée(s).

Pour cela, la mesure directe du codt de la thermorégulation et de la thermogénése postprandiale
a été faite par calorimétrie indirecte chez dix rats nourris avec soit un régime faible en protéines
(5% de I'énergie), soit un régime normo-protéique (15% de I'énergie), et soumis a différentes
températures.
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Expérience 4 : Taux plasmatiques de FGF21 sous auto-sélection alimentaire

L'objectif de I'expérience 4 était de déterminer si les concentrations de FGF21 mesurées chez des
rats témoins nourris avec un régime standard contenant 15% de protéines (noté 15P) étaient
relatives a la consommation spontanée de protéines dans des conditions d'auto-sélection
alimentaire. Cette expérience était en complément d’un des objectifs de I'expérience 1 (Page 50)
visant a explorer I'évolution de la concentration plasmatique de FGF21 sous DSS.

Deux groupes de rats ont été utilisés : un groupe témoin nourris en continu avec un régime 15P
pendant cing semaines, et un groupe test nourris avec le régime 15P pendant deux semaines
(phase 1) et ensuite autorisé a choisir entre un régime 100P et un régime sans protéine avec 60%
de glucides pendant trois semaines (phase 2).
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Figure 12. Protocole expérience 4 : Taux plasmatiques de FGF21 sous auto-sélection alimentaire
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Expérience 5 : Choix protéique selon I'indice glycémique

L’objectif de I'expérience 5 était d’identifier si la sélection de protéines sous DSS était modifiée par
l'indice glycémique des régimes sans protéine proposés. Afin de mieux comprendre I'intérét de la
consommation élevée de protéines sous DSS, nous avons exploré les effets sur la glycémie,
l'insulinémie et I'oxydation du glucose et des lipides induites par l'ingestion d'un régime a 15% de
protéines (niveau équivalent au besoin protéique) et d'un régime a 30% de protéines (niveau
sélectionné en moyenne sous DSS).

Trois groupes de rats ont été utilisé :

e Un premier groupe a été soumis pendant 1 semaine (phase 1) a un choix entre un régime 100P
et un régime sans protéine standard (CF-St) composé de 85% de glucides et de 15% de lipides,
basé sur les recommandations AIN-93 (Reeves et al., 1993). Dans la phase 2, d'une durée de 3
semaines, les rats ont eu le choix entre un régime 100P et un régime sans protéine différent selon
chaque groupe, dont : le régime CF-St; un régime basé sur la composition du régime CF-St, ol une
partie de I'amidon est remplacée par du saccharose (CF-Sacc); un régime également basé sur le
régime CF-St avec une supplémentation en inuline (CF-l) (I'inuline appartient a une classe de
glucides appelés fructanes, dont I'administration fait baisser la glycémie (Kaur and Gupta, 2002));
un mélange riche en graisses contenant 45% de glucides et 55% de graisses (CF-HF).

Deux tests de tolérance au repas ont été réalisés : 1. ingestion d'un seul repas sans protéine de
31,5 kJ (CF-St, CF-Sacc, CF-l ou CF-HF); 2. ingestion des mémes repas sans protéine précédée 15
minutes avant par l'ingestion d'un repas 100P de 13,5 kJ. Ainsi, 30% de I'énergie était fournie par
le repas protéiné. L'établissement de ce ratio PE de 30% a été défini en accord la littérature.
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Figure 13. Protocole expérience 5 : Choix protéique selon I'indice glycémique (groupe 1)
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e Un second groupe a été nourris pendant 2 semaines avec un des 8 régimes composites,
composé de 15% de protéines (niveau équivalent au besoin) ou 30% de protéines (niveau de choix),
et I'un des quatre mélanges sans protéine (CF-St, CF-Sacc, CF-I ou CF-HF).

Un test de tolérance au repas a été réalisé avec un repas composite calibré a 45 kJ, identique a la
somme des repas 100P et sans protéine donnés dans le premier groupe. L'effet thermique des
différents régimes composites a été mesuré avec un repas calibré identique par calorimétrie
indirecte.
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Figure 14. Protocole expérience 5 : Choix protéique selon I'indice glycémique (groupe 2)

e Un troisieme groupe a été soumis pendant 2 semaines a un choix entre le régime 100P et I'un
des quatre régimes sans protéine (CF-St, CF-Sacc, CF-l ou CF-HF) selon leur groupe.
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Bilan

Les résultats de ces cing expériences ont abouti a I'écriture de 5 articles. L'utilisation des
expériences dans chaque article est résumée dans le Tableau 2.

Tableau 2. Bilan de I'utilisation des expériences dans les articles.

Article 1  Article 2 Article 3  Article 4

Expérience 1

Choix protéique selon différentes ><
teneurs en glucides et lipides

Expérience 2

Choix protéique selon différentes
teneurs en protéines, glucides et ><
lipides

Expérience 3

Impact de la teneur en protéines sur le >< >< ><

métabolisme énergétique

Expérience 4
Taux plasmatiques de FGF21 sous ><
d’auto-sélection alimentaire

Expérience 5

Choix protéique selon I'indice ><
glycémique
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2.3. Articles

2.3.1. Etude 1 - Plutét qu'un ratio protéines/énergie constant, les rats
sélectionnent un ratio protéines/glucides constant et présentent des
faibles concentrations plasmatiques de FGF21 en condition de choix
alimentaire

Contexte et objectifs de I'étude

En condition d’auto-sélection alimentaire (« dietary self-selection » DSS), les rats ingérent 25 a 30%
de I'énergie sous forme de protéines, bien plus que ce qui est nécessaire pour préserver I'équilibre
azoté (~15% de I'énergie). Ce niveau d’apport protéique élevé est défendu quand les protéines
sont diluées ou ont une qualité plus faible. De plus, il s’ajuste selon des paramétres
environnementaux, physiologiques ou nutritionnels, de sorte qu’il semble plus faible avec des
régimes riches en graisses et inversement. Certains auteurs ont alors suggéré que plutbt que le
ratio protéines/énergie (PE), c'est le ratio protéines/glucides (PG) qui est le paramétre contrdlé,
généralement a une valeur comprise entre 60-80%. Les ratios PE et PG élevés semblent s'expliquer
par des avantages métaboliques liés a la réduction de la dépendance aux glucides et aux
pathologies associées. Cependant, les mécanismes qui sous-tendent ces choix restent largement
incompris.

L'objectif de cette étude était de tester I'hypothése selon laquelle, dans un modéle de DSS, les rats
sélectionnent un ratio PE pour maintenir constant le ratio PG, et que FGF21 est impliqué dans cette
réponse. En effet, FGF21 s'est révélé étre une hormone importante signalant le niveau d'apport en
protéines, puisqu’elle augmente de facon exponentielle lorsque I'apport diminue en dessous des
niveaux nécessaires pour préserver I'équilibre azoté (10-15%). A notre connaissance, les niveaux
plasmatiques de FGF21 chez les rats sous DSS n'ont pas encore été mesurés.

Méthodes

Des rats Wistar males adultes ont été utilisés pour :

e Déterminer si le ratio PE était influencé par des changements dans la teneur en glucides et
lipides, dans un modéle de DSS avec un régime purement protéique et un régime sans
protéine, et fournir un profil métabolique de ces rats (Expérience 1 - Page 50) ;

o Tester si le ratio PE était défendu lorsque le modéle de DSS induit des changements de teneur
en protéines (Expérience 2 - Page 51) ;

e Déterminer si le ratio PE sélectionné présentait un intérét métabolique par rapport a un régime
standard a 15% de protéines (Régime 15P et 30P de I'Expérience 3 - Page 52).

Les analyses statistiques ont été effectuées principalement par des tests ANOVA et des tests de
corrélation.

Résultats principaux

Chez les rats sous DSS (Expérience 1 - Page 50), choisissant entre un régime 100P et un régime
sans protéine avec 30, 45, 60 ou 75% de glucides, le poids corporel final ainsi que le gain de poids
étaient similaires indépendamment des teneurs en glucides et lipides. lls étaient cependant plus
faibles que chez des rats nourris avec un régime composite témoin (contenant 15% de protéines).
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Les poids de la masse maigre, de la masse grasse et de 'adiposité étaient similaires dans tous les
groupes (DSS et témoins). Le ratio PE sélectionné était en moyenne de 30%, et a augmenté de 20
a 35% lorsque la teneur en glucides du régime sans protéine a augmenté de 30 a 75% (R2 =0,56;
P<10-). Par conséquent, le ratio PG était constant (environ 70%) dans tous les groupes (P=0,180).
Dans I’ensemble des groupes sous DSS, les rats préféraient consommer les régimes (100P et sans
protéine) ensemble d’autant plus quand le régime sans protéine contenait beaucoup de glucides,
indiquant qu’ils mélangeaient plus facilement les protéines et les glucides mais pas les protéines
et les lipides. La dépense énergétique totale était similaire chez tous les rats en DSS, et plus élevée
gue chez les rats témoins 15P. Les mesures d’oxydation protéique ont mis en évidence que les
protéines ingérées au-dessus de 29,7 kJ/d étaient catabolisées (Pox = Pintake x 1,02 - 29,7,
R2=0,976). Cette valeur correspondait exactement a la quantité de protéines retenues dans
I'organisme, qui était aussi similaire chez tous les rats. Ce résultat indique bien qu’a partir du
moment ol les protéines ont rempli leur fonction de renouvellement, elles sont dirigées vers le
métabolisme énergétique.

Dans le second modéle de DSS (Expérience 2 - Page 51), ou les rats choisissaient entre un régime
100P, un régime sans protéine avec 60% de glucides et a un régime composite dans lequel les
protéines fournissaient 15, 30, 40 ou 50% de I'énergie, le poids corporel final ainsi que le gain de
poids étaient similaires au premier modéle. Le ratio PE sélectionné était toujours en moyenne de
30% et ne variait pas selon les teneurs en protéines des régimes composites. Cela permettait le
maintien d’un ratio PG a environ 70%. Ces résultats confirment le fait que le niveau de protéines
est une valeur défendue.

Lorsque les rats étaient nourris avec des régimes composites riches en graisse ou riche en glucides
et soit 15% soit 30% de protéines (Régime 15P et 30P de I’Expérience 3 - Page 52), les rats avec
30% étaient moins sujets a la prise de masse grasse et 'augmentation de 'adiposité que ceux
avec 15%. De plus, ils avaient tendance a consommer moins d’énergie. Ces résultats indiquent
gue les régimes avec 30% de protéines, correspondant au niveau choisi sous DSS, préserve les
rats d’'une augmentation d’apport énergétique et ainsi d’'une augmentation de masse grasse
induite par des régimes riches en graisses.

Enfin, il a été montré que chez les rats sous DSS, les concentrations plasmatiques de FGF21
étaient 3 fois plus faibles que chez les rats témoins avec le régime a 15% de protéines (P<10-4), et
similaires a celles des rats nourris avec un régime a 30%.

Conclusion

Ces résultats indiquent que I'apport optimal en protéines est supérieur au niveau nécessaire a
I'équilibre azoté et qu'il fluctue en fonction de la teneur en glucides du régime alimentaire pour
maintenir un ratio protéines/glucides stable. Les faibles niveaux plasmatiques de FGF21 chez les
rats en choix, comparés aux rats nourris avec un régime composite contenant 15% de l'apport
énergétique total sous forme de protéines, suggérent qu'ils ont consommé suffisamment de
protéines. FGF21 joue probablement un rbéle dans l'orientation des choix alimentaires vers les
protéines pour maintenir un rapport protéines/glucides élevé et réduire la dépendance du
métabolisme énergétique a l'insuline.
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Abstract

Background. Under dietary self-selection (DSS), rats ingest 25—-30% of energy as protein. This high
level appears to be explained by metabolic benefits related to reduced carbohydrate dependence and
associated pathologies. However, the mechanisms underlying these choices remain largely
misunderstood. Objectives. The aim was to test the hypothesis that in a DSS model, rats select a protein-
to-energy (PE) ratio to maintain the protein-to-carbohydrate (PC) ratio constant and that fibroblast
growth factor 21 (FGF21) is involved in this response. Methods. Adult male Wistar rats were used in 3
experiments. The first was to determine whether the PE ratio was influenced by changes in carbohydrate
content. The second was to test whether the PE ratio was defended with a modified DSS model. The
third was to determine whether the selected PE ratio was of metabolic interest compared with a standard
15%protein diet. Food intake, body weight, and energy expenditure were measured. After 3 wk, plasma
was sampled and rats were killed to determine body composition and gene expression. Statistical
analyses were mainly done by ANOVA tests and correlation tests. Results. The selected PE ratio
increased from 20% to 35% when the carbohydrate content of the protein-free diet increased from 30%
to 75% (R2 =0.56; P<10°°). Consequently, the PC ratio was constant (70%) in all groups (P=0.18). In
self-selecting rats, plasma FGF21 concentrations were 3 times lower than in rats fed the 15% protein
diet (P < 10™) and similar to those in rats fed a 30% diet. Conclusions. This study showed that self-
selecting rats established PE ratios larger than those considered sufficient to achieve optimal growth in
adult rats (10-15%), and the ratios were highly dependent on carbohydrates, apparently with the aim of

maintaining a constant and high PC ratio. This was associated with a minimization of plasma FGF21.

Key words. Diet self-selection, Fibroblast growth factor 21, Protein intake, Protein-to-carbohydrate

ratio, Meal pattern, Energy expenditure, Body composition.
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Introduction

Dietary self-selection (DSS) is used to study macronutrient, vitamin, and mineral requirements in farm
animals and laboratory rodent models (Richter, Holt, et Barelare 1938; Collier, Leshner, et Squibb
1969a; Kanarek 1985; Shor-Posner et al. 1991; Even, Gehring, et Tomé 2021). It has been observed that
rats on DSS can ingest as much as 30 to 50% of total energy intake as protein (Musten, Peace, et
Anderson 1974; Castonguay et al. 1982; Peters et Harper 1984; Mullen et Martin 1992; Jean et al. 2002;
Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016), far more than required to preserve nitrogen
balance (~15% of energy) (FAO/WHO/UNU Expert Consultation 1985). Thus emerged the question of
whether the selection of such a high protein-to-energy (PE) ratio in self-selecting rats passively results
from a weak regulation of protein intake or is finely adjusted and defended. The studies performed to
answer this question have shown that the PE ratio is defended when proteins are diluted (Musten, Peace,
et Anderson 1974; Booth 1974), increased when the nutritional quality of the protein is decreased (Kishi
et al. 1982; Henry et Rerat 1963; Ashley et Anderson 1975), or adjusted in accordance with changes in
metabolic requirements as affected by environmental (cold, exercise) or physiological (pregnancy,
lactation, age) factors (Donhoffer et Vonotzky 1947; Collier, Leshner, et Squibb 1969b; 1969a; Musten,
Peace, et Anderson 1974; Ashley 1985; Thouzeau 1995; Tomé et al. 2020). Some studies have also
reported that the selected PE ratio was lower with high-fat diets (Richter, Holt, et Barelare 1938; Chee,
Romsos, et Bergen 1981; Romsos et Ferguson 1982). Accordingly, some authors have suggested that
rather than the PE ratio, it is the protein-to-carbohydrate (PC) ratio that is the controlled parameter,
generally at a value between 60% and 80% (Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016;
Chee, Romsos, et Bergen 1981; Pol et den Hartog 1966). Selection of high PC ratio would induce
metabolic benefits (Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016; Larue-Achagiotis et al.
1992; Rieth et Larue-Achagiotis 1997), in particular, a reduced dependence on glucose metabolism. This
leads to lower insulinemia, better preservation of fasting blood glucose concentrations, and reduced
lipogenesis in liver and adipose tissue, in turn leading to lower gains in weight and adiposity in the long-
term.

The mechanisms that regulate the PE ratio in self-selecting rats are still unresolved. One hypothesis is
that self-selecting rats attempt to preserve a constant PC ratio because by altering the circulating plasma
levels of tryptophan to large neutral aminos, this ratio would be involved in controlling brain serotonin
synthesis and signaling. However, to date, no conclusive demonstration of this mechanism has been
provided (Ashley, Coscina, et Anderson 1979; Peters et Harper 1981). On the other hand, Fibroblast
Growth Factor 21 (FGF21) has been revealed as an important hormone signaling the level of protein
intake. Plasma FGF21 levels increase exponentially when protein intake decreases below levels close
to those considered necessary to preserve nitrogen balance (10-15%), and FGF21 is now considered as

an essential regulator of the behavioral and metabolic responses to protein restriction (Hill et al. 2017;
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2018; 2019; Laeger et al. 2014; Chaumontet et al. 2019; Goshy et al. 2016). To our knowledge, plasma
FGF21 levels in self-selecting rats have not yet been measured.

The hypothesis of the present study was that rats self-selecting between a protein diet and a protein-free
diet would select a PE ratio that would vary as a function of the carbohydrate content of the protein-free
diet and that, in all cases, they would maintain low plasma FGF21 levels. FGF21 levels in self-selecting
rats were also compared to those in rats fed composite diets containing 15% and 30% of energy as
protein.

Methods

Animals and housing

The experiments were carried out in accordance with the European Communities Council Directive of
24 November 1986 (86/609 EEC) regarding the care and use of laboratory animals and were approved
by the French Ethical Committee (APAFIS#16996).

Seven-week-old male rats (215-240 g) of the Wistar RccHan strain were used (ENVIGO, Indianapolis,
United States). The rats were delivered weekly by groups of 10 and randomly assigned to one of the
experimental diets, for a total of 120 rats. After one week of adaptation to the laboratory conditions
(temperature 24°C + 1°C, humidity 60%, 12/12 L/D cycle lights on at 08:00), the rats were singly housed
for three weeks in Plexiglas cages bedded with wood shavings. The temperature of 24°C was used to

maintain the rats close to the lower range of thermal neutrality and reduce the cost of thermal regulation.

Experimental diets and pellet preparation

The protein diet, named 100P, was composed with protein only. In the protein-free diets, carbohydrates
and lipids were mixed so that carbohydrates amounted to 30%, 45%, 60%, or 75% by energy. This ratio
is referred to as the carbohydrate-to-non-protein-energy (CnpE) ratio, and protein-free diets were then
named in the form xxCnp. The composite diets were composed of a mixture of proteins, carbohydrates,
and lipids, and named according to their PE and CnpE ratios in the form xxPxxCnp. We worked with
constant CnpE ratios rather than constant carbohydrate-to-energy ratios in order that the carbohydrate-
to-lipid ratios, susceptible to strongly affect energy intake, were the same in self-selecting rats and in
those fed the composite diets (Table 1; Supplementary table 1).

The food pellets were prepared twice per week from dry powders manufactured at the unit Sciences de
I’ Animal et de I’ Aliment de Jouyen-Josas—Equipe Régimes a Fagon. Proteins were whole-milk proteins
LR 85F (Armor Protein), carbohydrates were corn starch (Roquette and sucrose (Eurosucre), and lipids
were soy oil (Bailly SA). All diets were complemented with minerals and vitamins according to the
American Institute of Nutrition Rodent Diet 93 (AIN-93) requirements (Reeves, Nielsen, et Fahey

1993). The powders were mixed with the necessary amount of water to make a consistent dough and
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then formed into pellets sufficient for 3 d of feeding. The pellets were left to dry at room temperature
for 3 d before being given to the rats. The diets and water were provided ad libitum.

Table 1. Composition and energy content of tested diets. CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio;
PC ratio: Protein-to carbohydrate ratio; PE ratio: Protein-to-energy ratio.

g _ g g g g g g
09 a g = g g O O O O O O
s & ¢ 8 ¢ 8 g2 g8 g g8 g &8
5 © © < © ~ ] ITe] S S S S
— - — o o < n
Whole milk protein (g/kg) 40 957 - ; ; - 208 166 380 319 416 507
Corn starch (g/kg) 622 - 408 528 620 690 318 507 239 402 334 272
Sucrose (g/kg) 100 - 660 850 100 111 519 8.7 385 647 539 438
Soy oil (g/kg) 40 - 429 290 183 102 327 149 246 117 986 802
?S/IES; alcompound AIN-93M o0 319 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350
é'/t:;;'” compound AIN-93VX_ 155 911 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Cellulose (g/kg) 500 456 500 500 500 500 500 500 500 500 500 50.0
Choline chloride (g/kg) 230 210 230 230 230 230 230 230 230 230 230 230
Energy (kJ/g) 150 150 243 210 184 165 215 174 197 167 164 160
PE ratio (%) 150 100 - ; ; - 152 150 303 300 401 500
CnpE ratio (%) 872 - 300 450 600 750 315 616 314 617 627 627
PC ratio (%) 200 - ; ; ; . 570 290 138 690 109 163
(C()Z;b"hydrate'e”ergy ratio 750 - 300 450 600 750 267 524 219 432 369 307
Fat-energy ratio (%) 11.0 - 70.0 55.0 40.0 25.0 58.1 32.7 47.8 26.8 23.1 19.2

Energy and macronutrient intake

Diet intake (g/d) was measured twice per week by weighing pellets and then converted to kJ/d according
to the energy content of the diet and after correction for the pellet water content (Table 1). The water
content at the time of weighing was calculated based on the water evaporation curve determined on
pellets produced at the same time as those given to the rats.

In the DSS model, meal patterns were combined to analyze the timing of ingestion of each diet. Feeding
bouts that were separated by <10 min were considered a single meal and grouped. Meal pattern was
analyzed to report the energy intake from each diet, the number of single and mixed meals, and the

sequence of ingestion of different diets within mixed meals.

Measurement of energy expenditure, spontaneous motor activity and cost of activity by indirect
calorimetry

The rats were housed singly for two days in an indirect open-circuit calorimeter simultaneously
monitoring five cages. Temperature in the calorimetry cages was about 2°C higher than in the home
cages because of the heat released by the rat but remained in the window of thermal neutrality in rats.
As previously described (Even et Nadkarni 2012), oxygen consumption and carbon dioxide production

were recorded, and the cages were placed on an activity platform (scale 0-5 kg, sensitivity 0.1 g) and
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equipped with food cups (sensitivity 0.01 g) to measure spontaneous motor activity and feeding pattern.
Total metabolic rate was computed using oxygen consumption and carbon dioxide production (VO2 and
VCO?2), in mL.min-1, according to a modification of the Weir formula to get data in Watts (J.sec™)
(Even et Nadkarni 2012): (16.3xV02+4.57xVVC0O2)/60. Energy intakes, total energy expenditure (TEE),
energy expended in relation to activity (EE-Act) and resting energy expenditure (REE=TEE-EE-Act)
were calculated and expressed in ki/d. The energy cost of activity (Watt/Activity Unit) was calculated
as the slope of the relationship between total metabolic rate and activity level (Even et Nadkarni 2012).
Energy balance was calculated by difference between energy intake and energy expenditure. Respiratory
quotient (RQ) was calculated from the ratio of carbon dioxide production to oxygen consumption
(VCO2/Vv0?2). Differences between RQ and food quotient (FQ) were calculated to indicate the
orientation of the metabolic processes toward storage (RQ>FQ) or degradation (RQ<FQ) (Even et
Nadkarni 2012).

Protein oxidation (Pox) (kJ/d) was estimated from protein intake assuming that, in all rats, a constant
amount of protein (29.7 kJ/d) remained fixed in the body and was therefore not oxidized (see
Biochemistry section and figure 3). After Pox was established on each individual, the oxidation of
glucose (Gox) and lipids (Lox) were derived according to the calculations summarized in

Supplementary table 2.

Body weight, body composition and tissue sampling

Body weight (g) was measured twice per week throughout the experiments. At the end of the studies,
the rats were deeply anesthetized with isoflurane, blood was collected from the vena cava until cardiac
arrest and the rats were immediately decapitated to ensure death. Body composition was measured by
dissection and weighing the main tissues and organs. Pieces of liver were quickly dissected, deep-frozen
in liquid nitrogen and stored at -80°C for subsequent analysis of gene expression and triglyceride (TG)
levels.

Adiposity was calculated as total fat mass divided by body weight, and lean body mass (LBM) as body
weight minus total fat. Active metabolic mass (AMM) (g) was calculated as the weight of lean body
mass (LBM) plus 20% of the weight of fat mass and used to normalize energy intake, REE and TEE as
initially suggested by Arch et al. (2006). More recently, we have confirmed the validity of this mode of
adjusting for body composition, showing that it erased the effects of difference in AMM on TEE
(Chaumontet et al. 2019) revealed by analysis of co-variance and was also the best way to reduce the
variability of TEE and REE within groups (Azzout-Marniche et al. 2014; Nadkarni et al. 2013; Frangois
et al. 2017).
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Biochemistry

Protein oxidation (Pox) was measured from urine urea collected over 24h while the rats were housed in
metabolic cages: Pox (kJ/d) = Urea (g)*6.25*16.75(Even et Nadkarni 2012). Urinary levels of urea were
determined on an Olympus AU400 robot by the technical platform of Bichat Hospital in Paris (CEFI
Bichat-Paris).

Blood samples (0.5 mL) were collected from the tail vein in EDTA tubes in the morning (10:00-12:00)
from rats that had not been previously fasted. A drop was immediately used to measure blood glucose
with an automatic analyzer (Life-Scan, One Touch Vita). Then the blood was centrifuged (5000 g, 15
min, 4°C) and the plasma stored at -20°C until assayed. Plasma levels of glycerol, non-esterified fatty
acids (NEFA), albumin, cholesterol, high density lipoprotein (HDL) cholesterol and TG were
determined on an Olympus AU400 robot (CEFI Bichat-Paris). Plasma insulin and FGF21 were assayed
by ELISA tests using commercial kits from Mercodia (Rat Insulin ELISA 10-1250-10) and BioVendor
(Mouse/Rat FGF-21 ELISA RD291108200R). The Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance (HOMA-IR) index was calculated as: (plasma insulin (pmol/L)*plasma glucose
(mmol/L))/405 (Matthews et al. 1985).

Some liver samples collected during dissection (80 -100 mg each) were homogenized in 1 mL of buffer
(150 mM NacCl, 10 mM Tris HCL and 0.1% Triton X-100) (Arakawa et al. 2011) and their TG level

was determined using a commercial kit (Randox).

Molecular biology

As previously described (Chaumontet, Azzout-Marniche, et al. 2015), RNAs were extracted from tissue
samples in TRIzol® reagent (Invitrogen, Breda, The Netherlands), and the concentrations were
measured (NanoDrop One spectrophotometer). After dilution, 0.4 pg of total RNA was reverse-
transcribed using a high-capacity cDNA archive kit (Applied Biosystems). Real-time PCR was
performed using a StepOne Real-time PCR (Applied Biosystems) and the Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Gene expression was calculated as 2-ACT relative to 18s RNA

(housekeeping gene). Target genes and primers used are detailed in Supplementary Table 3.

Statistical Analysis

Statistical tests were performed using RStudio software (2015; Integrated Development for R, RStudio,
Inc.; Boston, USA). Some values are presented in tables (means + standard error of the mean (SEM))
and other values in the form of boxplot. A threshold of P<0.05 was chosen as significant. Between-
group comparisons were performed by 1-way or 2-way ANOVA. The tested parameter were: energy
intake, diet intakes, macronutrient intakes, PE ratio, PC ratio, meal size, meal number, body weight,
daily body weight gain, LBM, fat mass, adiposity, fat distribution between subcutaneous and visceral

pads, activity, cost of activity, EE-Act, TEE, REE, energy balance, plasma parameters (glucose, insulin,
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HOMA-IR, glycerol, NEFA, albumin, cholesterol, HDL cholesterol, TG, FGF21), liver TG and
expression of Fgf21 RNA in liver. When main effects were significant, ANOVA tests were followed by
post-hoc Bonferroni tests. Significance of correlations between parameters was assessed using the

Pearson correlation coefficient.

Experiments

Experiment 1: Protein selection as a function of the carbohydrate content of the protein-free diet. The
goal of this study was to identify whether the CnpE ratios of the protein-free diet had an impact on the
protein selection and to provide a metabolic profile of rats under DSS model. Four groups of 11 rats had
a choice between a 100P diet and a protein-free diet that, according to the group, was 30Cnp, 45Cnp,
60Cnp or 75Cnp (Table 1). The four groups were named P-30Cnp, P-45Cnp, P-60Cnp and P-75Cnp
(Supplementary table 1). Another group of 14 rats was fed a composite 15P87Cnp diet and served as a
control group. This 15P87Cnp control diet was designed according to the AIN-93 requirements (Reeves,
Nielsen, et Fahey 1993). Accordingly, by energy, proteins amounted to 15%, lipids to 10%,
carbohydrates to 75% and therefore the CnpE ratio was 87% (Table 1). Between-group comparisons
were performed by 1-way ANOVA tests, using diet of each group (P-30Cnp, P-45Cnp, P-60Cnp, P-
75Cnp and 15P87Cnp) as a factor (parameter ~ diet).

Experiment 2: Challenging protein selection by extending dietary choice to a composite diet.
Experiment 1 showed that rats choosing between a protein and various protein-free diets selected high
PE ratios (20 to 35%). The aim of this second experiment was to verify whether the PE ratio, established
by the rats choosing between a protein diet and a protein-free diet, was defended when composite diets
with various protein contents were simultaneously available. The assumption was that, if the PE ratio
selected in the two-choice conditions was defended, the increase or decrease in PE ratios induced by the
ingestion of the third composite diets would be corrected by appropriate adjustments in the level of
intake of the protein and protein-free diets. Four groups of 10 rats were given access to a 100P diet, a
60Cnp protein-free diet and a composite diet in which the CnpE ratio was fixed at 60% and, according
to the group, proteins provided 15%, 30%, 40% and 50% of energy (Table 1). The four groups were
named according to the protein level in the composite diet followed by “3Ch” to remind the three choices
conditions (15P-3Ch, 30P-3Ch, 45P-3Ch and 60P-3Ch) (Supplementary table 1). Between-group
comparisons were performed by 1-way ANOVA tests, using diet of each group (15P-3Ch, 30P-3Ch,
45P-3Ch and 60P-3Ch) as a factor (parameter ~ diet).

Experiment 3: Influence of the self-selection process on energy balance. Experiment 1 demonstrated
that in self-selecting rats, fat mass gain and adiposity were not significantly increased when the CnpE
ratio of the protein-free diet was reduced (and conversely, the fat content was increased), but we also
observed that in more than half of the meals, protein intake occurred as meals of pure protein. Thus, the

aim of this experiment was to determine whether the possibility to separate intake of the protein and
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protein free-diet under dietary self-selection played a significant role in the resistance to fat mass gain.
Four groups of 6 rats were fed composite diets with two PE ratios (15 and 30%) and two CnpE ratios
(30 and 60%). The aim was to compare the effects of increasing dietary protein content from 15% to
30% in low fat and high fat fed rats that had not the possibility to separate ingestion of protein from
ingestion of carbohydrate and fat. The groups were named according to their diets: 15P30Cnp,
15P60Cnp, 30P30Cnp and 30P60Cnp (Table 1; Supplementary table 1). Between-group comparisons
were performed by 2-way ANOVA tests, using PE and CnpE ratios of the diets as factors (parameter ~
PE ratio * CnpE ratio).

Results

Experiment 1: Protein selection as a function of the carbohydrate content of the protein-free diet

Body weight and body composition
Minor differences were observed in final body weight and weight gain, which were slightly lower in the
15P87Cnp control group compared to all self-selecting groups (Table 2). No differences were observed

in LBM, total fat mass, adiposity, and fat distribution between subcutaneous and visceral pads.

Table 2. Body weight and body composition of rats with a choice between a 100P diet and a protein-free diet
(30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or 75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment 1)*

! Values are mean + SEMs, n=6. 2 P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are statistically
different, P<0.05 (post-hoc Bonferroni tests). LBM: Lean body mass.

P-30Cnp P-45Cnp P-60Cnp P-75Cnp 15P87Cnp

(n=11) (n=11) (n=11) (n=11) control (n=14) P
Initial body weight (g) 256+3.85 267+3.02 266+4.38 259+5.13 260+3.24 0.251
Final body weight (g) 354+5.95% 374+4.372 36616.77% 353+8.05% 345+7.00° 0.020
Daily BW gain in home cage (g/d) 4.64+0.212 5.11+0.162 4.78+0.18% 4.47+0.21% 4.07£0.22°>  0.007
Daily BW gain in calorimetry cage (g/d) 6.24+0.85 5.04+0.59 4.91+0.96 4.45+0.74 4.78+0.63 0.568
LBM (g) 303+6.29 319+3.95 316+6.27 305+6.90 298+5.06 0.056
Fat mass (g) 37.6+1.76 41.1+2.21 36.3+2.23 34.7+2.08 33.2+2.71 0.146
Adiposity (%) 10.7+0.006 11.0+0.006 9.91+0.006 9.82+0.005 9.52+0.006  0.350
Subcutaneous/Total fat ratio 0.403+0.010 0.421+0.006 0.406+0.008 0.405+0.013 0.415+0.011  0.692

Energy and macronutrient intake

In the self-selecting rats, mean energy intake was significantly higher between the P-30Cnp group and
the other groups (Figure 1A). Energy intake decreased progressively as the CnpE ratio increased. In the
15P87Cnp control group, mean energy intake was similar to that of the P-30Cnp group (Figure 1A).
During the calorimetry recording, energy intake was not different between self-selecting groups and
similar to those observed in the home cages (Table 3). However, the energy intake was lower for the
15P87Cnp control group than in the home cages (Table 3). It is therefore likely that the high energy

intake measured in the home cages of the 15P87Cnp control group was the result of incomplete recovery
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Figure 1. Total energy intake (kJ/d) (A), protein-free diet intake (kJ/d) (B), carbohydrate intake (kJ/d) from the protein-free diet (C), lipid intake (kJ/d) from the protein-
free diet (D), protein diet intake (kJ/d) (D), PE ratio (%) (F) and PC ratio (%) (G) of rats with a choice between a 100P diet and a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp
or 75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment 1, n=11-14). Intake measurements were adjusted to 300 g of AMM. All values, except total energy
intake, were measured only in self-selected rats. The diet effects were tested by 1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc Bonferroni tests. Values that do not share the same letter
are significantly different. Lines represent the correlation between the parameters and the CnpE ratio, only in self-selecting groups. AMM: Active metabolic mass.
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from feed dispersion, which had a more crumbly consistency due to its low-fat content. We confirmed
this hypothesis with subsequent food dispersion measurements (data not shown).

In self-selecting rats, the decrease in energy intake owing to the increase in the CnpE ratio resulted solely
from a significant decrease in the protein-free diet intake (Figure 1B), inducing a significant increase
in carbohydrate intake (Figure 1C) and a significant decrease in lipid intake (Figure 1D). All groups
consumed equivalent protein amounts (Figure 1E). As a result, we observed that the PE ratio increased
from 20% to 35% when the CnpE ratio increased from 30% to 75% (Figure 1F), whereas the PC ratio
remained constant at 70% (Figure 1G).

Meal pattern

The number of meals was comparable from one group to another. In self-selecting rats, meal size
decreased significantly as the CnpE ratio increased (Table 3). Interestingly, because the quantity in
grams was similar between groups, the differences in meal size (0.170 kJ/d per unit of CnpE) closely
matched the change in energy density of the protein-free diet (0.173 kJ/d per unit of CnpE), meaning
that it was the quantity in grams rather than in kJ that remained constant. In all self-selecting rat groups,
the number of meals consisting only of the protein diet or only of the protein-free diet was greater than
the number of meals mixing the intake of protein and protein-free diets, meaning that the rats preferred
to separate the protein intake from that of the carbohydrate/lipid mixture (Table 3). This phenomenon
was more marked when the CnpE ratio was high. Within mixed meals, we did not observe any preference

for starting or ending the meals with the protein rather than the protein-free diet (Table 3).

Table 3. Energy intakes and meal pattern recorded during calorimetry of rats with a choice between a 100P diet
and a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or 75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3 wk
(Experiment 1)*

! Values are mean * SEMs, n=11-14. 2P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are
statistically different, P<0.05 (post-hoc Bonferroni tests). 3 Meal composed of a mix of the diets. * Meal composed
of one of the diets. AMM: Active metabolic mass.

P-30Cnp  P-45Cnp  P-60Cnp  P-75Cnp 15;?}:2?" o
(n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=14)

Energy intake adjusted to 300g AMM (kJ/d)  373%212  356+7.88  335:10.0  324:002  323:19.6  0.282
Day energy intake 97.04147 839478 753173  79.647.3 106£148  0.450
Night energy intake 2424121% 25041275  234+16.4%  207+11.0%  192+145°  0.050

Meal size adjusted to 300g AMM (kJ) 28242020 2614229  208+181°  215:166° 23.2¢0.950: 0,039

Meal number 134404590  142$0926  163+103 157157  14.2+0.767 0.256

Day intake (%) 28.0+3.68  253:260  233+4.65  27.8+2.35 3484331  0.160

Mixed meals (%)° 40.145.79°  27.8+4.16®  10.3+477b  23.243.12% - 0.026

z?éfe(g@';‘eals starting with the protein-free 57.0:855  41.8+123  619+141  70.6+116 - 0.360

Single meals (%)" 50.9+579%  722¢4.16®  80.7+4.77°  76.8+3.12% - 0.026

Single protein meals 22.7+3.692 38.1+3.89° 34.843.38%  24.243.29% - 0.012
Single protein-free meals 37.145.6% 34.1+1.658  45.845.79% 52.6+2.76° - 0.020
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Intake patterns of protein-free diets showed that the difference in the ingestion of protein-free diets
developed during the dark period (Figure 2). In contrast, protein intake patterns were identical in all
groups. Day energy intake in the 15P87Cnp control group tended to be higher than in the self-selecting
rats until 16:00. Consequently, protein intake in this group (fed a diet that contained only 15% proteins)
remained as high as in all self-selecting rats until this time of the day. Thereafter, the self-selecting rats
started to increase their energy intake (Figure 2). During the dark period, the P-30Cnp and P-45Cnp fed
rats tended to eat more than the 15P87Cnp control rats (Figure 2). In summary, meal pattern analysis
showed that self-selecting rats exhibited a strikingly similar pattern of protein intake. It also revealed
that the differences in energy intake developed during the dark period, primarily because of larger
protein-free meals.

Figure 2. Meal pattern recorded in calorimetry cages of rats with a choice between a 100P diet and a protein-
free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or 75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment 1, n=11-
14). Lines represent the energy intake recorded in the calorimetry cages: total (full lines), from protein-free diet
(dashed lines) and from protein diet (dotted lines). In the control group (red), a single composite diet with the
three macronutrients was given, but the intakes are separated in the graph so as to represent protein intake vs
lipid and carbohydrate intake together. Values are mean per diet. SEM were not shown for sake of clarity.
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Protein oxidation as a function of protein intake

Protein oxidation measured from 24-h urinary urea excretion increased as a linear function of protein
intake (R2 = 0.976) (Figure 3). In all groups, the proteins ingested above 29.7 kJ/d were catabolized,
and accordingly, the protein retained in the body, calculated as the protein ingested minus the amount
oxidized, was 29.7 kJ/d (corresponding to 1.8 g/d). This value was the same in all groups (Figure 3),
which also explains the similarity in LBM at the end of the study (Table 2). The 15P87Cnp control and
self-selecting rats aligned almost perfectly on the same regression line, demonstrating that the self-
selection procedure, despite having induced a partial separation of protein and energy intake, had no

influence on the metabolic fate of dietary proteins (Figure 3).
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Figure 3. Protein retained (kJ/d) (right, squared) or oxidized (kJ/d) (left, round) according to protein intakes
(kJ/d) of rats with a choice between a 100P diet and a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or 75Cnp) or fed
with the 15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment 1, n=11-14). Values are mean per diet £ SEM.
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Components of energy expenditure and energy balance measured by indirect calorimetry

The level of spontaneous activity was 1.5 times higher in 15P87Cnp control than self-selecting rats (P
< 0.001), mainly due to a doubling of the activity level during the light period (Table 4). The energy
cost of activity was similar in all groups (P = 0.919), but EE-Act was significantly higher in the
15P87Cnp control group due to its higher activity level (P < 0.001), particularly during the light period.
REE and TEE were similar between groups (Table 4) despite the higher level of spontaneous activity in
the 15P87Cnp control group because activity amounted to only a small fraction of TEE. Energy balance,
measured as the difference between energy intake and TEE, was positive (115 kJ/d equivalent to 3.2 ¢
of fat) and similar in all groups (Table 4). This observation fits with the observation that at the end of
the study, there were no significant differences regarding body composition. In accordance with these
direct measurements of energy balance, we also observed that the differences between RQ and FQ were
positive and similar in all groups (Table 4). These positive differences indicated that the proportion of
fat oxidized to fuel TEE (reflected by RQ) was lower than the proportion of fat available in the diet
(reflected by FQ).

Pox was high and similar in all self-selecting rats and significantly lower in the 15P87Cnp control group
(Figure 4A). Gox was larger in the 15P87Cnp fed rats than in the self-selecting ones, but a significant
positive correlation between Gox and the dietary CnpE ratio was observed (Figure 4B). In contrast to
Gox, a sharp decrease in Lox was observed in the self-selecting rats as the CnpE ratio increased from
30% to 75%. We also observed that Lox correlated tightly and negatively with the dietary CnpE ratio
(Figure 4C).
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Table 4. Spontaneous motor activity and components of energy expenditure and energy balance measured
during calorimetry of rats with a choice between a 100P diet and a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or
75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment 1)*

! Values are mean * SEMs, n=11-14. 2P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are
statistically different, P<0.05 (post-hoc Bonferroni tests). AMM: Active metabolic mass; EE-Act: Energy expended
in relation to activity; FQ: Food quotient; REE: Resting energy expenditure; RQ: Respiratory quotient; TEE:
Total energy expenditure.

PG pdscp ptcre pasen TP
(n=11) (n=11) (n=11) (n=11) ot

Total activity adjusted to 300g 3.93+0277°  431#0.251°  434+0373°  3.97+0.253*  6.10+0.208" < 0.001

AMM (Unit)
Day activity 2.12+0.1722 2.31+0.1592 2.35+0.2432 2.24+0.2022 4.09+0.200° < 0.001
Night activity 5.7940.403*  6.37+0.420*  6.39+0.575%  5.76+0.3392  8.16+0.391° < 0.001
Day/Night activity ratio 0.367+0.0142  0.370+0.030*  0.371+0.0292 0.387+0.023* 0.509+0.034> <0.001
Cost of activity (W/unit) 0.140+0.015 0.123+0.009  0.130+0.016  0.133+0.015 0.132+0.010  0.919
EE-Act (Total activity * Cost) (kJ/d) ~ 55.6+3.28®  543+2.07%  46.7#3.042  545+252%  66.3+4.23® <0.001
TEE adjusted to 300g AMM (kJ/d) 237+12.2 241+10.2 222+10.7 208+12.8 225+8.13 0.232
REE (TEE - EE-Act) (kJ/d) 182+10.4 187+9.65 175+8.97 154+10.7 159+6.47 0.060
Energy balance adjusted to 300g
AMM (kJ/d) 134+30.1 115+12.5 113+31.4 116+18.7 97.9+20.9 0.857
RQ-FQ 0.098+0.010  0.088+0.008  0.089+0.022  0.096+0.015  0.085+0.013  0.950

Figure 4. Protein (Pox), lipid (Lox) and glucose (Gox) oxidations (in kJ) recorded during calorimetry of rats
with a choice between a 100P diet and a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or 75Cnp) or fed with the
15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment 1, n=11-14). The diet effects were tested by 1-way ANOVA (P<0.05)
and post-hoc Bonferroni tests. Values that do not share the same letter are significantly different. Lines represent
the correlation between the parameters and the CnpE ratio, only in self-selecting groups.

¥=-1.322CnpE+73 45;

v=1.19xCnpE~+932; R*=0.710 0,010

A Group effect: P=0.001 B

- p— C
Group effect: £=0.00! . _ Group effect: P<0.001
200 T 300 T 150
250 — s} ! 100 —
e | i . g [
= = 200 | . z
g =] = 5 — b, —
: 3 s
wo ! 150 - [ > . —_
- _ __ BB > —]= z | B _
] — e o — _ 0 .|
: —HET | S D
P : b 0 s o — !
J— [o] 50 — I |
- C be ab a ey
_ a a a a — _ a a ab a b 100 -
0 0 [ T T T |
[ T T T | [ T T T |
I3 3 = 3 5 = 3 5 I3 = 5 5 = = £
8] 8] 8] 8] 8] 5] 5] 5] ST 2 R 2 R 9
= 4 g &€ L 2 2 08 & 5 = ¥ ° & &
a a O a g O a a a Il o o, -l a @

Plasma and liver parameters

All the plasma parameters related to glucose and lipid metabolism were similar between groups at the
onset of the study (data not shown). At the end of the study, we observed significant differences in
plasma glucose and no difference in HOMA-IR index, plasma insulin, glycerol, NEFAs, albumin,
cholesterol, and HDL cholesterol (Table 5).
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Table 5. Plasma and liver parameters of carbohydrate and lipid metabolisms of rats with a choice between a
100P diet and a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or 75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3
wk (Experiment 1)*

! Values are mean * SEMs, n=11-14. 2P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are
statistically different, P<0.05 (post-hoc Bonferroni tests). HOMA-IR: Homeostatic model assessment of insulin
resistance; NEFA: Non-esterified fatty acids; TG: Triglycerides.

P-30Cnp P-45Cnp P-60Cnp P-75Cnp 15P87Cnp p2
(n=11) (n=11) (n=11) (n=11) control (n=14)
Plasma
Glucose (mmol/L) 6.46+0.207 5.90+0.192 5.83+0.251 5.71+0.177 6.37+0.203 0.044
Insulin (pmol/L) 185+8.57 172+18.8 200+33.4 168+20.5 200+21.7 0.752
HOMA-IR index 2.96+0.193 2.48+0.269 3.02+0.581 2.34+0.303 3.16+0.342 0.419
Glycerol (umol/L) 211+24.9 218+54.0 187+26.8 214+41.6 167+26.9 0.913
NEFA (mmol/L) 0.970+0.096 0.909+0.205 0.825+0.112 1.038+0.263 1.203+0.518 0.868
Albumin (g/L) 40.845.07 36.0+0.608 36.1+0.335 36.2+0.423 55.3+18.2 0.195
Cholesterol (mmol/L) 1.97+0.199 2.37+0.129 1.99+0.098 2.00+0.108 3.06+0.964 0.165
HDL cholesterol (mmol/L) 1.40+0.166 1.49+0.070 1.18+0.056 1.18+0.084 1.69+0.571 0.335
TG (mmol/L) 3.23+0.2542 2.73+0.4612 2.12+0.270%® 1.47+0.188° 1.04+0.092° <0.001
Liver
TG (mg/g) 1.05+0.121 1.30+0.132 1.82+0.167 1.79+0.191 2.07+0.535 0.044

Liver and plasma TGs showed significant differences between groups (Table 5) and were correlated
closely and negatively (Figure 5A). However, differences in liver TGs remained limited and did not
induce steatosis as was visually observed at the time of dissection. Liver TGs correlated positively and
plasma TGs correlated negatively with the CnpE ratio (Figure 5B; Table 5). Liver TGs also correlated
with Lox measured during calorimetry, and the reverse was true for plasma TGs (Figure 5C). The
15P87Cnp control group was consistently on the same regression lines as the self-selecting rats,
indicating that self-selection did not affect the metabolism of TGs. Taken together, these results show
that plasma and liver TGs evolved in opposite directions and in close dependence on the rates of glucose

and lipid oxidation.
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Figure 5. Plasma TG (mg/g) (right, round) and liver TG (mmol/L) (left, squared) of rats with a choice between a 100P diet and a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp
or 75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment 1, n=11-14). Values are mean per diet + SEM.

A 10 B 40 - B PlasmaTG=0.03%:CnpE+4.45, R=0987 [ 40

€ PR Liver TG=-0.430:Plasma TG+2.532, R*=0,851 L ase ®  Liver TG=0.017:CnpE+0.608, R*=0.866 35 =

- ¥ : =]

] g % 2

g 30 | T 501 \\"% L 30 F
z £ =

e 25 4 = 2.5 -~ F25 w3
g > g & n% =
S04 0 HH. w204 B . L0 2 &
= i i =] ~ o ? [¥]
ERER ué’w """ h% 15 EE
g 7 |oesoca e gt [ P-30Cnp . ~ P
& 10 {@Pascap F Bt T wolopsseey @ ®. |10

= B P-60Cnp = B P-60Cnp @

g 05 M P-75Cap =~ 35 { EPI5Cnp F0S A

z W 15P8ICnp B 15P87Cnp

£ 00 : : : : : : : . 0.0 , : : , 0.0

0.0 0.3 1.0 L3 20 2.5 30 3.3 40 0 20 40 60 30 100
Liver TG concentration CunpE ratio (%0)

(mg/g)

@®Liver TG=0.028:Lox+2.114; R'=0.929
40 1o P30Cnp M Plasma TG=-0.013:Lox+1.545; R*=0.922
_ | O P43Cnp
33 1@ P-60Cnp
. B P-75Cnp
30 W 15p87Cnp

o]

Liver TG (mg/g) orPlasma TG
(mmolL)
l;

=30 =30 -10 10 30 30 70
Lipid Oxidation (kJ/d)

76



Article 1 - Rats self-select a constant protein-to-carbohydrate ratio rather than a constant protein-to-energy ratio and have
low plasma FGF21 concentrations

Plasma FGF21 and Fgf21 mRNA expression in liver

Plasma FGF21 concentrations were low and similar in all self-selecting groups (Figure 6A), indicating
that they were insensitive to the CnpE ratio (30-75%) and to the high selected PE ratios (20-35%).
Plasma FGF21 concentrations in the 15P87Cnp control group appeared slightly higher than in the self-
selecting groups but not significantly (P = 0.150). Fgf21 mRNA expression in liver was correlated with
plasma FGF21 concentrations (R2 = 0.71) and was similar in all self-selecting groups (Figure 6B).

Moreover, this expression was significantly higher in the 15P87Cnp control group (P < 0.001).

Figure 6. Plasma FGF21 (pg/mL) (A) and liver Fgf21 mRNA (B) of rats with a choice between a 100P diet and
a protein-free diet (30Cnp, 45Cnp, 60Cnp or 75Cnp) or fed with the 15P87Cnp control diet for 3 wk (Experiment
1, n=11-14). The diet effects were tested by 1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc Bonferroni tests. Values that do
not share the same letter are significantly different.
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Experiment 2: Challenging protein selection by extending dietary choice to a composite diet

Body weight and body composition
Final body weight, daily body weight gain, LBM, fat mass and adiposity were similar in all groups

(Supplementary table 4). All values were close to those obtained in experiment 1 (Table 2).

Energy and macronutrient intake

Energy intake was similar regardless of the composite diet’s protein content (Figure 7A). Ingestion of
the composite diet amounted to ~50% of total energy intake in the 15P-3Ch group and ~20-25% in the
30P-3Ch, 40P-3Ch, and 50P-3Ch groups (Figure 7B). Energy intake from the protein-free diet was
lower in the 15P-3Ch group (Figure 7C), but intake from the protein diet was identical in all groups

(Figure 7D). Total carbohydrate and lipid intake remained constant because the amount ingested from
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the protein-free diet decreased in exact proportion to the amount of the carbohydrates and lipids ingested
from the composite diets (Figure 7E).

Figure 7. Total energy intakes (kJ/d) (A), composite diet intake (kJ/d) (B), protein-free diet intake (kJ/d) (C),
protein diet intake (kJ/d) (D), PE ratio (%) (E) and PC ratio (%) (F) of rats with a choice between a 100P diet,
a 60Cnp diet and a composite diet (15P60Cnp, 30P60Cnp, 40P60Cnp and 50P60Cnp) for 3 wk (Experiment 2,
n=6). Intake measurements were adjusted to 300 g of AMM. Except for figure E, the diet effects were tested by 1-
way ANOVA (P<0.05) and post-hoc Bonferroni tests. Values that do not share the same letter are significantly
different. Lines represent the mean value of the P-60Cnp group in experiment 1. AMM: Active metabolic mass.
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As a result, despite large differences in the protein and carbohydrate contents of the composite diets, all
groups continued to select PE (30%) and PC (70%) ratios (Figure 7F and G) identical to those measured
in experiment 1 (Figure 1F and G). These results show that the PE and PC ratios established by the
self-selecting rats were not the consequence of a poor regulation but were rather sought and defended
when the self-selection conditions were changed. Furthermore, rats in the 30P-3Ch group, which had
access to a composite diet with a PE ratio similar to that self-selected by rats in experiment 1, preferred
to eat the protein and protein-free diets (75%) rather than the composite diet (25%), confirming that rats

prefer to separate protein and energy intake (Figure 7B, C, and D).
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Experiment 3: Influence of the self-selection process on energy balance

Body weight and body composition

Daily body weight gain, final body weight and LBM were not different between groups (Table 6). The
rats fed the 30P diets had less fat mass and less adiposity, than those fed the composite diets with 15%
proteins. There were no differences in the distribution of fat between subcutaneous and visceral pads.

Table 6. Body weight and body composition of rats fed with the 15P30Cnp, 15P60Cnp, 30P30Cnp and
30P60Cnp for 3 wk (Experiment 3)*

! Values are mean + SEMs, n=6. 2 P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are statistically
different, P<0.05 (post-hoc Bonferroni tests). LBM: Lean body mass.

PZ
15P30Cnp  15P60Cnp  30P30Cnp  30P60CNp :
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) PEratio  CnpEratio = 'atio’
CnpE ratio
Initial body weight (g) 274+8.55 271+20.3 273+8.31 266+10.1 0.596 0.421 0.777
Final body weight (g) 365+12.4 3584262  356+13.8 344175 0.184 0.273 0.730
(%";‘c'j')" body weight gain oo 551 4360169  4.18:0.250  3.89+0.200 0.092 0.331 0.790
LBM (g) 308+17.1  306+21.6  314+141  300+14.6 0.972 0.281 0.400
Fat mass (g) 4311212 38747.722  202+321b  315+4.340 0.004 0.719 0.319
Adiposity (%) 11.84317%  10.8+1.68  8.21+1.04>  9.12+0.9700 0.004 0.904 0.254
f:tti’g“ta”eouy Totalfat 15940020 0.448£0.034 0.468+0041 0.452+0.035 0.142 0.899 0.239

Energy intake

Mean energy intake of rats fed the composite diets with 15% proteins was higher than in those with 30%
(P < 0.001). We observed a significant interaction between the PE and CnpE ratios (P = 0.04) because
energy intake was significantly higher in the 15P30Cnp group than in the 15P60Cnp group but not in
the 30P30Cnp group compared with the 30P60Cnp group (Table 7). The higher intake of rats fed the
composite diets with 15% proteins was due to an increase in meal size without an increase in meal
number (Table 7). These results show that the 30P diet prevented the increase in energy intake and

adiposity in rats fed the low CnpE ratio (high fat).

Table 7. Energy intake and meal pattern recorded during calorimetry of rats fed with the 15P30Cnp, 15P60Cnp,
30P30Cnp and 30P60Cnp for 3 wk (Experiment 3)*

! Values are mean + SEMs, n=11-14. 2P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are
statistically different, P<0.05 (post-hoc Bonferroni tests). AMM: Active metabolic mass.

PZ
15P30Cnp  15P60Cnp  30P30Cnp  30P60CNP 5E Tatio
(n=6) (n=6) (n=6) ("=6)  pEraio = C"E  xcnpe
ratio .
ratio
Energy Intake adjusted to 300g
+ a 4 ab 4 b 4 b
AMIM (1) 367+451.3°  318+13.3%  202+20.10  208+17.2 0.001 0.083 0.040
'(\I/'(j;i' sizeadjustedt0 00g AMM o0 2 ) 0ge 25042100 22041230 214%219° 0,011 0.392 0571
Meal number 1230973 11.8+1.02 14.3+0459 12.8+1.16  0.092 0.296 0.583
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Plasma and liver parameters

There were no significant differences between groups at the onset of the study (data not shown). Final
values of plasma glycerol,NEFAs, albumin, cholesterol,HDL cholesterol, plasma glucose, and insulin
were not different. HOMA-IR indexes were significantly lower in rats fed the composite diets with 30%
proteins than in those with 15% (Table 8). TG values in plasma and liver showed opposite changes to
those observed in experiment 1 (Table 8 compared with Table 5), as TG concentrations were higher in
plasma and lower in liver when the CnpE ratio was high.

Table 8. Plasma and liver parameters of carbohydrate and lipid metabolisms of rats fed with the 15P30Cnp,
15P60Cnp, 30P30Cnp and 30P60Cnp for 3 wk (Experiment 3)!

! Values are mean + SEMs, n=11-14.

2P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are statistically different, P<0.05 (post-hoc
Bonferroni tests). HOMA-IR: Homeostatic model assessment of insulin resistance; NEFA: Non-esterified fatty
acids; TG: Triglycerides.

PZ
15P30Cnp 15P60Cnp 30P30Cnp 30P60Cnp

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) PE ratio CnpE ratio PE ratio *

CnpE ratio

Plasma

Glucose (mmol/L) 6.88:0.286  6.85:0.414  6.39+0.246  6.41+0.139 0.137 0.933 0.968

Insulin (pmol/L) 1804266  163+202 1104179  150+23.7 0.066 0.613 0.216

HOMA-IR index 305:0.492a 2.91#0.548a 1.76:0321b 2.37+0360b  0.045 0.602 0.407

Glycerol (umol/L) 1584146  201#397 1274070 161203 0.121 0.105 0.844

NEFA (mmol/L) 0.660£0.063 0.710£0.142 0.560+0.092  0.7000.107 0.519 0.381 0.666

Albumin (g/L) 36.5¢0.480  35.6:0.206 35140574  36.3:0.798 0.380 0.857 0.074

Cholesterol (mmol/L) ~ 2.1130.129  2.21+0.107  2.04+0.142  2.49+0.248 0.687 0.103 0.278
(ngl';_)ch("esmro' 140£0.079  1.32+0.039  1.36+0.094 1510127 0.534 0.765 0.223

TG (mmol/L) 1.08+0.146° 1.57+0.310° 0.797+0.086° 1.63+0.285 0.404 0.006 0.418
Liver

TG (mg/g) 305:0.0.186° 1.97+0231° 251+0.294:  230+0.366° 0.732 0.023 0.125

Plasma FGF21 and Fgf21 mRNA expression in liver

Plasma FGF21 concentrations tended to be higher in rats fed the composite diets with 15% proteins than
in those with 30% (P = 0.048) and were not affected by the CnpE ratio (P = 0.513) (Figure 8A). Fgf21
MRNA expression in liver was low, poorly correlated with plasma FGF21 concentrations (R2 = 0.35),
and similar in all groups (Figure 8B).

By associating these results with those of experiment 1 (Figure 9A), it resulted that rats fed the
composite diets with 15% proteins had higher plasma FGF21 concentrations than rats fed with 30%
proteins and self-selecting rats (Figure 8A) and that plasma FGF21 concentrations were highly
correlated with protein intake (Figure 9B). These results suggest that there is a threshold PE ratio,

~15%, below which there is a stimulation of FGF21 production.
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Figure 8. Plasma fibroblast growth factor 21 (FGF21) (pg/mL) (A) and liver Fgf21 mRNA (B) of rats fed with
the 15P30Cnp, 15P60Cnp, 30P30Cnp, and 30P60Cnp for 3 wk (experiment 3, n = 6). The diet effects were tested
by 2-factor ANOVA (P < 0.05) and post hoc Bonferroni tests. Values that do not share the same letter are
significantly different.
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Figure 9. Comparison of plasma FGF21 between experiment 1 and 3. (A) Plasma FGF21 levels (pg/mL) in
experiment 1 and 3. All self-selecting rats were grouped in the group “choice” (P-30Cnp, P-45Cnp, P-60Cnp
and P-75Cnp, n=44). All rats fed 15% proteins were grouped in the group 15P (15P87Cnp, 15P30Cnp and
15P60Cnp, n=26) and the same for rats fed 30% proteins (30P30Cnp and 30P60Cnp, n=12). The diet effect was
tested by 1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc Bonferroni tests. Values that do not share the same letter are
significantly different. (B) Correlation between plasma FGF21 level (pg/mL) and protein intake (kJ/d) for each
diet group in experiment 1 and 3. Values are mean per diet + SEM (n=6-14).
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Discussion

This study illustrates that self-selecting rats ingested significantly more proteins (~30% of energy) than
the level considered sufficient to achieve nitrogen balance (~5%) or maintenance (10-15%) in adult rats
(National Research Council 1995). The selected protein-to-energy (PE) ratios were not constant but
rather increased from 20 to 35% when the carbohydrate-to-non-protein-energy (CnpE) ratio in the
protein-free diets increased from 30 to 75%. This maintained a constant protein-to-carbohydrate (PC)
ratio of 70% and suggests that self-selecting rats were regulating the PC ratio rather than the PE ratio.
We also observed that increasing the PE ratio from 15 to 30% prevented an increase in energy intake
and adiposity induced by a high-fat diet. Finally, we observed that plasma FGF21 levels were very low
in all self-selecting rats and in those fed the 30% protein diets but tended to be higher in rats fed 15%

proteins suggesting a slight protein deficiency signal in these rats.

High protein-to-energy ratio chosen to maintain a stable and high protein-to-carbohydrate ratio
Self-selecting rats in experiment 1 established high PE ratios, as has been previously observed in self-
selection studies (Even, Gehring, et Tomé 2021; Musten, Peace, et Anderson 1974; Castonguay et al.
1982; Peters et Harper 1984; Mullen et Martin 1992; Jean et al. 2002; Makarios-Lahham et al. 2004).
Several authors have suggested that these high PE ratios are indicative of poor control of protein intake,
limited at keeping protein ingestion above levels required to secure nitrogen balance, and below levels
that could impose costly, and possibly harmful metabolic adaptations (Booth 1985). Therefore, to test
whether in this study the selected PE ratios were the result of precise control of protein intake, we
attempted to disturb the PE ratio established under the two-choice condition by providing access to a
third composite diet in which the PE ratio ranged from 15 to 50% (experiment 2). This experiment
demonstrated that rats corrected the disturbance in protein/non-protein intake induced by consumption
of the composite diets by appropriately adjusting their consumption of the protein-free diet. They
therefore continued to select PE and PC ratios identical to those established under the two-choice
conditions (experiment 1). It is also worth noting that they preferred to eat from the protein and protein-
free diets rather than from the composite diets. In our opinion, the low inter-individual variability of the
selected PE ratio, and the resistance to changes in self-selection conditions, strongly suggest that the PE
ratios established in this study were sought and defended.

The evolution of the PE ratios as a function of the CnpE ratio of the protein-free diets led to the
maintenance of a constant PC ratio of 70%. This value is much higher than the PC ratio of 20%
prevailing in the 15P87Cnp control diet, formulated according to the AIN-93 (Reeves, Nielsen, et Fahey
1993). The apparent regulation of a PC ratio in the range of 60-80% has been previously observed in
several studies, including some from our group (Richter, Holt, et Barelare 1938; Azzout-Marniche et al.

2016; Chee, Romsos, et Bergen 1981; Romsos et Ferguson 1982). Various authors have suggested that
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the finality of the regulation of a stable PC ratio would be to maintain a stable ratio of tryptophan to
large neutral amino-acids in the plasma, as well as stable brain serotonin levels (Theall, Wurtman, et
Wurtman 1984; Fernstrom et Wurtman 1997; Wurtman et Fernstrom 1975). However, no studies
reported significant correlations between protein intake and brain levels of serotonin or 5-
Hydroxyindoleacetic acid (Ashley, Coscina, et Anderson 1979; Thibault et al. 1999; Yokogoshi, Theall,
et Wurtman 1986).

The PE ratio established by self-selecting rats can vary quite widely from one study to another, which
has also been an argument for the fact that protein intake is poorly regulated. However, our opinion,
based on the analysis of numerous self-selection studies (Even, Gehring, et Tomé 2021), is that the
selected PE ratio is finely tuned by changes in metabolic and environmental parameters (Richter et
Barelare 1938; Leshner, Siegel, et Collier 1971; Cohen et Woodside 1989; Leshner, Collier, et Squibb
1971), among which are the quality of the proteins (Musten, Peace, et Anderson 1974; Kishi et al. 1982;
Pol et den Hartog 1966), carbohydrates and lipids used. Accordingly, in our laboratory, in two
experiments performed 12 years apart (Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016) and
again in the present study, we have observed that male adult Wistar rats select high but variable PE
ratios (20-40%) and a constant PC ratio (70%). All studies used the same whole milk protein, the same

mix of sucrose and corn starch, and the same lipid source (and the same vitamin and mineral mix).

Role of FGF21 in protein self-selection

To our knowledge, this is the first study in which FGF21 levels in plasma were measured in rats under
conditions of dietary protein self-selection. A remarkable result was that plasma FGF21 levels in self-
selecting rats were not only very low but also much less variable than those observed in rats fed the
composite diets. Another interesting point is that these very low and reproducible FGF21 levels in
plasma were established with PE ratios that varied quite widely with the CnpE ratio of the protein-free
diets. These results strongly suggest that (i) when rats have the opportunity to fine-tune protein intake
independently from energy intake, they adjust the PE intake ratios in order to minimize plasma FGF21
levels, and (ii) the dietary PE ratio required to prevent an increase in plasma FGF21 levels is higher
when carbohydrate intake is high. According to the literature, which largely describes FGF21 as a signal
of metabolic stress, particularly in response to a deficit in protein intake, we assumed that minimization
of plasma FGF21 values would be observed in rats that had the ability to control protein intake
independently of energy intake (Hill et al. 2018; 2019; Laeger et al. 2014, 21; Chaumontet et al. 2019).
In retrospect, we believe that we should have introduced a groups of rats that had to select between a
protein and a protein-free diet in which the CnpE ratio was 87%, because it is the CnpE ratio that
prevailed in the 15P87Cnp control diet, prepared according to the AIN-93 requirements for rats (Reeves,
Nielsen, et Fahey 1993). According to the evolution of the selected PE ratios with the dietary CnpE

ratios, this group would have selected a PE ratio above 40% and also continued to maintain low FGF21
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levels. We nevertheless have half of the answer, because using the same macronutrient sources, such a
group was studied in 2004 in our laboratory; they indeed established a PE intake ratio above 45%
(Makarios-Lahham et al. 2004), but no measurements of plasma FGF21 levels were performed in these
rats. Therefore, it appears that plasma FGF21 levels are controlled by the absolute protein intake, on the
one hand, and by the PC ratio on the other. It is well-documented that protein deficiency can induce
increases in plasma FGF21 levels by several orders of magnitude greater than those observed in this
study (Tomé et al. 2020; 2019), and that the dietary PE ratio is most probably the main parameter
responsible for these increases. However, the results of this study rather suggest that, in a context of
adequate protein intake, FGF21 levels would instead reflect the adequacy of the dietary PC ratio and
would modulate the control of protein and carbohydrate intake towards an optimal target. In this study
and in previous ones (Chee, Romsos, et Bergen 1981; Pol et den Hartog 1966), including those from our
lab (Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016), the optimal target for PC ratio appears
to be in the range of 60-80%. This value is impressively higher than the 20% that prevails in the AIN-
93 formulation for adult rats (Reeves, Nielsen, et Fahey 1993). Therefore, the higher FGF21 levels
measured in rats fed composite diets with 15% proteins may well reflect that in these diets the PC ratios
(respectively 20% and 50%), rather than protein intakes, were below the target.

In conclusion, we suggest the hypothesis that in rats fed adequate protein levels, plasma FGF21 may
signal the adequacy of the protein-to-carbohydrate intake ratio. Thus when rats are in free-feeding
conditions and can separate control of protein and energy intake, they respond to FGF21 signaling by
adjusting protein intake according to the carbohydrate content of the protein-free diets and regulate a

protein-to-carbohydrate intake ratio of 70%.

Potential beneficial metabolic effects of high protein-to-energy and protein-to-carbohydrate ratios
Once ingested, protein meets the needs for protein and amino acid renewal and synthesis of the body's
main compounds, and the excess amino acid intake is used as an energy substrate. This contribution to
energy metabolism, along with carbohydrates and lipids, helps to control energy intake and appears to
be responsible for favorable metabolic effectsl. In addition, the establishment of a high PC ratio, in
conjunction with the high PE ratio, also appears to result in metabolic benefits (Makarios-Lahham et al.
2004; Azzout-Marniche et al. 2016; Larue-Achagiotis et al. 1992; Rieth et Larue-Achagiotis 1997).

In this study, we observed that large changes in protein intake between groups did not result in
differences in LBM. Indeed, urinary excretion of urea showed that all proteins ingested above 30 kJ/d
were catabolized. This result is in accordance with many previous studies, reporting that increasing
protein intake does not increase LBM. The explanation, as we have demonstrated in our laboratory, is
that when dietary protein content is increased, metabolic pathways involved in protein and amino acid
catabolism are rapidly stimulated. This occurs in the liver, in particular. These pathways are able to

adjust to a dietary protein content of up to 50% and more (L’Heureux-Bouron et al. 2004) within one to
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two days (Jean et al. 2001). In contrast, we observed that when dietary protein intake was increased from
15 to 30%, it protected against hyperphagia and fat mass gain induced by a high-fat and high-
carbohydrate diets. Given that high carbohydrate intake stimulates and high protein intake down
regulates lipogenesis (Pichon et al. 2006; Stepien et al. 2011), one hypothesis for this protective effect
is that in high-protein diets, the PC ratio is increased, and therefore energy metabolism and the hormonal
response to meal ingestion is modified, with for instance more glucagon and a higher glucagon to insulin
ratio, a lower increase in blood glucose, and a smaller inhibition of lipid oxidation in response to feeding
(Jean et al. 2002; Rieth et Larue-Achagiotis 1997; Devkota et Layman 2011; Chaumontet, Even, et al.
2015; Acheson et al. 2011).

Accordingly, in this study, we observed that the HOMA-IR indexes of rats fed 30% protein was lower
than in those fed 15%. One reason that many studies have shown that self-selecting rats ingest large
amounts of protein may be related to the observation that in the long-term, high protein intake can protect
from detrimental effects of diets high in carbohydrates and lipids. The corollary of this hypothesis is
that if the glycemic index of carbohydrates is low, less proteins would be needed to prevent the
deleterious effects of carbohydrates. In the framework of the “protein leverage” hypothesis (Simpson et
Raubenheimer 2005), it has been suggested that a low protein intake may be responsible for the
increased obesity prevalence in modern societies. However, the authors of this hypothesis have recently
reanalyzed the literature and observed that leanness is preserved with low-protein, high-carbohydrate
diets, if the carbohydrate source is mainly from vegetables and fruits that are rich in fiber and therefore
have a low glycemic index. This analysis is consistent with the fact that in our study, we observed that
self-selecting rats that had access to a fat-enriched protein-free diet spontaneously selected a lower PE
ratio than those rats that had access to a protein-free, high-carbohydrate diet. However, it remains to be
demonstrated that it is the glycemic index, and not the high lipid content per se, that was responsible for
the decrease in protein intake. The high protein intake of self-selecting rats observed in many studies
could therefore be related to the high glycemic index of carbohydrate sources (glucose, sucrose and corn
starch) because protein would in particular reduce the post-meal increase in blood glucose levels and
maintain a higher lipid oxidation rate. It can therefore be hypothesized that the target PE and PC ratios
may be lower when the glycemic index of the carbohydrate source is low.

The fact that high protein diets may improve the metabolic responses to meal intake may however be
challenged by the fact that various studies reported a stimulating effect of protein on the insulin response
to carbohydrates. However, in most cases, this response was observed when the protein was added to,
not exchanged with carbohydrate (Pallotta et Kennedy 1968; Rabinowitz et al. 1966; Frank Q Nuttall et
Billington 1984; F. Q. Nuttall et Gannon 1991). In conditions when protein is exchanged with
carbohydrate, for instance when the insulin response to a high-protein vs high-carbohydrate meal is
measured, the insulin response is comparable or lower with the high-protein meal (Chaumontet, Even,
et al. 2015; Acheson et al. 2011; Frank Q Nuttall et Billington 1984; Robinson et al. 1990), and in all
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these studies, the increase in blood glucose level was of lower amplitude after protein containing meals
suggesting that glucose clearance from the blood and glucose use by peripheral tissues was improved.
Acheson et al. in 2011 also showed that high protein meals induced a large increase in energy
expenditure and a lower decrease in lipid oxidation than an isoenergetic carbohydrate meal (Acheson et
al. 2011). The effects of high-protein diets on metabolic health thus remain much debated and we suggest
reading the review by Ranawan et al.64 for a better understanding of the role of protein on insulin
secretion and glycemic control. In our studies, the willingness of self-selecting rats to ingest large
amounts of protein, and the results accumulated in our laboratory on protein-rich diets over the last 20
years, lead us to consider that appetite for protein is probably backed by positive metabolic effects (Tomé
et al. 2020).

Role played by the self-selection process itself

The role played by self-selection itself may deserve future studies. We could not clearly discern
significant effects of the self-selection process on its own in this study. Nevertheless, in addition to
offering the possibility to finely tune the PE and PC ratios, self-selection offers the possibility to
precisely select protein intake at a time when it is the most required. For instance, several studies
reported that protein intake occurs preferentially during the day, while carbohydrate and lipid intake are
preferably ingested at night (Makarios-Lahham et al. 2004), (Larue-Achagiotis et al. 1992; Tempel et
al. 1989; Miller et al. 1994). The other point may be that within each meal, rats have the possibility to
mix or separate ingestion of protein and ingestion of carbohydrates and lipids. We (Jean et al. 2002;
Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016) and others (Miller et al. 1994; Konkle et
al. 2003) have already reported that rats separate protein and carbohydrate intake more readily than
protein and lipid intake. In this study, we again found that the proportion of mixed meals (simultaneous
ingestion of protein and protein-free diets) was lowest (23%) in rats fed the high-carbohydrate protein-
free diet, and gradually increased, but remained in the minority (40%), in those fed the high-fat protein-
free diet. This strategy may reflect the fact that separating protein and carbohydrate intakes would
improve the metabolic response to a meal, a hypothesis supported by evidence that whey protein
consumed before a high-carbohydrate meal reduced food intake and induced a dose-dependent decrease
in blood glucose and insulin levels (Akhavan et al. 2010).

The self-selection process allows for ordering ingestion of the macronutrients during a meal and
adjusting the intake level of the macronutrients to changes in metabolic needs throughout the day-night

cycle. The potential beneficial effects that can be achieved remain largely unexplored.
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Conclusion

Altogether, these results indicate that optimal protein intake is above the levels needed for nitrogen
balance and fluctuates with dietary carbohydrates to maintain a stable protein-to-carbohydrate ratio. The
low plasma levels of FGF21 in self-selecting rats, compared to rats fed a composite diet with 15% of
total energy intake as protein, suggest that they consumed sufficient protein. FGF21 likely plays a role
in directing dietary choices toward protein to maintain a high protein-to-carbohydrate ratio and reduce
the dependence of energy metabolism on insulin.
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Supplementary table 1. Experimental procedures: List of the names of the different groups studied and the
associated diets.

Diets are named according to their protein-to-energy (PE) ratio and carbohydrate-to-non-protein-energy (CnpE)
ratio, corresponding to the amount of carbohydrate in the protein-free part of diet. Names were in the form 100P
(protein diet), xxCnp (carbohydrate-lipid diet) or xxPxxCnp (composite diet).

Group name Protein diet Protein-free diet Composite diets
Experiment 1 P-30Cnp 100P 30Cnp -
P-45Cnp 100P 45Cnp -
P-60Cnp 100P 60Cnp -
P-75Cnp 100P 75Cnp -
15P87Cnp - - 15P87Cnp
Experiment 2 15P-3ch 100P 60Cnp 15P60Cnp
30P-3ch 100P 60Cnp 30P60Cnp
40P-3ch 100P 60Cnp 40P60Cnp
50P-3ch 100P 60Cnp 50P60Cnp
Experiment 3 15P30Cnp - - 15P30Cnp
15P60Cnp - - 15P60Cnp
30P30Cnp - - 30P30Cnp
30P60Cnp - - 30P60Cnp

Supplementary table 2. Method of calculation of protein, glucose and lipid oxidation
Values: Quotient of protein oxidation = 0.825; Quotient of lipid oxidation = 0.700; Quotient of glucose oxidation
= 1.000. NPRQ: Non-protein respiratory quotient; RQ: Respiratory quotient.

Parameter Calculations

NPRQ (RQ - (PE ratio x quotient of protein oxidation)) / (1-PE ratio)

%Gox (NPRQ - quotient of lipid oxidation) / (quotient of glucose oxidation - quotient of
lipid oxidation)

%Lox 1 - %Gox

Pox (kJ) TEE x PE ratio

Gox (kJ) (TEE - PE ratio) x %Gox

Lox (kJ) (TEE - PE ratio) x %Lox

Supplementary table 3. Primer sequences used for liver RNA analysis.
Forward and reverse primers were designed using primer express software (Applied Biosystems). Fgf21l:
fibroblast growth Factor 21.

Forward Primer (5’ to 3°) Reverse Primer (3’ to 5°)
18s ACGGAAGGGCACCACCAGGAG GCACCACCACCCACGGAAACG
Fgf21 CCTGGAGCTCAAAGCCTTGA AAACTGCAGGCCTCAGGATC

94



Supplementary table 4. Body weight and body composition of rats with a choice between a 100P diet, a 60Cnp
diet and a composite diet (15P60Cnp, 30P60Cnp, 40P60Cnp and 50P60Cnp) for 3 wk (Experiment 2)*.

! Values are mean + SEMs, n=6. 2 P are for ANOVA test. Means with different letters within a line are statistically
different, P<0.05 (post-hoc Bonferroni tests). LBM: Lean body mass

15P-3Ch 30P-3Ch 40P-3Ch 50P-3Ch o2
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Initial body weight (g) 281+3.94 282+2.96 282+3.49 283+3.64 0.993
Final body weight (g) 38748.96 374%7.39 376£12.3 377+8.39 0.798
Daily BW gain 5.26+.335 4.64+0.302 4.67+.456 4.73+0.318 0579
LBM (g) 3306.39 32045.17 322+7.03 32046.75 0.627
Fat mass (q) 38.445.12 40.3+3.33 39.4+7.67 38.5£3.18 0.994
Adiposity (%) 9.80£1.19 10.7+0.759 10.2+1.56 10.5+0.685 0.960

Subcutaneous/Total fat ratio 0.437+0.013 0.445+0.008 0.458+0.030 0.440+0.007 0.832
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2.3.2. Etude 2 - Llinteraction protéines-glucides affecte I'équilibre
énergétique, les concentrations plasmatiques de FGF21 et IGF-1, et
I'expression des génes hypothalamiques chez le rat

2.3.2.A. Article principal

Contexte et objectifs de I'étude

Un apport protéique adéquat est essentiel pour la croissance et la maintenance de I'organisme,
ainsi des systémes de régulation sont capables de spécifiquement détecter un apport insuffisant
et d'y répondre en déclenchant des changements de la prise alimentaire, de la dépense
énergétique et de la composition corporelle. Les acides aminés étant impliqués dans I'noméostasie
énergétique, tout comme les glucides et les lipides, les mécanismes contrdlant l'apport en
protéines doivent fonctionner indépendamment mais aussi en combinaison avec les systémes
contrdlant l'apport énergétique global.

FGF21 est un médiateur essentiel des réponses métaboliques liées a la baisse de la teneur en
protéines. Cependant, il a été montré que d’autres parameétres, tels que les concentrations élevées
de glucose ou d'insuline dans le sang, sont capables d’augmenter les concentrations plasmatiques
de FGF21. Cependant, la plupart des études était formulée par un échange entre les protéines et
les glucides ou inversement pour maintenir une teneur en graisses fixe, donc tous ces résultats ne
permettent pas de conclure clairement sur l'interaction possible entre les protéines et les glucides
pour controler la réponse de FGF21. La question de savoir si FGF21 est régulé par la teneur en
protéines ou la teneur en glucides fait encore débat.

L'objectif de cette étude était de quantifier les rbles respectifs des niveaux de protéines et de
glucides alimentaires sur la balance énergétique, les concentrations plasmatiques de FGF21 et
d'IGF-1, et les neurotransmetteurs hypothalamiques (POMC, NPY, AgRP et CART).

Méthodes

Dans un cadre géométrique (« geometric framework ») simplifi€, des rats Wistar males ont été
nourris pendant 3 semaines avec 12 régimes alimentaires contenant 3 a 30% de protéines, et
variant selon la quantité de glucides et de lipides (Expérience 3 - Page 52)

Les analyses statistiques ont été effectuées principalement par des tests ANOVA et des tests de
corrélation.

Résultats principaux

Les paramétres de la composition corporelle étaient majoritairement impactés par la teneur en
protéines des régimes, mais faiblement et de facon moins systématique par la teneur en glucides
et lipides. Le gain de poids corporel était négatif avec le régime 3P, faible avec les régimes 5P et
8P, et plus élevé avec les régimes 15P et 30P (P<2,00e-16). Cela provient majoritairement du fait
qgue la masse maigre était aussi réduite quand la teneur en protéines diminué, notamment sous
15%.

La consommation énergétique augmentait quand la teneur en protéines diminuait (P=0,009). De
plus, elle augmentait quand le ratio glucides/(glucides+lipides) diminuait, lorsqu’il avait plus de
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lipides par rapport aux glucides, sauf dans les régimes 3P et 30P. Nous pouvons supposer que le
régime 30P préserve les rats de cette augmentation de prise alimentaire induite par les régimes
riches en graisses. En paralléle de 'augmentation de la prise alimentaire, nous avons montré que
la dépense énergétique était plus élevée avec les régimes faibles en protéines, 3P et 5P
notamment (P=2,20e-10).

Dans cette étude, les concentrations plasmatiques de FGF21 n’étaient impactées que par les
teneurs en protéines des régimes (P=2.00e-16) et pas par le ratio glucides/(glucides/lipides)
(P=0.844). Les concentrations suivaient une fonction puissance tel que 'augmentation de FGF21
se faisait doucement de 100 a 40 kJ de protéines consommées puis augmentait trés fortement
(R2=0,797).

Conclusion

Cette étude a utilisé 12 régimes différents avec des niveaux de protéines, de glucides et de lipides
variés, qui nous ont permis d'analyser les effets des teneurs en protéines et en glucides dans les
régimes alimentaires sur plusieurs paramétres impliqués dans la régulation de I'équilibre
énergétique. La plupart des organes et des tissus ainsi que la dépense énergétique ont été affectés
uniqguement par la teneur en protéines. FGF21 a également répondu principalement a la teneur en
protéines, ce résultat permet de distinguer les roles spécifiques des niveaux de protéines et de
glucides alimentaires sur la régulation a long terme de la concentration de FGF21 dans le plasma.
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Abstract

Amino acids are involved in energy homeostasis, just as are carbohydrates and lipids. Therefore,
mechanisms controlling protein intake should operate independently and in combination with systems
controlling overall energy intake to coordinate appropriate metabolic and behavioural responses. The
objective of this study was to quantify the respective roles of dietary protein and carbohydrate levels on
energy balance, plasma FGF21 and IGF-1 concentrations, and hypothalamic neurotransmitters (POMC,
NPY, AgRP and CART). In a simplified geometric framework, 7-week-old male Wistar rats were fed
12 diets containing 3 to 30% protein for 3 weeks, in which carbohydrates accounted for 30 to 75% of
the carbohydrate and fat part of the diet. As a result of this study, most of the studied parameters (body
composition, energy expenditure, plasma FGF21 and IGF-1 concentrations and Pomc/Agrp ratio)

responded mainly to the protein content and to a lesser extent to the carbohydrate content in the diet.

Key words. Low-protein diet; FGF21; IGF-1, Protein-carbohydrate interaction; energy balance; body

composition; hypothalamic gene expression.

New & Noteworthy

As mechanisms controlling protein intake can operate independently and in combination with those
controlling energy intakes, we investigated the metabolic and behavioural effects of the protein-
carbohydrate interaction. With a simplified geometric framework, we showed that body composition,
energy balance, plasma FGF21 and IGF-1 concentrations, and hypothalamic Pomc/Agrp ratio were

primarily responsive to protein content and, to a lesser extent, to carbohydrate content of the diet.
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Introduction

An adequate qualitative and quantitative supply of amino acids is essential for growth and health.
Regulatory systems dedicated specifically to the detection of insufficient protein intake operate both
independently and in combination with the systems controlling energy intake to coordinate appropriate
metabolic and behavioural responses (Morrison et Laeger 2015). Thus, these systems are able to sense
a defect in protein intake and to respond by triggering changes in appetite for protein (Larson et al. 2019;
Hill et al. 2019), in energy expenditure, in substrate metabolism and in regulation of various metabolic
processes as well as simultaneously reducing growth to reduce protein requirements.

It appeared recently that fibroblast growth factor 21 (FGF21) is an essential mediator of these responses
(Morrison et Laeger 2015; Hill et al. 2019; Huang et al. 2013; Laeger et al. 2014; Solon-Biet et al. 2015;
Maida et al. 2016; Hill et al. 2017). FGF21 is expressed in multiple tissues (Hill et al. 2019; Staiger et
al. 2017), but its circulating concentrations have been primarily linked to FGF21 synthesis in the liver
(Laeger et al. 2014; Hill et al. 2018; Chaumontet et al. 2019) that is well positioned to sense alterations
in amino-acid intake due to its direct sensing of absorbed amino acids via the portal circulation (Maida
et al. 2016). FGF21 mediates also brain specific responses to fasting (Liang et al. 2014) and protein
deprivation (Hill et al. 2019), and therefore coordinates the hepatic response through a liver-brain
signalling axis. It is now clear that the chronic metabolic effects of FGF21 are mediated through actions
on the central nervous system (CNS) since deletion of the B-klotho receptors in the CNS, but not in
hepatocytes or adipocytes, impairs FGF21 mediated effects on energy homeostasis (BonDurant et
Potthoff 2018; Owen et al. 2014; Talukdar, Zhou, et al. 2016; Lan et al. 2017; BonDurant et al. 2017).
Other parameters than low-protein diets, such as fasting, ketogenic diets, cold (Hondares et al. 2011),
high blood glucose or insulin concentrations and carbohydrate intake (BonDurant et Potthoff 2018; von
Holstein-Rathlou et al. 2016; Sanchez, Palou, et Picd 2009) have been shown to increase plasma FGF21
concentrations. Several studies reported that ingestion of carbohydrate stimulated the release of FGF21,
at least in the short-term. In mice, it has been shown that ingestion of a high-carbohydrate low-protein
diet stimulates FGF21 synthesis and secretion through the high blood glucose delivery, but also the low
amino acid concentration (Chalvon-Demersay et al. 2016). The same study demonstrated that FGF21
synthesis and secretion in the liver are controlled by hepatic glucose levels by ex-vivo analysis of FGF21
MRNA expression in hepatocytes. In agreement with these results, other studies have shown that this
carbohydrate-induced increase in FGF21 gene expression in mouse hepatocytes and liver is mediated
by the transcription factor ChREBP (lizuka, Takeda, et Horikawa 2009; Benhamed et al. 2012). In
humans, it has also been shown that a single monosaccharide (fructose) intake is a powerful but brief
activator of FGF21 secretion (Dushay et al. 2015), as is an excess of dietary carbohydrates (Lundsgaard,
Fritzen, et al. 2017).
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Since in most studies, low-protein diets were formulated by an exchange between protein and
carbohydrate or inversely to maintain a fixed fat content, all these results do not lead to a clear conclusion
regarding the possible interaction between protein and carbohydrate to control the FGF21 response. To
our knowledge, there is only one study in which variations in dietary protein and carbohydrate did not
systematically evolve in opposite directions (Solon-Biet et al. 2016). This study involved, in a
“nutritional framework”, more than 800 mice consuming a wide range of diets, and is thus difficult to
replicate using a rat model which we consider a better model than the mouse to study human nutritional
requirements (Blais et al. 2018; Even, Gehring, et Tomé 2021). The authors concluded that the dietary
protein level was by far the main parameter affecting plasma FGF21 concentrations, but noticed also
that the largest FGF21 responses occurred in the context of a low-protein high-carbohydrate diet and
therefore that carbohydrate also affected FGF21 to some extent.

Furthermore, the interest in the role of FGF21 in protein and energy homeostasis has led to neglecting
somewhat the important role played by insulin-like growth factor-1 (IGF-1). IGF-1 is very much
implicated in the regulation of body composition and therefore protein synthesis. As for FGF21,
nutritional status and protein intake are critical regulators of IGF-1 production (J.-P. Thissen,
Ketelslegers, et Underwood 1994; J. P. Thissen et al. 1991). IGF-1 is a low molecular weight peptide
that mediates the growth-promoting effects of growth hormone (GH). It circulates bound to specific
carrier proteins and possess, to a different extent, sulfation, mitogenic and insulin-like activity (Grant et
al. 1979; Clemmons et al. 1985; Copinschi G et Chatelain P 1985). The principal source of circulating
IGF-1 is the liver, and it is secreted as it is produced. Plasma IGF-1 concentrations are decreased in
patients with poor nutritional conditions (Grant et al. 1979) and rise significantly when the nutritional
status is improved and is considered as a reliable nutritional parameter (Clemmons et al. 1985; Minuto
et al. 1989). The decrease in plasma IGF-1 also appears to be involved in the metabolic adaptation to
starvation since treatment with IGF-1 to prevent the starvation-induced decrease in IGF-1 reduces
weight loss (O’Sullivan et al. 1989). Studies in laboratory animals and volunteer human subjects
revealed a strong relationship between caloric intake, dietary protein, and circulating IGF-I (R. D.
Reeves et al. 1979; Takano et al. 1980; Clemmons et al. 1981). However, that protein rather than energy
balance may be particularly involved in the regulation of IGF-1 can be suspected from the observation
that patients with protein or protein-calorie malnutrition have lower IGF-1 than have patients with
calorie-only malnutrition, and that changes in IGF-1 are correlated with nitrogen balance (Donahue et
Phillips 1989). It appears that IGF-1 responses to changes in nutrition status is much quicker than that
of other protein like albumin or transferrin but require several hours (J.-P. Thissen, Ketelslegers, et
Underwood 1994; Donahue et Phillips 1989), while FGF21 responds on a meal to meal basis (Dushay
et al. 2015). In a previous study conducted in mice, we observed also that the increase in FGF21 and the
decrease in IGF-1 that occurred in response to a decrease in dietary protein content were closely
correlated (Chaumontet et al. 2019).
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There is still debate as to whether FGF21 is regulated solely by the protein content of the diet or whether

the carbohydrates content of the diet also plays a significant role, due to the reported effects of

carbohydrates on the plasma and liver FGF21 levels at least in the short term. The aim of this paper was

to quantify the respective roles of carbohydrates and protein in the long-term regulation of FGF21 and

IGF-1 using various diets in which protein and carbohydrates did not systematically evolve in opposite

directions.

General materials and methods

Animals and housing

T Seven-week-old male rats (215-240 g) of the Wistar RccHan strain were used (ENVIGO, Gannat,
France). The rats were delivered weekly by groups of 10 and assigned randomly to one of the
experimental diets, for a total of 70 rats. After one week of adaptation to the laboratory conditions
(temperature 22°C + 1°C, humidity 60%, 12/12 L/D cycle lights on at 08:00), the rats were singly housed
for three weeks in Plexiglas cages bedded with wood shavings. The experiments were carried out in
accordance with the European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609 EEC)
regarding the care and use of laboratory animals and were approved by the area Ethics Committee
(APAFIS#16996).

Composition of diets and pellet preparation

Twelve diets in which the protein-to-energy ratios (PE) varied from 3 to 30%, and the carbohydrate-to-
carbohydrate+fat ratio, subsequently named the carbohydrate-to-non-protein-energy ratios (CnpE)
varied from 30 to 75% were used (Table 1). We established a fixed value of CnpE ratios rather than a
fixed value of carbohydrates-to-energy ratios in the diet, in order to better control the effects of the
fat/carbohydrates content of the diet that is well known to affect energy intake. The diets were named
according to their PE and CnpE ratios in the form “xxPxxCnp”. The food pellets were prepared twice
per week from dry powders manufactured by the research Sciences de I'Animal et de I'Aliment de Jouy-
en-Josas - Equipe Régimes & Facon (Jouy-en-Josas, France). Proteins were whole milk proteins LR 85F
(Armor Protein, Nantes, France), carbohydrates were corn starch (Roguette, Lestrem, France) and
sucrose (Eurosucre, Paris, France), and fat was soy oil (Bailly SA, Aulnay-sous-bois, France). The LR
85F milk protein is produced by ultrafiltration, and was initially designed for infant nutrition, sports
nutrition, slimming diets, and hospital nutrition. We did not directly measure the nitrogen content of the
batch used during this study, but according to the manufacturer analyses and quality control periodically
performed in the laboratory, protein content amounts 77% of powder weight assuming 6.25g protein per
gram of nitrogen. Its digestibility after accounting for nitrogen losses in urine and faeces was previously

measured in rats of the same strain and age as those used in this experiment and amounts 85%. Therefore,
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digestible protein intake was computed as milk powder intake * 77% * 85% (Table 1). All the diets
were complemented with minerals and vitamins according to the AIN-93 requirements (P. G. Reeves,
Nielsen, et Fahey 1993). The powders were mixed with the necessary amount of water to make a
consistent dough and then formed into pellets sufficient for three days of feeding. The pellets were left
to dry at room temperature for three days before being given to the rats. The diets and water were

provided ad libitum.

Table 1. Composition and energy content of tested diets.

Whole milk protein was provided by Armor protein. According to the manufacturer, control quality measurements
regularly performed by mass spectrometry in our laboratory, protein amounted 77% of the wet weight of the
powder. In addition, from studies performed in collaboration with Pr. Vermorel at unit of Human Nutrition at
Clermont-Ferrand, we previously measured that digestibility after nitrogen losses in urine and faeces was 85%.
Accordingly, the metabolizable energy content of the milk powder was computed as 5.725 * 0.77 * 0.85 = 3.75
kcal/g (15.7 kJ/g). Corn Starch was provided by Roquette, dry matter amounted 88%, digestibility 1 and
metabolizable energy was thus 4.18 * 0.88 = 3.4 kcal/g (15.7 kJ/g). Saccharose was provided by Eurosucre, dry
matter amounted 99.5% digestibility was 1, and metabolizable energy was thus 3.94 * 0.995 = 3.92 kcal/g (16.41
kJ/g). Soy oil was provided by Bailly SA, dry matter was 100% and digestibility 1, so that metabolizable energy
was 9 kcal/g (37.7 kJ/g). The carbohydrate-to-non-protein-energy (CnpE) ratio was computed as the
carbohydrates-to-carbohydrates+lipid content of the diet. We controlled this parameter rather than the
carbohydrates content only of the diet to prevent to numerous different values of the fat content of the diet, since
this parameter is known to affect energy intake. Fixing a limited value of CnpE ratios allowed to vary the
carbohydrates content of the diet and simultaneously to limit to 2-3 different levels the carbohydrates/fat content
in the diet.

a a a a a a a a a a a a
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<t ~ ™ © < ~ ™ © ~ ) < ©
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Whole milk protein (g/kg) 38.8 30.5 73.8 56.7 101 80.9 208 166 151 380 346 319
Corn starch (g/kg) 509 667 379 582 472 629 318 507 575 239 328 402

Sucrose (g/kg) 819 108 610 937 760 101 519 8L7 927 385 528 647
Soy oil (g/kg) 274 980 389 171 254 923 327 149 846 246 176 117
Mineral compound AIN- - 20 ) 3545 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350
93M (g/kg)

Vitamincompound AIN- -, 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100  10.0
93Vx (g/kg)

Cellulose (g/kg) 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500  50.0
Choline chloride (g/kg) 230 230 230 230 230 230 230 230 230 230 230 230
Energy (kJ/g) 203 163 229 179 198 161 215 174 160 197 181 167
Protein-to-energy (PE) 300 300 500 490 800 790 152 150 148 303 301  30.0
ratio (%)

Carbohydrate-to-non-

protein-energy (CnpE) 467 762 467 762 467 762 315 616 762 314 467  6L7
ratio (%)

Carbohydrate-to-energy g5 7,0 298 585 429 702 267 524 649 219 326 432
ratio (%)

Fat-to-energy ratio (%) 517 231 651 365 490 219 581 327 203 478 373 268

Body weight, body composition and tissues sampling

Body weight (g) was measured twice per week throughout the experiments. At the end of the studies,

the rats were anesthetized with isoflurane, blood was collected from the vena cava until cardiac arrest
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and the rats were immediately decapitated to remove the brain to collect the hypothalamus and the
nucleus accumbens (NAcc). The liver and the interscapular brown adipose tissue (IBAT) were also
collected. All samples were dissected quickly, deep-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for
subsequent analysis. Body composition was measured by dissection and weighing of all the fat depots
(visceral, sub-cutaneous, retroperitoneal and epididymal), the main tissues and organs. Lean body mass
(LBM) was computed as body weight minus fat mass, and adiposity as fat mass divided by body weight.
Active metabolic mass (AMM) (g) was computed as the weight of lean body mass plus 20% of the
weight of fat mass (Arch et al. 2006; Even et Nadkarni 2012). AMM was used to normalize energy
intake and expenditure. In previous studies, we have confirmed the validity of this adjustment mode for
body composition (Chaumontet et al. 2019; Even et Nadkarni 2012; Azzout-Marniche et al. 2014;
Nadkarni et al. 2013; Frangois et al. 2017). Initial body composition of rats was estimated from a data
base in which body composition was measured by MRI at the “Small Animal Imaging Platform” of
Paris-Descartes University (Paris, France), and in which we selected of a reference group of 9 rats of
the same strain delivered by the same provider (ENVIGO, Gannat, France). Mean body weight of this
reference group was 267.9+ 2.2g for 269.4+1.4q in the rats of this study.

Energy and water intakes

Food intake (g/d) was measured twice per week by weighing the pellets and was then converted to kJ/d
according to the energy content of the diet and after correction for the pellet water content (Table 1).
The water content at the time of weighing was calculated based on the water evaporation curve
determined on pellets produced at the same time as those given to the rats. Water intake was also
measured during the study and added to the amount of water consumed in the pellets to estimate the

total amount of water consumed (mL/d).

Energy expenditure, food efficiency and protein oxidation

Mean total energy expenditure (TEE) throughout the study was computed by subtracting energy
retrained in the body from energy intake. Energy intake was not corrected for the percent of energy lost
in faeces, on the average 10-15% of the ingested calories (Elvert et al. 2013; Le Bellego et al. 2001).
Therefore, TEE was overestimated by 10-15%. We also assumed that digestibility was not affected by
the dietary protein level (but see discussion) and therefore that the overestimation was similar in all
groups.

Food efficiency (kJ/kJ) was measured from energy intake and the gain in fat and LBM assuming 32.2
kJ for 1g of fat and 7.6 kJ for 1g of LBM (Hall 2008), and computed as energy retained in the body
divided by energy ingested. Protein intake computed from total energy intake times the percentage of

protein in the diet, and evolution of body composition during the study were used to compute protein
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oxidation (Pox) as the difference between protein intake (kJ/d) and the amount of protein fixed in the
body (kJ/d) assuming that protein amounted to 25% of LBM.

Biochemistry

Blood samples (0.5 mL) were collected from the tail vein in EDTA tubes in the morning (10:00-12:00)
from rats that had not been previously fasted. A drop was immediately used to measure blood glucose
with an automatic analyser (Life-Scan, One Touch Vita). Then the blood was centrifuged (5000 g, 15
min, 4°C) and the plasma stored at -20°C until assayed. Plasma concentrations of non-esterified fatty
acids (NEFA), albumin, cholesterol, HDL cholesterol and triglyceride (TG) were determined on an
Olympus AU400 robot (CEFI Bichat-Paris). Plasma insulin, FGF21 and IGF-1 were assayed by ELISA
tests using commercial kits from Mercodia (Rat Insulin ELISA 10-1250-10), BioVendor (Mouse/Rat
FGF-21 ELISA RD291108200R) and Alpco (Mouse/Rat IGF-1 ELISA 22-IGIMS-EQ1). The
Homeostatic Model Assessment of the Insulin Resistance (HOMA-IR) index was calculated as:
(insulinemia (pmol/L)* blood glucose (mmol/L))/405 (Matthews et al. 1985). Liver samples collected
during dissection (80-100 mg) were homogenized in 1 mL of buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris HCL
and 0.1% Triton X-100) (Arakawa et al. 2011) and their TG content was determined using a commercial
kit (Randox).

Molecular biology

RNAs were extracted from liver, hypothalamus and NAcc samples in 1 ml of TRIzol® reagent
(Invitrogen, Breda, The Netherlands), and in IBAT in 1.5 ml of TRIzol® reagent (Invitrogen, Breda,
The Netherlands). The RNA concentrations were measured (NanoDrop One spectrophotometer), and
after dilution, 0.4 ug of total RNA was reverse-transcribed using a high-capacity cDNA archive kit
(Applied Biosystems). Real-time PCR was performed using a StepOne Real-time PCR (Applied
Biosystems) and the Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) as described
previously (Chaumontet et al. 2015). For each run, the efficiency and possible contaminations were
checked. Gene expression was calculated as 2-ACT relative to 18s RNA (liver and IBAT) or RPL13
RNA (hypothalamus and NAcc), used as the housekeeping gene. Target genes and primers used are

detailed in Supplementary Table 1.

Statistical Analysis

Statistical tests were performed using RStudio software (2015; Integrated Development for R, RStudio,
Inc.; Boston, USA) and a threshold of P<0.05 was chosen as significant. Values in the tables are means
+ standard error of the mean (SEM) and values in figures are presented in the form of boxplot (1st
quartile, median, 3rd quartile). Normality of the parameter’s distribution was previously verified by a

Shapiro test and corrected by the Box and Cox transformation before statistical comparisons. Dietary
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PE and CnpE ratios were converted in non-numeric factors and differences between groups were
analysed by 2-way ANOVA test (parameter ~ PE ratio * CnpE ratio) and a post-hoc Bonferroni test. All
groups were presented in the figures when we observed an effect of both PE and CnpE ratios. However,
in most cases, we observed an effect of only the PE ratio, and for clarity, the data have been plotted by
PE ratios only. When ANOVA tests revealed significant effects of both PE and CnpE ratios on a given
parameter, the analysis was continued by performing a stepwise regression analysis to quantify the
respective roles of PE and CnpE ratios on that parameter. Correlation analyses between various
parameters and the PE ratio were also performed in Excel and the significance of the correlation was

assessed using the Pearson correlation coefficient.

Results

Body weight and body composition

Body weight gain was negative in the 3P fed rats, and positive but significantly lower in 5P and 8P fed
rats than in 15P and 30P fed rats (Table 2). The weight of LBM (Table 2), and of all measured organs
and skin (Supplementary Table 2), was reduced when the PE ratio was reduced at or below 8%, while
the CnpE ratio induced no significant effects. The significant decrease in the weights of tail, head and
limbs (Supplementary Table 2) in which bone mass amounts to a significant part of the weight, with
the decrease in the dietary PE ratio, suggests that together with the LBM decrease, bone mass was also
decreased in rats fed diets with less than 15% of protein. Total fat mass, IBAT mass, and to a lesser
extend adiposity and visceral fat mass were affected only by the PE ratio (Table 2). LBM gain was
negative in the P3 fed mice and fat mass gain was also lower than in all the other groups. As a result,
energy retained in the body was extremely low, even when compared to P5 fed rats. The parameter that
was significantly affected by PE ratio and to a lower extent by CnpE ratio was the sub-cutaneous fat
mass that tended to be lower in 15P and 30P fed rats than in low-protein fed ones (Table 2), indicating
that fat tended to deposit more in subcutaneous tissues in low-protein fed rats. In summary, body
composition shows that LBM decreased in rats fed diets with less than 15% protein, but that the changes
in fat mass were less systematic. On the other hand, the CnpE ratio had no significant effects on most

of the parameters of body composition.

Energy, protein and water intake

Energy intake increased as the PE ratio in the diet decreased, but also increased as the CnpE ratio
decreased except for 3P and 30P diets (Figure 1A). Regression analysis showed also that the PE ratio
alone (R2=0.42), but not the CnpE ratio alone (R?=0.04), allowed for a significant prediction of mean
energy intake, but stepwise regression analysis showed that the combination of the PE and CnpE ratios

improved the prediction of mean energy intake (R?=0.56; Figure 1B). Protein intake was primarily
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affected by the PE ratio, the CnpE ratio having only a marginal effect in 5P and 8P fed rats (Figure 1C).
In a stepwise regression analysis, the model including only the PE ratio as predictors of protein intake
(R2=0.97; Figure 1D) was not improved by the addition of the CnpE ratio (R?=0.98). Water intake was
affected by both the PE and CnpE ratios (Figures 1E), being larger with high PE and high CnpE ratios,
i.e. when the protein and carbohydrates contents of the diets were higher. Stepwise regression analysis
also showed that the combination of protein and carbohydrate intakes best predicted water intake
(R2=0.62; Figures 1F) and that catabolism of protein required 15 times more water than that of
carbohydrates (0.266 ml/kJ vs 0.017 mL/kJ).

Table 2. Body weight and composition in response to PE and CnpE ratios.

Values are mean £ SEMs, n=5-6, 3 wks. 1 P for ANOVA test. Means with different letters within a line are
statistically different (P<0.05). CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio; PE ratio: Protein-to-energy
ratio.

pt
o o o o o o

o o o o o o
C A~ A~ E A CE N A 5~5~5~5~5~85~ PE
O O 0O 0O 00 O OV O O O On©
LIl ol 1l S vl ol @1 Qi1 i Qi L1 Qi PE CnpE ratio *
4 C N C MC ©®C & N M © o O ¥ o ©c pE ratio
gegspReEesgsgesasasasasasas X i
™ ™ 1) 1) @ © © © © = =] Q ratio ratio CnpE

ratio

y _ 261 266 269 275 267 276 274 271 272 273 263 266
Initial body Weight (0) 5 57 4304 4432 4455 4581 +3.33 +349 8.2 +2.83 +339 +6.85 +a52 OO0 0-380 0780

N

_ _ 2512 2572 300° 2070 319> 314> 365° 350° 353° 356° 355° 344° <2.00E-
Final body weight (9) 5 41 1459 +0.03 +451 637 4839 4631 +107 4320 4565 3546 +7.85 16 o0 0720

Body weight gain (g 070 838" SL1° 220° 521¢ 381° 906¢ 873 BLE' 36! OLEY 778! <200E- 1.1 oo
YWeIgtgain @) 490 +3.39 4527 +3.97 +3.70 +6.61 +5.03 +3.39 +3.36 +500 +520 418 16 :

Lean bodly mass (9 219 225 253" 255 276° 273 308¢ 306° 307 314 3L 300 <2.00E- . oo
Y g +322 +476 +7.11 +3.73 +565 +552 +6.98 +8.83 +2.88 4567 +511 652 16 :

Lean body mass gain ~ -23.42 -18.82 11.8° 14.2b 36.5% 32,7 68.4¢ 66.5¢ 67.49 73.7¢ 72.0¢ 59.6%

-15
(9) +3.57 542 +8.02 *#4.29 +6.23 +6.27 +7.62 +10.1 +3.00 +6.73 *6.51 *6.52 <10% 0807 0.612

Total white adipose 21.1® 2157 3530 297bc 295ba 282ba 43.1¢ 38.8° 32.6° 29.2° 30.4b 31.5°

tissue (g) +2.52 *159 #2.97 +1.71 +2.06 +4.03 +4.95 #3.15 +1.76 +1.31 #2.12 +1.93 1.11E-4 0302 0.388

o _ 6.45% 8.05% 20.6%¢ 150% 14.8° 13.5% 28.49 2404 17.9¢ 145% 150 16.8%
Adipose tissue gain (9) 5 77 41 13 4306 +1.87 +2.26 +4.42 543 +346 +177 +144 1246 +104 1O =4 0190 0346

Energy retained inthe  30.12 117% 752¢ 590 752¢ 685°¢ 1435¢ 1280¢ 1090 1016 1065 993

<1013 0. )
body (kJ) +111 #41.6 *143 #73.1 #93.8 +170 156 +156 +58.7 +50.8 +88.4 101 107 0.276 0560

Adiposity (% of body ~ 8.35* 8372 11.7°> 9.98> 9.21% 8.88® 11.8> 10.8° 9.23* 8.21@ 8572 9.122

weight) +0.833 £0.651 +0.809 +0.509 £0.569 +1.12 +1.30 +0.688 +0.463 +0.425 +0.592 +0.434 0016 0249 0.300

Sub-cutaneous fat 47.0% 53.4% 47.9% 498 50.6* 524° 42.9° 448 505° 46.8° 483> 4520
mass (% of total fat 0.025 0.027 0.667
+150 +458 +1.08 +0.776 +1.04 +342 +1.19 +1.38 +2.02 +1.66 +1.80 +1.57

mass)
Visceral fat mass (% 18.22 16.9* 16.7® 16.7® 15.9° 15.9° 15.6° 14.2° 153 16.0® 16.2% 15.1% 0019 0226 0825
of total fat mass) +0.792 +0.640 +0.680 +0.413 +0.524 +0.603 +0.761 +0.677 +0.502 +1.68 +1.15 +1.24 ‘ ‘

Total brown adipose 0.6472 0.6722 0.870° 0.798> 0.6922 0.4212 0.6402 0.564% 0.5422 0.5142 0.5502 0.4942

tissue (g) +0.072 £0.059 +0.102 +0.063 +0.064 +0.056 +0.060 +0.040 +0.029 +0.023 £0.037 +0.55 557E-6 0073 0.167

108



Figure 1. Energy, protein and water intake in response to PE and CnpE ratios. 4, C and E: PE and CnpE ratios effects tested by ANOVA (P<0.05) and post-hoc tests (values
with different letter are significantly different). B, D and F: predictive values determined by stepwise regression and prediction quality tested by Pearson correlation test. n=5-
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6, 3 wks. CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio; PE ratio: Protein-to-energy ratio.
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Energy expenditure, food efficiency and protein oxidation

TEE was larger in rats fed the low-protein diets, especially in the groups fed the 3P and 5P diets, and
was also affected by the CnpE ratio (Figure 2A). Stepwise regression analysis showed that use of both
the PE and CnpE ratios more accurately predicted TEE (R2=0.70; Figure 2B) than the PE ratio alone
(R2=0.60). Food efficiency was affected by the PE ratio only and was significantly lower in 5P and 8P
fed rats than in 15P and 30P fed ones and further reduced to zero, in 3P fed rats (Figure 2C).

Pox amounted 94 to 96% of protein intake in 5P, 8P, 15P and 30P fed rats and was larger than protein
intake in 3P fed rats (Figure 2D), meaning that, as testified by the negative gain in LBM, the 3P fed rats
had to mobilize their protein stores to survive. In the 5P and 8P fed rats, the high proportion of dietary
protein that was oxidized (~95%) occurred at the expense of protein deposition since in these rats, the
amount of protein retained in the body was significantly lower than in 15P and 30P fed rats. All groups
taken together, Pox increased as a linear function of protein intake (Figure 2E), and protein retained in

the body as a log function of protein intake (Figure 2F).

110



Article 2 - Protein-carbohydrate interaction effects on energy balance, FGF21, IGF-1 and hypothalamic genes expression in rats

Figure 2. Energy expenditure, food efficiency and protein balance in response to PE and CnpE ratios. 4 and C: PE and CnpE ratios effects tested by ANOVA (P<0.05) and
post-hoc tests (values with different letter are significantly different). B: predictive values determined by stepwise regression and prediction quality tested by Pearson correlation
test. D, E and F: correlation by Pearson test. n=5-6, 3 wks. CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio; PE ratio: Protein-to-energy ratio.
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FGF21 and IGF-1

Plasma FGF21 and IGF-1 concentrations appeared fairly tightly correlated (Figure 3A). Plasma FGF21
concentrations responded to the PE ratio but not to the CnpE ratio (Figure 3B). Accordingly, plasma
FGF21 correlated with dietary protein intake. The relation was best described by a power function
indicating that FGF21 increased slowly when dietary protein intake decreased from 100 to 40 kJ, then
sharply when the protein intake decreased below 40kJ (Figure 3C). Plasma IGF-1 concentrations
responded also only to the PE ratio (Figure 3D). The relation between plasma IGF-1 concentrations and
dietary protein intake was best described by a Log function (Figure 3E) indicating than IGF-1 decreased
abruptly when protein intake decreased below 20 kJ, i.e. in the P3 group.
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Figure 3. Plasma FGF21 and IGF-1 concentrations in response to PE and CnpE ratios. A, C and E: correlation by Pearson test. B and D: PE and CnpE ratios effects tested
by ANOVA (P<0.05) and post-hoc tests (values with different letter are significantly different). n=5-6, 3 wks. CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio; PE ratio:
Protein-to-energy ratio.
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Plasma FGF21 and IGF-1 correlated with energy (Figures 4A and B), protein balance (Figures 4C and
D), body weight gain (Figure 4E and F) and LBM (Supplementary Figure 1). They did not correlate
with total fat mass and adiposity (Supplementary Figure 1).

Figure 4. Plasma FGF21 and IGF-1 concentrations as a function of energy balance, protein balance and body
weight gain. Analysis done by Pearson correlation test. Predictive values determined by stepwise regression and
prediction quality tested by Pearson correlation test. n=5-6, 3 wks.
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Plasma parameters

Blood glucose and plasma HDL concentrations were not affected by the various diets, but plasma NEFA,
albumin, insulin and the HOMA index decreased as the PE ratio decreased (Table 3). Plasma cholesterol
was mildly affected by the CnpE ratio (Table 3), but no clear relation between the CnpE ratio and plasma
cholesterol emerged. Plasma TG concentrations were the only parameters that were affected by both PE
and CnpE ratios (Table 3), the effect of the PE ratio being however much stronger than the effect of the
CnpE ratio: TG increased as the PE ratio increased but in the 30P and 15P fed rats, the increase was
reduced when the CnpE ratio was low. Plasma TG correlated also positively with FGF21 (R2=0.16,
P=0.001) et negatively but poorly with IGF-1 (R2=-0.07, P=0.040).
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Table 3. Plasma and liver parameters in response to PE and CnpE ratios.

Values are mean = SEMs, n=5-6, 3 wks. 1 P for ANOVA test. Means with different letters within a line are
statistically different (P<0.05). CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio; HOMA-IR: Homeostatic
model assessment of insulin resistance; NEFA: Non-esterified fatty acids; PE ratio: Protein-to-energy ratio; TG:
Triglycerides.
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Liver triglycerides

In contrast to plasma TGs, which were mainly affected by the PE ratio, liver TGs were affected almost
exclusively by the CnpE ratio, and increased when the CnpE ratio decreased (Table 3). In opposition to
FGF21, liver TGs correlated negatively with plasma FGF21 (R2=0.10, P=0.007) and positively
correlated with plasma IGF-1 (R2=0.15, P=0.001), but liver and plasma TGs did not correlate (R2=-0.01,
P=0.480).

Gene expression

In the liver, Fgf21 and Igf-1 expressions were affected only by the dietary PE ratio (Table 4) and
correlated with their plasma values (Fgf2l: R?=0.35, P=8.84e-6; Igf-1: R2=0,21, P=1.39e-4). Fas
expression tended to be higher in low-protein fed rats. Cptl expression was affected by the PE ratio, and
to a lesser extent by the interaction between the PE and CnpE ratios (Table 4). Finally, the expression
of Acca, Lpk and Gk were insensitive to the dietary PE and CnpE ratios (Data not shown).
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Table 4. Gene expression vs. 18S in liver (Fgf21, Igf-1, Fas and Cptl) in response to PE and CnpE ratios.
Values are mean £ SEMs, n=5-6, 3 wks. 1 P for ANOVA test. Means with different letters within a line are
statistically different (P<0.05). CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio; PE ratio: Protein-to-energy

ratio.
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In the hypothalamus, it was notable that the expression of Fgf21, and of the FGF21 receptor genes
(Fgf21rl, Fgf21r2b, Fgf21r2c and Fgf21r3) were not modified by the diets (Data not shown). Only Pomc
expression was affected significantly by the diet, and especially by the PE ratio (Figure 5A). Cart, Agrp
and Npy expressions were unaffected by the PE and CnpE ratios (Data not shown). Because Pomc and
Cart expressions on the one hand, and Agrp and Npy expressions on the other hand are considered
closely related, we also investigated whether various combinations of the expression of these
neurotransmitters were affected by the diet. We observed that although Agrp expression was not at all
correlated with the PE ratio (R2=0.002), the Pomc/Agrp ratio was much better correlated with the PE
ratio (R2=0.64; Figure 5C and D) than Pomc expression alone (R2=0.35, Figure 5B) suggesting that the

Pomc/Agrp ratio conveyed to the hypothalamus a more precise information on the dietary PE ratio than

Pomc alone.
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Figure 5. Gene expression vs. RPL13 in hypothalamus (Pomc, and Pomc/Agrp ratio) in response to PE and
CnpE ratios. A, and C: PE and CnpE ratios effects tested by ANOVA (P<0.05) and post-hoc tests (values with
different letter are significantly different). B and D: correlation with PE ratio tested by Pearson correlation test.
n=5-6, 3 wks.CnpE ratio: Carbohydrate-non-protein-energy ratio; PE ratio: Protein-to-energy ratio.
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We investigated also if Npy, Agrp, Pomc and Cart expressions were correlated with plasma FGF21 and
IGF-1 concentrations. Only Pomc was correlated to both FGF21 and IGF-1 (Figure 6A and B), and we
also observed that the Pomc/Agrp ratios was well correlated with FGF21 and IGF-1 (Figure 6C and D).
These results suggested that FGF21 and IGF-1 in plasma and Pomc and Pomc/Agrp ratio in the brain
conveyed the information of the dietary PE ratio.

Finally, in the NAcc, there was no difference between groups regarding the expression of Drl, Dr2, Dor
and Kor (Data not shown). In the IBAT, there was no difference between groups regarding the

expressions of Ucpl, Ucp2 and Ucp3 (Data not shown).
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Figure 6. Gene expression vs. RPL13 in hypothalamus (Pomc and Pomc/Agrp ratio) as a function of plasma
FGF21 and IGF-1 concentrations. Analysis done by Pearson correlation test. Predictive values determined by
stepwise regression and prediction quality tested by Pearson correlation test. n=5-6, 3 wks.
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Discussion

The main result of this study was that long-term regulation of plasma FGF21 concentration depends
exclusively on the dietary protein level and that this is also true for the regulation of plasma IGF-1
concentration. Most of the parameters of body composition and energy expenditure were affected also
by the dietary protein content only, except for energy and water intake which were affected by a
combination of dietary protein and carbohydrate content. In the hypothalamus, Pomc expression and
with more significance the Pomc/Agrp ratio were the parameters most responsive to dietary protein

content.

Effects of the low-protein diets on body composition, protein oxidation, energy expenditure and food
efficiency

Analysis of body composition showed that all organs and tissues were affected by the dietary protein
level, and none of them, including fat mass were affected by the CnpE ratio, with the exception of
subcutaneous fat mass, which was however only slightly impacted by the CnpE ratio. Body weight,
weight of most of the lean tissues and overall LBM were reduced significantly in rats fed the 3P, 5P and

8P diets, and were similar in 15P and 30P fed rats. Fat mass did not exhibit a progressive decrease in
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relation to the decrease in the dietary protein content as observed for the other organs, but did not change
significantly from 5P to 30P diets and was noticeably decreased only in rats fed the 3P. The evolution
of fat mass and LBM led to the fact that the differences in adiposity between the groups finally proved
to be limited and were not correlated with the dietary PE ratio. Weight of IBAT was increased also in
3P and 5P fed rats. Taken together these results showed that the weight of the lean tissues decreased
rapidly as the dietary protein level was decreased below the requirement that in this study appeared to
be between 15% and 8%. The lack of effect of the CnpE ratio on the majority of body composition
parameters was probably due to it being hidden by the stronger effects of protein levels.

Surprisingly, we observed that the 8P and 5P fed rats continued to oxidize up to 95% of their dietary
protein intake rather than preserving the dietary proteins to sustain growth. This result suggests strongly
that protein oxidation plays a very important regulatory function in the metabolic fate of energy
substrates, so strong that the rats apparently preferred to sacrifice growth of lean tissues rather than to
reduce the participation of amino acids in energy production. This result raises an important question,
because it shows that, behind the apparent capacity of rats and other living organisms to deal with a
large variability in dietary protein levels, the role of protein in the regulation of substrate fluxes to
provide energy is very important and is preserved even at the cost of growth. The optimal protein intake
has been suggested to be around 15%, but in this study, even if the 15P fed rats had the highest growth
rate, they also tended to be fatter that the 30P fed ones, suggesting that 30% protein would be a better
level that 15% to sustain growth with an optimal ratio of LBM to fat deposition. The lower adiposity
level of the 30P fed rats may have resulted from the fact that high dietary protein levels increase
postprandial lipid oxidation (Petzke, Riese, et Klaus 2007) and therefore may reduce the retention of
lipids in adipose tissues. Accordingly, in self-selecting rats, many studies have reported that rats prefer
to select a diet in which proteins amount for around 30% of energy, and sometimes more (Even, Gehring,
et Tomé 2021). Therefore, this study has shown that decreasing dietary protein levels below 15% rapidly
slows growth rate, indicating that 15% dietary protein is close to the lowest acceptable level. Finally,
the decrease in tail weight in proportion to the dietary protein level also testified to the essentiality of
protein intake to sustain bone growth (McNulty et al. 2020).

In this study, we observed a significant increase in TEE and a decrease in food efficiency in low-protein
fed rats, that is considered as a metabolic response induced by the increase in plasma FGF21
concentrations (Owen et al. 2014; Markan et al. 2014; Laeger et al. 2016; Cuevas-Ramos et Aguilar-
Salinas 2017). We report here also that food efficiency was reduced by a half in 8P and 5P fed rats, by
80% in 3P fed ones, and was similar in 15P and 30P fed rats. As described in the method section, these
calculations assumed that digestible energy was not affected by the protein level of the diet. However,
one author, Pezeshki et al. who, to our knowledge was the only one to compare as large differences in
dietary protein levels as those used in this study, reported that, compared to 15P fed rats, digestible

energy was unaffected in 10P fed rats, but reduced by ~10% in 5P fed rats and up to 40% in rats fed a
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protein-free diet (Pezeshki et al. 2016). Therefore, it is possible that in this study feed efficiency was
larger than estimated, in particular in P3-fed rats, but given the very low amount of energy retained in
the body by the 3P fed rats (on the average less than11% of the energy retained by the 5P fed rats and
6% of the energy retained by the 15P fed ones (Table 2)), this limitation does not negate the fact that
feed efficiency was reduced in proportion to the reduction in protein intake.

Food efficiency was not affected by the dietary CnpE ratio in all groups, which contradicts the repeated
observation that food efficiency is increased by high fats diets, a mechanism largely suspected to be
responsible for the increase in fat mass and adiposity in high-fat fed subjects (Dulloo et al. 1995; Héliés
et al. 2005). This difference remains to be understood, but it is possible that the reduced food efficiency
induced already by the decrease in the protein content prevailed over a possible CnpE ratio effect and
was part of a general adaptation that allowed these rats to increase energy intake without gaining in
adiposity. In the rats of this study, TEE and food efficiency were also measured by indirect calorimetry,
but in conditions of thermal neutrality (27°C) in order to assess the role played by the cost of thermal
regulation in the increase in energy expenditure observed with the decrease in dietary protein.
Accordingly, energy intake and TEE values measured during indirect calorimetry were on the average
~25% lower that computed from energy balance but confirmed the results by energy balance that TEE
was increased and feed efficiency decreased in the P3 and P5 fed rats. These results will be the subject
of a specific paper being prepared describing which component(s) of energy expenditure (thermal
regulation, intensity and cost of activity, thermogenic response to feeding) sustain the increase in energy

expenditure in low-protein fed rats.

Roles of dietary protein and carbohydrate on FGF21 and IGF-1

One important question to which this study wanted to answer was to decipher the specific roles of the
dietary protein and carbohydrate levels on the long-term regulation of plasma concentrations of FGF21
and IGF-1. For both hormones, the response is clearly that their plasma concentrations respond
exclusively to changes in the dietary PE ratio and protein intake. Plasma FGF21 concentrations
increased abruptly when the PE ratio and protein intake decreased below a threshold level somewhere
between 15% and 8% while IGF-1 concentrations increased from 3 to 15% dietary protein, then levelled
from 15 to 30%. As a result of these symmetrical changes, it appeared that plasma FGF21 and IGF-1
concentrations were fairly closely correlated, suggesting that the mechanisms controlling the secretion
of these 2 hormones are linked. One possibility suggested by Inagaki et al. (2008) may be that FGF21
inhibits growth hormone signalling by increasing resistance to Growth Hormone (GH), and thus that
FGF21 reduces serum IGF-1 by reducing IGF-1 mRNA expression in the liver. As a result, when the
evolution of one or another of the studied parameters was correlated with one of the hormones, it was
also correlated with the other, and therefore it was not possible to decide which was the hormone that

could be suspected to affect this parameter.
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That FGF21 is the signal of protein deprivation is now widely accepted, but FGF21 was shown also to
respond to various other metabolic signals such as food restriction (Hollstein et al. 2020), cold (Hollstein
et al. 2020), lipolysis (Lee et al. 2013), exercise and others (Staiger et al. 2017). FGF21 increases energy
expenditure, stimulates food intake and a specific appetite for protein, and improves glucose tolerance
and insulin sensitivity in the liver and adipose tissue. In this study, plasma FGF21 concentrations were
increased impressively in 8P, 5P and 3P fed rats, but none of these groups were influenced by the ChpE
ratio. This result enters into a conflict with previous reports that showed that FGF21 responds to glucose
or fructose ingestion, and also to conclusions of the study by Solon-Biet et al. (2016) that FGF21
responds more strongly to a low dietary protein intake when it is coupled with a high carbohydrate
intake. One main reason for the lack of significant effects of carbohydrate in this study is certainly
related to fact that, if carbohydrate intake can indeed increase FGF21 concentrations, the FGF21
response to carbohydrate intake is an order magnitude much smaller than the response to low-protein
diets. Lundsgaard et al. (2017) reported that excess carbohydrate intake induced an 8-fold increase of
plasma FGF21, while the response to low-protein diets observed in this study and others corresponded
to at least a 100-fold increase of plasma FGF21. It must be noticed also that changes in plasma FGF21
in response to carbohydrate intake have always been measured in the short-term, and therefore, that no
study has reported long-term changes in plasma FGF21 specifically related to changes in the dietary
carbohydrate content (BonDurant et al. 2017; von Holstein-Rathlou et al. 2016; Dushay et al. 2015;
Adams et Gimeno 2016; Lin et al. 2012; Vienberg et al. 2017). Therefore, it is not surprising that in
conditions where both dietary protein and carbohydrate levels are modified, the long-term effects of
carbohydrates do not appear significant because they are hidden by the much stronger effect of proteins.
On the other hand, while it is clear that protein deprivation induces a strong increase in the appetite for
protein, carbohydrate deprivation does not induce such a response (DiBattista 1991) but at best, as
described by Raubenheimer and Simpson (1997), a mild attempt to eat carbohydrate when possible.
Thus there is little evidence that carbohydrate intake is necessary per se, or that carbohydrate restriction
promotes a specific appetite for carbohydrate (DiBattista 1991). In contrast to fat and carbohydrate,
there is a large and growing literature that demonstrates clearly that animals selectively detect and
adaptively respond to the restriction of dietary protein and that FGF21 is strongly involved in this
response (David Raubenheimer et Simpson 2019; Morrison, Reed, et Henagan 2012; Berthoud et al.
2012).

FGF21 acts centrally to induce the expression of thermogenic genes via activation of the sympathetic
nervous system, as reported by Owen et al. (2014), and the FGF21 action requires corticotropin-
releasing factor (CRF). They proposed that CRF stimulates sympathetic nerve activity which in turn
induces Ucpl expression and lipolysis in IBAT. In this study we found that IBAT weight was slightly
larger in low-protein fed rats but observed no differences in Ucpl expression in IBAT between groups

despite extremely large increases in plasma FGF21 in the low-protein fed rats. This result indicates that
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in this study the increase in TEE was probably not resulting from an increased heat release in the IBAT.
The differences between Owen’s study and our results may be related to the species (rat vs mouse), or
to the fact that, in the Owen study, the increased expression of Ucpl in IBAT was observed after plasma
FGF21 concentrations were increased by two weeks of osmotic pump infusion, whereas in our study,
plasma FGF21 concentrations were increased more physiologically by 2 to 3 weeks of low-protein
feeding.
Concerning IGF-1, we observed that the plasma concentrations of this hormone were inversely
correlated to the plasma concentrations of FGF21 and therefore, logically increased exclusively in
response to the decrease in protein intake. Therefore, in the studies that reported that IGF-1 was reduced
in food restricted rats (Rahmani et al. 2019; Speakman et Mitchell 2011; Breese, Ingram, et Sonntag
1991), it is possible that the decrease in protein intake resulting from the decrease in energy intake may
have been the factor primarily responsible for the decrease in plasma IGF-1 and that IGF-1 responds to
the quantity and quality of the nutrient mix as a function of its capacity to promote growth.
Correlation analyses of FGF21 and IGF-1 with the PE ratios and protein intake showed that FGF21 was
not much affected as long as protein intake remained above 40 kJ/d (PE ratio > 8%) then it increased
considerably. In contrast, IGF-1 concentrations increased continuously while protein intake increased
from 10 to 40 kJ/d (PE ratio = 3 to 15%) and then levelled out from 40 to 80 kJ/d (PE ratio = 15 to 30%)
which fits with the global evolution of body weight, body composition and bone growth. Therefore, if
changes in plasma FGF21 and IGF-1 concentrations are correlated, it appears that the threshold at which
significant changes in plasma levels are induced by protein intake are different, and higher for FGF21
than for IGF-1. Our interpretation of these results is that IGF-1 would respond to protein content by
decrease significantly when protein intake was very low, while FGF21 would respond more early as
soon as dietary protein content decreased below 10-15% in order to induce behavioural changes, in
particular the motivation to seek out and ingest protein rich diets (Chaumontet et al. 2018; Adams et
Gimeno 2016; Talukdar, Owen, et al. 2016).

Energy and protein intake regulation in the hypothalamus

Neurotransmitters analysed in our study (POMC, CART, NPY and AgRP) are important regulators of
energy intake (Davidenko et al. 2013; Wen et al. 2018). Both POMC and CART are involved in the
inhibition of food intake. NPY is considered one of the most potent neurotransmitters stimulating food
intake, but with short-lived effects, in contrast to AgRP which is considered the most robust chronically
orexigenic molecule (Schwartz et al. 2000). We observed that Cart, Npy and Agrp expressions were
insensitive to the PE and CnpE ratios, a result that contrasted with previous reports (White et al. 1994),
including from our group (Chaumontet et al. 2018). In contrast, we observed that Pomc expression was
lower in low-protein fed rats. However, it was the Pomc/Agrp ratio that best correlated with the dietary

PE ratio. This result shows that the decrease in the dietary protein content, and by extension to protein
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intake, was translated into the hypothalamus by a decrease in the expression of Pomc and more finely
in the Pomc/Agrp ratio. These results can be interpreted as a relaxation of signals inhibiting energy
intake rather than a simulation of signals stimulating food intake. On the other hand, Pomc expression
and the Pomc/Cart ratio were correlated also with the CnpE ratio, which may suggest that a subtle
balance in Pomc, Cart, Npy and Agrp expressions modulate the metabolic and behavioural responses to
both protein and energy intake in the hypothalamus (Berthoud et al. 2012; Chaumontet et al. 2018).

Because FGF21 and IGF-1 cross the blood-brain barrier to activate neurons in the brainstem and
hypothalamus, and to induce responses affecting energy balance and feeding behaviour, we studied also
the relation between plasma concentrations of FGF21 and IGF-1 with these brain neurotransmitters. It
appeared that Pomc and Pomc/Agrp correlated with both FGF21 and IGF-1, but also correlated with
very similar accuracy as testified by the fact that the coefficients of determination were extremely close
in all cases, which was not necessarily expected since the coefficients of determination linking FGF21
and IGF-1 were only equal to 0.39. Therefore, we can consider the hypothesis that FGF21 and IGF-1
acted to adjust the Pomc/Agrp/Cart/Npy balance in the hypothalamus in response to protein and energy
intake. Consistent with these findings, some authors have shown that FGF21 administration (as a single
administration in rats or by infusion for 2 weeks in obese mice) increased food intake in parallel with
increased expression of Agrp and Npy (Recinella et al. 2017; Coskun et al. 2008), and decreased
expression of Cart and Pomc (Recinella et al. 2017) in the hypothalamus. In addition, one study showed
that FGF21-KO mice had higher levels of Pomc expression and lower levels of Agrp expression in the

hypothalamus compared with wild-type mice(Badman et al. 2009).

Conclusion

This study used 12 different diets with various protein, carbohydrate and lipid levels, and created a
dietary framework that has allowed us to analyse the effects of the dietary protein and carbohydrate
contents on several parameters involved in the regulation of energy balance. Most of the organs and
tissues and energy expenditure were affected only by the dietary protein content. Plasma FGF21, IGF-
1 and hypothalamic Pomc expression and Pomc/Agrp ratios responded also primarily to the dietary
protein content. This study has deciphered the specific roles of dietary protein and carbohydrate levels

on the long-term regulation of plasma FGF21 concentration.
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Supplementary Table 1. Primer sequences used for liver RNA analysis.
Forward and reverse primers were designed using primer express software (Applied Biosystems). Acca: Acetyl-coA carboxylase a; Agrp: Agouti-related protein precursor;
Cart: Cocaine and amphetamine Regulated; Cptl: Carnitine palmitoyltransferase la-liver isoform; Drl: Dopamine receptor 1; Dr2: Dopamine receptor 2; Dor: Opioid
receptor (Oprdl); Fas: Fatty acid synthase; Fgf21: fibroblast growth Factor 21; Gk: Glucokinase; Igf-1: Insulin Growth Factor 1; Kor: Opioid receptor; Lpk: Liver-pyruvate
kinase; Npy: Neuropeptide Y; Pomc: Proopiomelanocortin precursor; Rpl13: Ribosomal Protein L13; Ucpl: Uncoupling Protein 1; Ucp2: Uncoupling Protein 2; Ucp3:

Uncoupling Protein 3.

Forward Primer (5’ to 3°)

Reverse Primer (3’ to 5°)

Housekeeping genes
18s
Rpl13
Liver genes
Acca
Cptl
Fas
Fgf21
Gk
Igf-1
Lpk
Hypothalamus genes
Agrp
Cart
Fgf21l
Npy
Pomc
NAcc genes
Drl
Dr2
Dor
Kor
Brown adipose tissue genes
Ucpl
Ucp2
Ucp3

ACGGAAGGGCACCACCAGGAG
GGATCCCTCCACCCTATGACA

TGGTGCAGAGGTACCGAAGTG
TCTCTGGATGCGGTAGAAAAGG
TGCTCCCAGCTGCAG
CCTGGAGCTCAAAGCCTTGA
TTGAGACCCGTTTCGTGTCA
TCTGCCAAACTGCAACAAGAAT
TGATGATTGGACGCTGCAA-

TGGTGCCCTTGACCAAAGTT
CCGAGCCCTGGACATCTACTC
CCTGGAGCTCAAAGCCTTGA
GGGAGCCTGAGAAACGGC
AGGCCTTTCCCCTAGAGTTCAA

GCCCCGAGGCTCCATCT
CCATCAGCATTGACAGGTACACA
CGTGCTCGTCATGTTTGGAA
GCATTTGGCTACTGGCATCA

CGTACCAAGCTGTGCGATGT
TGAAAGCCAACCTCATGACAGA
GGGATCCTGGAACGTGATGA

GCACCACCACCCACGGAAACG
CTGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

CGTAGTGGCCGTTCTGAAACT
CTCTATATCCCTGTTCCGATTCGT
GCCCGGTAGCTCTGGGTGTA
AAACTGCAGGCCTCAGGATC
AGGGTCGAAGCCCCAGAGT
AGCCCAGCTTCTCCATCCA
GAGTTGGTCGAGCCTTAGTGATC

AATTTCTGCCCCCACAGATG
AAATACTGACCAGCTCCTTCTCATG
AAACTGCAGGCCTCAGGATC
CCTGGTGGTGGCATGCAT
GTCGGCCTTCTCGGTATCC

ACGGCATGAGGGATCAGGTA
CAGTAACTCGGCGCTTGGA
AAGGCCAGATTGAAGATGTAGATGT
GACATCCACATCTTCCCTGACTT

GACCCGAGTCGCAGAAAAGA
CAATGACGGTGGTGCAGAAG
TGGAGATTCCCGCAGTACCT
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Supplementary Table 2. Body composition of rats according to their PE and CnpE ratios after 3 wk of diet.
Values are mean £ SEMs, n=5-6, 3 wks. 1 P for ANOVA test. Means with different letters within a line are statistically different (P<0.05). CnpE ratio:
protein-energy ratio; PE ratio: Protein-to-energy ratio.

Carbohydrate-non-

§ @ 5 @ 5 @ 5 @ 5 @ 5 s S 58 58 58 58 & ¢ & P
L gL gf gL 2L pL Feb EeL peolL ol gL EoL PE ratio~
5 = % 5 % S © 9 9 = = =] PE ratio CnpE ratioCan ratio

Liver (g) 6.822 6.702 8.340 8.230 8.59P 8.48P 11.3¢ 11.5¢ 10.2¢ 11.7¢ 11.5¢ 11.0¢ <2.00E-16 0.298 0.531
+0.185 +0.202 +0.346 +0.218 +0.341 +0.504 +0332 +0.751 +0.440 +0.434 +0.225 +0.516

Kidneys (g) 1.442 1.412 1.65° 1.55b 1.77° 1.76° 2.03¢ 2.11¢ 2.03¢ 2.204d 2.23d 2.19d <2.00E-16 0.918 0.581
+0.078 +0.028 +0.052 +0.034 +0.033 +0.074 +0.043 +0.081 +0.083 +0.069 +0.058 +0.059

Pancreas (g) 0.7712 0.8642 0.963% 1.062 1.20b¢ 1.19bc 1.32¢ 1.31¢ 1.34¢ 1.28¢ 1.24¢ 1.37¢ 2.74E-8 0.648 0.893
+0.026 +0.074 +0.081 +0.083 +0.080 +0.088 +0.063 +0.114 +0.121 +0.051 +0.075 +0.083

Spleen (g) 0.3392 0.4332 0.460% 0.490% 0.490° 0.550° 0.728¢ 0.697¢ 0.676°¢ 0.772¢ 0.713¢ 0.728¢ 2.00E-15 0.161 0.619
+0.031 +0.018 +0.033 +0.028 +0.41 +0.063 +0.049 +0.034 +0.027 +0.030 +0.017 +0.029

Gastrocnemius 2.592 2,722 3.16° 2.97° 3.25P 3.15P 3.43¢ 3.55¢ 3.51°¢ 3.47¢ 3.54¢ 3.32¢ 8.75E-14 0.599 0.224

muscle (g) +0.029 +0.074 +0.144 +0.100 +0.064 +0.067 +0.138 +0.081 +0.061 +0.105 +0.075 +0.043

Head (g) 29.92 30.42 33.0° 33.1P 35.1P 33.8° 38.4¢ 37.4¢ 38.5¢ 38.0¢ 37.8¢ 37.2¢ 1.02E-13 0.767 0.758
+0.644 +0.749 +1.30 +0.267 +1.04 +0.780 +0.790 +1.02 +0.664 +0.564 +1.06 +0.672

Tail (g) 6.172 6.362 6.342 6.852 7.51P 7.120 8.04¢ 8.05¢ 7.94¢ 8.26°¢ 7.87¢ 7.85¢ 8.45E-14 0.836 0.162
+0.220 +0.143 +0.327 +0.155 +0.269 +0.170 +0.175 +0.221 +0.112 +0.203 +0.243 +0.144

Limbs (g) 4.672 4,732 5.220 5.040 5.19% 5.10% 5.39¢d 5.55¢d 5.61¢d 5.67¢ 5.614 5.414 2.15E-7 0.758 0.571
+0.110 +0.112 +0.231 +0.118 +0.069 +0.051 +0.136 +0.189 +0.115 +0.187 +0.116 +0.153

Carcass (g) 1092 1122 127° 1290 143¢ 138¢ 1534 1504 1554 1544 1524 1474 <2.00E-16 0.671 0.459
+2.18 +2.52 +4.13 +2.82 +3.19 +2.50 +4.14 +4.86 +0.759 +3.26 +2.86 +3.53

Skin (g) 33.22 35.82 38.82 37.32 43,20 441> 53.8¢ 53.5¢ 49.0° 51.8¢ 53.2¢ 50.7¢ <2.00E-16 0.701 0.099
+0.921 +2.19 +1.35 +0.399 +0.711 +1.45 +1.28 +2.21 +1.50 +1.70 +1.26 +1.93

Epididymal fat mass 3.562 3.642 5.65% 4,47 4,953 4,953 9.06¢ 7.68¢ 5.91¢ 5.64% 6.38% 6.37% 3.09E-6 0.141 0.097

(9) +0.376 +0.136 +0.547 +0.190 +0.472 +0.912 +1.11 +0.778 +0.327 +0.360 +0.874 +0.637

Mesenteric fat mass 3.812 3.832 5.900 4,97 4,65% 4,032 6.66°¢ 5.48¢ 5.09¢ 4,602 4,83abe 4,728bc 0.005 0.114 0.427

(9) +0.430 +0.214 +0.582 +0.334 +0.232 +0.607 +0.711 +0.424 +0.190 +0.366 +0.291 +0.495

Retroperitoneal fat 3.802 4.072 6.950 5.49% 5.042 4,71 8.79¢ 8.26°¢ 5.25¢ 5.21@ 5.40% 6.24% 0.005 0.048 0.172

mass (g) +0.539 +0.657 +0.802 +0.589 +0.678 +1.07 +0.924 +0.864 +0.978 +0.346 +0.662 +0.509

Subcutaneous fat 10.02 11.22 16.85 14.7bc 14.8bc 14 5bc 18.6¢ 17.3¢ 16.4¢ 13.7° 14.7° 14,20 2.98E-4 0.813 0.657

mass (g) +1.30 +0.644 +1.18 +0.695 +0.786 +1.96 +2.39 +1.40 +0.673 +0.963 +1.25 +0.772
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Supplementary Figure 1. Plasma FGF21 and IGF-1 concentrations as a function of fat mass and adiposity. Analysis done by Pearson correlation test. n=5-6, 3 wks.
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2.3.2.B. Résultats complémentaires

Composantes de la dépense énergétique responsables de l'augmentation de la dépense
énergétique totale chez des rats nourris avec des régimes a faible teneur en protéines.

Méthodes

Cette expérience complémentaire avait pour but d’étudier les différentes composantes de la
dépense énergétique totale pour comprendre laquelle ou lesquelles étaient impactée(s) avec un
régime faible en protéines. En effet, il a été montré dans I'étude principale que la dépense
énergétique totale était augmentée lorsque les rats étaient nourris avec des régimes a faibles
teneurs en protéines.

Pour cela, I'évolution de la dépense énergétique en réponse a la température ambiante et a
l'ingestion d'un repas a été mesurée. Cing rats nourris avec un régime a 5% de protéines (5P) et
cing rats nourris avec un régime a 15% de protéines (15P) ont été logés a tour de role dans une
cage de calorimétrie a 18h sans acces a la nourriture. La température de la cage était controlée
en continue et était initialement régulée a 19-20°C par un systéme Peltier refroidissant I'air autour
de la cage. A 3h (soit 8 heures aprés le début des mesures), la température était automatiquement
régulée a 27°C (correspondant a la thermoneutralité) grace a un systéeme de chauffage
enveloppant la cage. Les niveaux de dépense énergétique totale, de dépense énergétique de repos
et d'activité ont été comparés entre 20°C et 27 °C pour évaluer le colt de la régulation thermique.

Durant la deuxiéme partie de ces enregistrements, la thermogénése alimentaire a aussi été
mesurée. Ainsi, a 9h (soit bien aprés le changement de température), un repas test de 40 kJ a été
introduit dans la cage, et I'enregistrement des échanges respiratoires a été poursuivi jusqu'a 17h.
La thermogénése alimentaire a été calculée comme l'augmentation induite par l'ingestion du repas
test de la dépense énergétique de repos a partir du niveau avant le repas.

La mesure continue des échanges respiratoires et de I'activité motrice spontanée a permis de
suivre les changements a court terme de la dépense énergétique totale et de repos, et de mesurer
précisément les changements induits par la température et l'alimentation. Une capture d'écran
d'un enregistrement individuel est présentée dans la Figure 1.
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Figure 1. Exemple d’enregistrement individuel par calorimétrie indirecte de la dépense énergétique totale (TMR) et de la dépense énergétique de repos (RMR). Les
données sont présentées en paralléle des mesures de température et d’activité. L’ensemble permet de mesurer précisément les changements induits par la
température et I'alimentation (marqué par les fléches).
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Résultats principaux

L'évolution moyenne de la température de la cage, de la dépense énergétique totale (TMR), du
niveau d'activité et de la dépense énergétique de repos (RMR) pendant la transition de 20°C a
27°C est présentée dans la Figure 2. Le passage a 27°C a diminué la TMR, l'activité et la RMR
chez les rats nourris & 15P et 5P. A 27 °C, aucune différence n'a été observée entre les groupes. A
20°C, le niveau d'activité et la RMR étaient plus élevés dans le groupe 5P que dans le groupe P15.
En conséquence, la diminution de la RMR induite par I'augmentation de la température de la cage
a également eu tendance a étre plus élevée dans le groupe 5P que dans le groupe 15P (-40+2%
vs -35+1%). Malgré un niveau d'activité plus élevé, les différences de TMR n'étaient pas plus
importantes que les différences de RMR, car le colt de l'activité était Iégerement plus faible dans
le groupe 5P que dans le groupe 15P (0,060+0,005 vs 0,073+0,008 W/unité d'activité, P=0,20).

Figure 2. Evolution de la dépense énergétique totale (TMR), du niveau d'activité et de la dépense énergétique
de repos (RMR) pendant le changement de température de 20°C & 27 °C. Les moyennes de chacun de ces
parameétres ont été comparées par ANOVA (paramétre ~ niveau de protéines * température) et par test post-
hoc (P<0.05).
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La thermogénése postprandiale a été mesurée a thermoneutralité pour éviter toute interférence
avec la thermorégulation. L'ingestion du repas test de 40 kJ (soit 5P soit 15P) induisait une
thermogénése deux fois plus élevée dans le groupe 5P que dans le groupe 15P (respectivement
27,02+1,1% contre 13,8%+3,1% des calories ingérées) (Figure 3).

Figure 3. Evolution de la thermogénése postprandiale suite a I'ingestion d’un régime faible en protéines (5P
ou normo-protéique (15P). Elle a été calculée comme étant I'augmentation induite par l'ingestion du repas
test de la dépense énergétique de repos (RMR) a partir du niveau avant le repas. La moyenne a été
comparée par ANOVA (paramétre ~ niveau de protéine) et par test post-hoc (P<0.05).
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Conclusion

Cette étude complémentaire indique que le niveau plus élevé de dépense énergétique mesuré chez
les rats sous un régime faible en protéines résulte d'un colt de régulation thermique Iégérement
plus élevé ainsi que d’une thermogénése postprandiale plus élevée. L'ensemble de ces réponses
induirait une augmentation de la dépense énergétique totale de 15 a 20 % dans des conditions de
vie habituelles, ce qui est proche de ce qui a été mesuré par I'étude du bilan énergétique dans
I’étude principale.

Nous pouvons tout de fois nuancer le résultat concernant le colt de la régulation thermique. Il
semble en effet que la différence entre 15P et 5P est plus importante en début d’expérience que
vers la fin, avant le changement de température (Figure 2C). Cette différence pourrait étre due au
résidu de thermogenése alimentaire, car les rats étaient mis a jeun au début des mesures, et pas
en amont. La différence de thermorégulation entre 15P et 5P a 20°C ne semble alors pas
complétement certaine.

Ces résultats complémentaires donneront lieu a I’écriture d’un article supplémentaire.
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2.3.3. Etude 3 - D’aprés les concentrations plasmatiques de FGF21 et la
consommation spontanée de protéines en conditions de choix, 15% de
protéines semblent étre insuffisant pour les rats

Contexte et objectifs de I'étude

Le besoin en protéines a été déterminé a 10-15% d'énergie. Cependant, sous condition d’auto-
sélection alimentaire (« dietary self-selection » DSS), il a été montré que les rats ingérent 25-30%
d'énergie sous forme de protéines. Ce qui peut s’expliquer par le fait que les acides aminés qui
composent les protéines sont catabolisés pour alimenter le métabolisme énergétique, et les
protéines participent donc avec les lipides et les glucides au controle du métabolisme énergétique.

FGF21 est décrit comme le principal facteur qui signale I'adéquation des niveaux d'apport
protéique. Dans I'article 1 (Page 59), nous avons rapporté que sous DSS, les rats régulaient FGF21
a des concentrations inférieures a celles mesurées dans le groupe témoin nourri avec un régime a
15% de protéines. Cette observation nous a conduit a émettre I'hypothése que si un taux de
protéines de 15% dans le régime alimentaire était effectivement suffisant pour assurer
I'noméostasie protéique, il était peut-étre inférieur au taux de protéines nécessaire pour assurer
une homéostasie énergétique optimale.

L'objectif de cette étude était de mesurer les changements dans la prise alimentaire, le poids
corporel, la composition corporelle et les concentrations de FGF21 et d'IGF-1 dans une premiére
expérience chez des rats nourris avec des régimes contenant 8, 15, 30, 40 ou 50% de protéines.
Puis, dans une deuxiéme expérience, 'objectif était de déterminer si les concentrations de FGF21
mesurées chez des rats nourris avec un régime standard contenant 15% de protéines étaient
relatives a la consommation spontanée de protéines sous DSS.

Méthodes

Deux groupes de rats Wistar males adultes ont été utilisés dans cette étude, dans le but de :

e Déterminer les changements dans la prise alimentaire, la composition corporelle et les
concentrations plasmatiques de FGF21 et d'IGF-1 chez les rats nourris avec des régimes a 8,
15, 30, 40 ou 50% de protéines par énergie (Expérience 3 - Page 52)

e Déterminer si les niveaux de FGF21 mesurés chez les rats étaient liés a leur consommation
spontanée de protéines. Les rats ont été nourris avec un régime a 15% de protéines, et ont
ensuite pu choisir entre un régime purement protéique et un régime sans protéine. (Expérience
4 - Page 53)

Les analyses statistiques ont été effectuées principalement par des tests ANOVA et des tests de
corrélation.

Résultats principaux

Dans le premier groupe, un régime 15P semblait entrainer une croissance similaire a celle
observée avec les régimes 30P. Cependant, le régime 15P ne permet pas une progression optimale
de la composition corporelle en raison d'une tendance a fixer plus de graisse et d'énergie dans
I’'organisme. Les concentrations plasmatiques variables et plus élevées de FGF21 dans le régime
15P par rapport au 30P (P=4,75e-6) suggeraient un déficit d'apport protéique.
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Dans le deuxiéme groupe, aprés avoir été nourris avec un régime a 15% de protéines, le passage
sous DSS avec un régime 100P et un régime sans protéine a réduit drastiquement les
concentrations plasmatiques de FGF21. Ces rats en choix passaient alors d’'un ratio
protéines/énergie (PE) de 15% (imposé) a un ratio PE d’environ 27% (choisi). Nous nous sommes
donc intéressés au lien possible entre les concentrations de FGF21 sous régime P15 et le ratio PE
sélectionné. D’aprés nos résultats, il n'y avait pas de corrélation entre ces deux parameétres
(P=0,350).

Conclusion

Un régime a 15% de protéines permet une prise de poids maximale, mais ne semble pas permettre
une évolution optimale de la composition corporelle dans la mesure ou il tend a favoriser la fixation
d'une quantité de masse grasse plus importante que celle observée avec les régimes
hyperprotéinés. Un certain nombre d'individus semblent en effet plus sensibles a I'obésité lorsqu'ils
sont nourris avec un régime riche en glucides. Les niveaux de FGF21 plasmatique dans le régime
a 15% étaient trés variables et en moyenne plus élevés que dans les régimes hyperprotéinés. Ce
résultat suggére que FGF21 signale un déficit d'apport en protéines chez ces individus. D'autres
études sont nécessaires pour déterminer si la variabilité des concentrations plasmatiques de
FGF21 est liée a la variabilité individuelle de la tendance a prendre de la masse grasse lors de ce
méme régime.

L'absence de corrélation entre les niveaux de FGF21 sous régime a 15% de protéines et les niveaux
d'apport protéique mesurés chez les mémes individus sous DSS suggere que les niveaux de FGF21
sous régime a 15% ne semblent pas étre représentatifs des besoins individuels en protéines.
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Article 3 - Plasma FGF21 concentrations and spontaneous self-selection of protein suggest that 15% protein in the diet may
not be enough for male adult rats
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not be enough for male adult rats

Abstract

Protein requirement has been determined at 10-15% energy. Under dietary self-selection, rats ingest 25-
30% energy as protein and regulate FGF21 (a hormone signaling protein deficiency) to levels lower than
those measured with a 15% protein (15P) diet. Our hypothesis is that if a 15P diet was indeed sufficient
to ensure protein homeostasis, it is probably a too low protein level to ensure optimal energy
homeostasis. Adult male Wistar rats were used in this study. The first objective was to determine the
changes in food intake, body composition and plasma FGF21 and IGF-1 concentrations in rats fed 8P,
15P, 30P, 40P or 50P diets. The second was to determine whether the FGF21 levels measured in the rats
were related to spontaneous protein intake. Rats were fed a 15P diet and then allowed to choose between
a protein diet and a protein-free diet. Food intake and body weight were measured throughout the
experiments. Body composition was determined at different experimental stages. Plasma samples were
collected to measure FGF21 and IGF-1 concentrations. A 15P diet appears to result in higher growth
than that observed with the 30P, 40P and 50P diets. However, the 15P diet probably does not provide
optimal progression of body composition owing to a tendency of 15P rats to fix more fat and energy in
the body. The variable and higher concentrations of FGF21 in the 15P diet suggest a deficit in protein
intake, but this does not appear to be a parameter reflecting the adequacy of protein intake relative to

individual protein requirements.

Key words. Dietary self-selection; Protein intake; High-protein diet; Fibroblast growth factor 21;

Insulin growth factor 1.

New & Noteworthy

Under dietary self-selection, rats choose to ingest 25-30% of energy as protein, a value higher than the
protein requirement (10-15%). According to our results, this higher spontaneous intake reflects the fact
that rats fed a 15% protein diet, compared to high-protein diets, tend to bind more fat and have higher
concentrations of FGF21, a hormone signalling protein deficiency. A 15% protein diet appears to be

sufficient for protein homeostasis, but not for optimal energy homeostasis.
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Introduction

Protein requirements for humans have been established at 0.8 g/kg/d, which corresponds to about 10-
15% energy intake (FAO/WHO/UNU Expert Consultation 1985). This value is considered to ensure,
with a good margin of safety, the protein requirements that allow renewal of body proteins. However,
the amino acids that make up proteins are all eventually catabolized to fuel energy metabolism. In this
context, in combination with carbohydrates and lipids, these amino acids participate in the control of
hormonal secretions and regulate the use of energy substrates. The amino acids also contribute to the
regulation of body weight and fat mass. Protein-rich diets seem to have the potential to reduce food
intake and limit fat mass gain in the long term, especially in obese subjects (Johnstone et al. 2008; Skov
etal. 1999). In addition, in our hands, about 30% of rats fed a 15% protein diet develop a visceral obesity
(Azzout-Marniche et al. 2019; Nadkarni et al. 2013), a phenomenon that is not observed in rats fed diets
containing 30 to 50% protein (Jean et al. 2001).

The most recent data suggest that the hormone Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21) is the main factor
that signals adequacy of protein intake levels (Hill et al. 2019; 2018; Laeger et al. 2014). FGF21
increases when protein intake levels decrease, and this increase becomes exponential when intake levels
fall below those required for nitrogen balance. This increase in FGF21 concentrations can induce
behavioral adaptations (e.g. search for additional protein sources), as well as metabolic adaptations that
allow the organism to reduce the deleterious consequences of a reduction in protein intake levels (Lin,
Liu, et Hu 2017). Therefore, FGF21 has profound effects on metabolic homeostasis, which may be
therapeutically targeted for the treatment of human disease (Markan et Potthoff 2016).

We recently reported that under dietary self-selection conditions, rats ingest more protein than the 10-
15% required and regulate FGF21 at lower concentrations than those measured in the control group fed
a 15% protein diet (Gehring et al. 2021) and further showed that this large protein intake occurred despite
the fact that the protein diet was less preferred than the fat-carbohydrate diet (Makarios-Lahham et al.
2004). We moreover showed that FGF21 concentrations are also lower in rats fed a high protein diet
(30%) compared to the same control group. This observation led us to hypothesize that while a 15%
protein level in the diet was indeed sufficient to ensure protein homeostasis, it may have been lower
than the protein level required to ensure optimal energy homeostasis due to a low protein-to-
carbohydrate (PC) ratio. Indeed, one result from the analysis of protein intake levels in self-selecting
rats is that rather than defending a given protein intake, these animals tended to defend a PC ratio of 60-
80%, much higher than the 20-30% ratio that prevails in reference diets for rats and humans (Gehring
et al. 2021; Even, Gehring, et Tomé 2021). In this context, some experiments have indeed shown that
increasing the PC ratio in the human diet can improve certain metabolic parameters (Devkota et Layman
2011).
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The purpose of this study was to measure changes in food intake, body weight, body composition, and
FGF21 and IGF-1 concentrations in a first experiment with rats fed diets containing 8, 15, 30, 40 and
50% protein levels. Then, in a second experiment, the goal was to determine whether FGF21
concentrations measured in control rats fed a standard diet containing 15% protein were relative to

spontaneous protein consumption under dietary self-selection conditions.

General materials and methods

Animals and housing

The experiments were carried out in accordance with the European Communities Council Directive of
24 November 1986 (86/609 EEC) regarding the care and use of laboratory animals and were approved
by the French Ethical Committee (APAFIS#16996).

Seven-week-old male rats (215-240 g) of the Wistar RccHan strain were used (ENVIGO, Indianapolis,
United States). A total of 59 rats was used: 35 for Experiment 1, and 24 for Experiment 2 (details of
both experiments are given in the following paragraphs). Our choices of group size were based on the
variability of measured parameters according to studies previously conducted in our laboratory. After
one week of adaptation to laboratory conditions (temperature 24°C + 1°C, humidity 60%, 12/12 L/D
cycle lights on at 08:00), the rats were singly housed in Plexiglass cages bedded with wood shavings,

and randomly assigned to one of the experimental diets according to the study design.

Experimental diets and pellet preparation

In this study, three types of diets were used: protein diet, protein-free diet and composite diet (Table 1).
The protein diet, named 100P, was composed of protein only. The protein-free diet was composed of
60% carbohydrates (by energy) and 40% lipids. This ratio is referred to as the carbohydrate-to-non-
protein-energy (CnpE) ratio; this protein-free diet was named 60Cnp. The composite diets were a
mixture of proteins, carbohydrates and lipids, and named according to their protein-to-energy (PE) ratio
in the form xxP (Table 1).

The food pellets were prepared twice a week from dry powders manufactured at the unit Sciences de
I'Animal et de I'Aliment de Jouy-en-Josas - Equipe Régimes a Fagon (Jouy-en-Josas, France). Proteins
were whole milk proteins LR 85F (Armor Protein, Nantes, France), carbohydrates were corn starch
(Roquette, Lestrem, France) and sucrose (Eurosucre, Paris, France), and lipids were soy oil (Bailly SA,
Aulnay-sous-Bois, France). All diets were complemented with minerals and vitamins according to AIN-
93 requirements (Reeves, Nielsen, et Fahey 1993). The powders were mixed with the necessary amount
of water to make a consistent dough and then molded into pellets sufficient for three days of feeding.
Before being given to the rats, the pellets were left to dry at room temperature for three days. The diets

and water were provided ad libitum.
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Table 1. Composition and energy content of tested diets.

100P 60Cnp 8P45Cnp  8P75Cnp 15P 30P 40P 50P
Whole milk protein (g/kg) 957 - 101 80.9 166 319 416 507
Corn starch (g/kg) - 620 472 629 507 402 334 272
Sucrose (g/kg) - 100 76.0 101 81.7 64.7 53.9 43.8
Soy oil (g/kg) - 183 254 92.3 149 117 98.6 80.2
Mineral compound AIN-93M 5, g 350 350 350 350 35.0 35.0 35.0
(9/kg)
Vitamin compound AIN-
93vx (g/kg) 9.11 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Cellulose (g/kg) 45.6 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
Choline chloride (g/kg) 2.10 2.30 2.30 2.30 2.30 2.30 2.30 2.30
Energy (kJ/g) 15.0 18.4 19.8 16.1 17.4 16.7 16.4 16.0
PE ratio (%) 100 - 8.00 8.00 15.0 30.0 40.1 50.0
CnpE ratio (%) - 60.0 46.7 76.2 61.6 61.7 62.7 62.7
PC ratio (%) - - 18.7 11.2 29.0 69.0 109 163
h i} .
(C()Z;bo ydrate-energy ratio 60.0 429 70.2 52.4 432 36.9 30.7
Fat-energy ratio (%) - 40.0 49.0 21.9 32.7 26.8 23.1 19.2

Energy and macronutrient intake

Diet intake (g) was measured twice per week and was converted to kJ according to the energy content
of the diet and after correction for the pellet water content (Table 1). Water content at the time of
weighing was calculated from the initial dilution of the pellets corrected for water evaporation measured

from weight changes of reference pellets.

Body weight, body composition, energy and protein balance

Body weight (g) was measured twice per week throughout the experiments. At the end of the studies,
the rats were deeply anesthetized with isoflurane, blood was collected from the vena cava until cardiac
arrest and the rats were immediately decapitated to ensure death. Final body composition was measured
by dissection and weighing the main tissues and organs. Lean body mass (LBM) was computed as body
weight minus fat mass. Adiposity was calculated as total fat mass divided by body weight. Initial body
composition was measured by MRI, performed at the Small Animal Imaging Platform of Paris-Descartes
University (Paris, France). These measurements, along with differences between final fat mass and LBM
(measured during dissection), allowed us to determine the changes in these parameters during the course
of the study. Energy retained in the body was computed from the gain in fat mass and LBM, assuming
32.2 kJ for 1 g of fat and 7.6 kJ for 1 g of LBM (Hall 2008). Food efficiency was computed as energy
retained in the body divided by energy intake (kJ/kJ). Total energy expenditure (TEE) (kJ) was
computed as the difference between energy intake and energy retained. Protein oxidation (Pox) was
computed as the difference between protein intake (kJ) and protein retained in the body (kJ), assuming
that protein amounted to 25% of LBM.
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Biochemistry

Plasma FGF21 and IGF-1 were measured in plasma from blood (0.5 mL) collected at the tail vein in
EDTA tubes in the morning (10:00-12:00) in rats that had not been previously fasted. Blood was
centrifuged (5000 g, 15 min, 4°C) and the plasma stored at -20°C until assayed. Plasma FGF21 and IGF-
1 were assayed by ELISA tests using commercial kits from BioVendor (Mouse/Rat FGF-21 ELISA
RD291108200R) and Alpco (Mouse/Rat IGF-1 ELISA 22-1G1MS-E01).

Statistical Analysis

Statistical tests were performed using RStudio software (2015; Integrated Development for R, RStudio,
Inc.; Boston, USA). Significance of P values was set at 0.05.

The intergroup comparisons are represented by boxplot graphs, and were performed by one-way
ANOVA (Experiment 1) or two-way ANOVA tests with repeated measurements (Experiment 2)
followed by a post-hoc Bonferroni test when a significant effect was observed. As part of the validation
of hypotheses of ANOVA tests, the normalization of the distribution of values for each parameter was
tested by the Shapiro-Wilk test and, when necessary, adjusted by the Box and Cox transformation before
statistical comparisons. If the homogeneity hypothesis (verified by a Bartlett test) was also rejected,
comparisons were made with a non-parametric ANOVA test (Kruskal-Wallis test) and multiple
comparisons with a Wilcoxon test. In the case of repeated measures ANOVAs, the hypothesis of
sphericity was also checked by a Mauchly test and the necessary corrections applied.

Correlation analyses were performed with Excel and significance of correlations between parameters
was assessed using the Pearson’s correlation test or Spearman's correlation coefficient for the non-linear

correlations.

Experiment 1: High-protein impact on body composition, energy intake and plasma FGF21 and

IGF-1 concentrations

Experimental procedure of experiment 1

For three weeks, rats were fed four different composite diets in which the PE ratio increased from 15 to
50%, named 15P, 30P, 40P and 50P (Table 1). The PE ratios were increased at the expense of both
carbohydrate and lipid in order that, by energy, the CnpE ratio remained constant at 60%. For sake of
comparison and discussion, a group of rats fed an 8% protein diet (8P, n=12) was included in the
analysis. The group was brought in from another still-unpublished experiment concerning adaptation to
low-protein diets. In this group, half of the rats were fed an 8P diet with a CnpE ratio of 45% (8P45Cnp),
and the other half with a CnpE ratio of 75% (8P75Cnp). Mean CnpE ratio in the group was thus 60%.
Since preliminary statistical analysis showed that the CnpE ratio affected only total energy intake, the

CnpE ratios of the 8P-fed rats was not considered for the other parameters. Energy intake and weight
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gain were measured throughout the experiment. At the end of the experiment (after three weeks), plasma
FGF21 and IGF-1 concentrations were measured, as well as final body composition by dissection (see
general method section). Initial body composition of rats in this experiment was estimated from a
database built up in our research group. It consisted of a reference group of nine rats of the same strain
delivered by the same provider and housed under the same conditions. Mean body weight of this
reference group was 267.9+ 2.2 g, in adequation with 267.1+5.9 g of rats of this study.

Results

Evolution of body weight and body composition

Initial body weight was similar in all groups (general mean = 266 g; ANOVA - P = 0.455; Data not
shown). Body weight gain was impaired in the 8P-fed rats (Figure 1A). Evolution of body composition
during the study showed that the deficit in weight gain in the 8P-fed rats was primarily a deficit in LBM
gain (Figure 1B). Specifically, 8P-fed rats had lower liver (ANOVA - P = 0.001), kidney (ANOVA - P
< 0.001) and skin (ANOVA - P = 4.91e-5) weights, but preserved carcass mass (ANOVA - P =(0.238)
(Data not shown). Fat mass gain was highest in 15P-fed rats and significantly higher than in the 8P and
50P-fed rats (Figure 1C), but the adiposity level was not different between groups (Figure 1D). We
nevertheless observed a negative correlation between the adiposity level and the dietary protein content
(i.e. PE ratio) in the groups fed the 15P, 30P, 40P and 50P diets, showing that increasing dietary protein
content from 15% to 50% reduced adiposity (Figure 1E and 1F).
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Figure 1. Body weight gain (g) (A), LBM gain (g) (B), fat mass gain (g) (C), final adiposity level (%) (D) of rats
fed 8P, 15P, 30P, 40P and 50P diets for 3 wk; and correlation between PE ratio (%) and adiposity level (%) (E)
or adipose tissue weight (g) (F) (Experiment 1, n=5-6). The diet effects were tested by 1-way ANOVA (P<0.05)
and post-hoc tests. Values that do not share the same letter are significantly different. PE ratio effect: (A) P=5.16e-
8; (B) P=0.006; (C) P=0.022; (D) P=0.066. Correlations between parameters was assessed using the Pearson’s
correlation coefficient (P<0.05). LBM: Lean Body Mass,; PE ratio: Protein-to-Energy ratio.
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Energy retained in the body was highest in 15P-fed rats and decreased as dietary protein content
increased from 15% to 50% (r = -0.37, P < 0.01), so that 50P-fed rats retained significantly less energy
than 15P-fed rats (Figure 2A). Energy retained in the body was also significantly lower in 8P-fed rats
than in 15P-fed rats. Food efficiency was lowest in the 8P-fed rats, highest in 15P-fed ones, and also
decreased progressively as the dietary protein content increased from 15% to 50% (Figure 2B). The
energy fixed in the body was not correlated to energy intake or total energy expenditure (TEE) (Figure
2C and 2D). Effects on bone growth were estimated from tail and limb weights, and showed no
difference between groups (ANOVA - Ptail = 0.132 and Plimb = 0.285; Data not shown).

Figure 2. Energy retained in the body (kJ) (A) and food efficiency (kJ/kJ) (B) of rats fed 8P, 15P, 30P, 40P and
50P diets for 3 wk; and correlation between energy retained (kJ) and energy intake (kJ) (C), TEE (kJ) (D) or
food efficiency (kJ/kJ) (E) (Experiment 1, n=5-6). The diet effects were tested by 1-way ANOVA (P<0.05) and
post-hoc tests. Values that do not share the same letter are significantly different. PE ratio effect: (A) P=0.006;
(B) P=5.67e-4. Lines represent the correlation between the parameters and the PE ratio. Correlations between
parameters was assessed using the Pearson’s correlation coefficient (P<0.05). PE ratio: Protein-to-Energy ratio;
TEE: Total Energy Expenditure.
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Energy expenditure, energy and protein intake

TEE and energy intake were both higher in 8P-fed rats than in the other groups (Figure 3A and 3B) and

correlated closely (Figure 3C). Analysis within groups showed that the percentage of the ingested
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protein retained in the body was larger in the 8P (~5%) and 15P-fed rats (~7%) compared to the 30P
(~3%), 40P (~2%) and 50P-fed rats (~2%) (Figure 3D).

Figure 3. TEE (kJ) (A), energy intake (kJ) (B), correlation between energy intake (kJ) and TEE (kJ) (C),
correlation between protein intake (kJ) and Pox (kJ) (D) and part of the ingested protein retained in the body
(%) of rats fed 8P, 15P, 30P, 40P and 50P diets for 3 wk (Experiment 1, n=5-6). The diet effects were tested by
1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc tests. Values that do not share the same letter are significantly different. PE
ratio effect: (A) P=3.31e-4; (B) P=5.64e-4; (D) P=5.17e-5. Correlations between parameters was assessed using
the Pearson’s correlation coefficient (P<0.05). Pox: Protein Oxidation;, TEE: Total Energy Expenditure.
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Plasma IGF-1 and FGF21 concentrations

Plasma IGF-1 concentrations were higher in 40P and 50P-fed rats than 8P and 15P-fed rats (~+40%),
with 30P-fed rats having an intermediary value (Figure 4A). Overall, plasma IGF-1 increased as a linear
function of the dietary protein content (Figure 4B). FGF21 concentrations were strongly increased in
8P-fed rats but were also significantly higher in 15P-fed rats than in 30P, 40P and 50P-fed rats (Figure
4C). FGF21 concentrations evolved as a power function of the dietary protein level (Figure 4D). The
intragroup variability of FGF21 values, measured as the ratio between standard deviation and mean, was
also higher in 15P-fed rats than in the other groups (0.72 vs 0.48 in 8P-fed rats, and 0.33 on average in
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30P, 40P and 50P-fed rats). Except between plasma FGF21 and body weight gain (rho=-0.414,
P=0.013), there were no correlation between plasma FGF21 or IGF-1 concentrations and body weight
gain (IGF-1: r=0.352, P=-0.173), fat mass gain (FGF21: rho=-0.217, P=0.208; IGF-1: r=0.252,
P=0.145), LBM gain (FGF21: rho=0.203, P=0.240; IGF-1: r=-0.118, P=0.498) or food efficiency
(FGF21: rho=-0.173, P=0.321; IGF-1: r=0.137, P=0.431) (Data not shown).

Figure 4. Plasma IGF-1 concentrations (pg/mL) (A) and its correlation with PE ratio (%) (B); and plasma
FGF21 concentrations (pg/mL) (C) and its correlation with PE ratio (%) (D) of rats fed 8P, 15P, 30P, 40P and
50P diets for 3 wk (Experiment 1, n=5-6). The diet effects were tested by 1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc
tests. Values that do not share the same letter are significantly different. PE ratio effect: (A) P=0.001; (C)
P=4.75e-6. Correlations between parameters was assessed using the Pearson’s correlation coefficient (P<0.05).
FGF21: Fibroblast Growth Factor 21; IGF-1: Insulin Growth Factor 1; PE ratio: Protein-to-Energy ratio.
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The results of this first experiment show that in adult rats, a protein content of 8% in the diet was not
sufficient to ensure optimal growth, and that a level of 15% appeared to ensure a slightly higher growth
than observed when protein intake was increased to 30, 40 and 50%. However, behind this apparently

optimal growth, there was also a tendency for 15P-rats to fix more fat and more energy in the body than
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30P, 40P and 50P-rats. We also observed more variable and overall higher plasma FGF21 concentrations
in 15P than in 30P 40P and 50P-fed rats, suggesting that the 15P diet induced a slight but significant
signal of protein deprivation, if assuming that FGF21 is a signal of protein deprivation. Accordingly, in
our previously published studies, we observed that rats allowed to self-select between a protein and a
protein-free diet usually selected about 30% protein by energy (Gehring et al. 2021; Makarios-Lahham
et al. 2004). We also reported that the adiposity of rats fed a 15P diet was larger than that of rats fed a
30P diet (Gehring et al. 2021; Makarios-Lahham et al. 2004). In this context, the intensity of the FGF21
response and/or the sensitivity of rats to circulating concentrations of FGF21 could play an important
role in the long-term evolution of body weight and body composition of the 15P-fed rats, as already
suggested by the protein leverage hypothesis (Hill et Morrison 2019; Simpson et Raubenheimer 2005).
The goal of the second experiment was therefore to test the hypothesis that the generally higher
concentrations and higher variability of plasma FGF21 concentrations in 15P-fed rats could be an
indicator of dietary protein content adequacy at the individual level. To this end, we investigated the
evolution of protein intake and FGF21 concentrations when 15P-fed rats were subsequently allowed to

self-select between a pure-protein and a protein-free diet.

Experiment 2: Relationship between FGF21 concentrations under 15P diet and the protein intake

level under dietary self-selection

Experimental procedure of experiment 2

Two groups of rats were used: a control group (n=6) continuously fed the 15P diet for five weeks; and
a test group (n=18) fed the 15P diet for two weeks (run-in period) and subsequently allowed to self-
select between the 100P and the 60Cnp diets for three weeks (choice period). Thus, regardless of the
protein content chosen, the CnpE ratio remained constant at 60% as in the 15P composite diets.
Moreover, this group had the possibility to select protein independently from energy. Energy intake and
weight gain were measured throughout the experiment. Body composition was measured by IRM at the
end of the run-in period, and by dissection at the end of the choice period (see general method section).
Plasma FGF21 and IGF-1 concentrations were measured three times: at the end of the run-in period, at

the beginning of the choice period, and at the end of the choice period.

Results

Evolution of body weight and body composition

Both groups had the same weight at the end of the run-in period and at the end of the choice period
(Figure 5A). Adiposity was also similar in both groups at all stages of the experience (Figure 5B). Thus,

access to self-selection did not modify growth and body composition.
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Figure 5. Body weight (g) (A), adiposity level (%) (B), energy intake (kJ) (C), protein intake (kJ) (D) and
carbohydrate+lipid intake (kJ) (E) of rats fed 15P diet (control group) or in self-selecting condition (choice
group) according to stage of the study (run-in or choice period) (Experiment 2, n=6-18). The run-in period lasted
two weeks, then the selection period lasted three weeks. Effects were tested by 2-way ANOVA with repeated
measurements (P<0.05) and post-hoc tests. (A) Group effect: P=0.792, Period effect: P=4.30e-20, Group*Period
effect: P=0.899; (B) Group effect: P=0.845, Period effect: P=3.09e-13, Group*Period effect: P= 0.122; (C)
Group effect: P=0.165, Period effect: P=0.001, Group*Period effect: P=0.336; (D) Group effect: P=6.74e-4,
Period effect: P=4.79e-9, Group*Period effect: P=7.31e-5; (E) Group effect: P=0.604, Period effect: P=0.689,
Group*Period effect: P=0.448.
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Energy intake and protein intake

Energy intake was the same in both groups during the run-in period (Figure 5C). During the choice
period, total energy intake was marginally larger in self-selecting rats. This increase resulted from a
strong and significant increase in protein intake (Figure 5D) that raised the PE ratio from 15.0% to
26.7%, while intake of the protein-free diet was not changed (Figure 5E). This increase in the PE ratio
with no change in protein-free diet consumption under the choice condition resulted in a change in the
PC ratio, equal to 65.2+6.0.

Plasma FGF21 and IGF-1 concentrations

During the run-in period, plasma FGF21 and IGF-1 concentrations were similar in both groups (Figure
6A and 6B) and were similar to those measured in Experiment 1 regarding their means and their large
dispersion. At the beginning of the choice period, FGF21 concentrations had not changed in the 15P
control group but had drastically decreased in the self-selecting rats (Figure 6A) to concentrations
equivalent to those measured in the 40P and 50P-fed rats of Experiment 1. At the end of the choice
period, FGF21 concentrations remained very low in the self-selecting rats, but had also significantly
decreased in rats maintained on the 15P diet (Figure 6A). In contrast, self-selection did not affect plasma
IGF-1 concentrations at all (Figure 6B).

We did not observe any correlation between plasma FGF21 concentrations during the run-in period and
protein intake during the choice period (P=0.350; Figure 6C). In the same way, we observed no
correlation between plasma IGF-1 concentrations during the run-in period and protein intake during the
choice period (P=0.082; Figure 6D). These results showed that there was no relationship between
plasma FGF21 or IGF-1 in 15P-fed rats and their subsequent protein intake during self-selection.

spontaneous protein consumption under dietary self-selection conditions.
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Figure 6. Plasma FGF21 (A) and IGF-1 (B) concentrations (pg/mL) of rats fed 15P diet (control group) or
under self-selecting conditions (choice group) according to stage of the study (run-in or choice period); and,
only in choice group, correlation between protein intake measured during the choice period (kJ/d) and plasma
FGF21 (C) or IGF-1 (D) concentrations (pg/mL) measured during the run-in period. The run-in period lasted
two weeks, then the selection period lasted three weeks. During run-in period both groups of rats were fed the 15P
diet. Effects were tested by 2-way ANOVA with repeated measurements (P<0.05) and post-hoc tests. Correlations
between parameters was assessed using the Pearson’s correlation coefficient (P<0.05). FGF21: Fibroblast
Growth Factor 21; IGF-1: Insulin Growth Factor 1. (A) Group effect: P=0.112, Period effect: P=1.48e-5,
Group*Period effect: P=1.97e-2; (B) Group effect: P=0.485, Period effect: P=0.537, Group*Period effect: P=
0.562.
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Discussion

The first experiment showed that 15% protein in the diet was sufficient to ensure weight gain and lean
body mass growth comparable to the growth observed with 30, 40 and 50% protein diets in adult rats,
but that even 8% was low enough to induce a significant growth deficit. At first glance, these results
suggest that 15% is the optimal level of protein intake. However, the high plasma FGF21 concentrations
in some individuals and their tendency to fix more fat suggest that their protein intake may not have

been optimal. To test this hypothesis, we investigated the relationship between FGF21 concentrations
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under the 15P diet and the level of protein intake under dietary self-selection. The second experiment
showed that self-selecting rats almost doubled their level of protein intake and drastically reduced their
plasma FGF21 concentrations. This suggests that for most of these rats, protein intake under 15P was
not optimal, and that plasma FGF21 concentrations signaled this deficiency. We observed no correlation
between FGF21 or IGF-1 concentrations under 15P and the level of protein intake under self-selection.
Numerous studies carried out in rats, but also in various omnivorous animal species including humans,
have reached a consensus that 10-15% protein in the diet of an adult individual is necessary and
sufficient to ensure optimal growth, although this value may fluctuate according to variations in physio-
pathological and environmental conditions (Even, Gehring, et Tomé 2021). The food intake, body
weight and composition data from this study are in line with previous findings, in that optimum growth
was obtained at 15% protein and was not improved by increasing the protein content of the diet. On the
other hand, a very clear growth deficit was observed in rats fed an 8% protein diet. However, although
we observed the highest weight gain with the 15P diet, analysis of the parallel changes in LBM and fat
mass showed a tendency for rats on this diet to accumulate more fat. This could eventually translate into
higher fat mass and adiposity levels, particularly in individuals more prone to obesity. We have
previously reported that approximately one-third of rats fed the same 15P diet as used in this study for
six weeks developed visceral obesity (Azzout-Marniche et al. 2019; Catherine Chaumontet et al. 2015;
Nadkarni et al. 2013), a phenomenon not found when the rats were fed a diet containing 30% protein or
more (Jean et al. 2001). Indeed, some associations have been suggested between protein intake levels,
FGF21 concentrations and predisposition to obesity. For instance, Dulloo and Jacquet reported that low-
protein overfeeding revealed susceptibility to obesity in humans (Dulloo et Jacquet 1999). More
generally, the protein leverage hypothesis suggests that regulation of protein intake prevails over
regulation of energy intake, and therefore, reducing dietary protein content has the potential to induce
overfeeding and body-weight gain (Hill et Morrison 2019). In addition, it has been suggested that
individual predisposition to weight gain over time can be assessed by 24 h overfeeding with a low-
protein diet and measurement of plasma FGF21 concentrations. This is because individuals with a
blunted FGF21 response have a thrifty metabolism and are at risk for future weight gain (Vinales et al.
2019). The marked variability in FGF21 concentrations observed in 15P-fed rats in this study may also
reflect such a relationship between plasma FGF21 concentrations and predisposition to obesity, either
because of a higher requirement for protein intake to regulate energy metabolism or because of
insufficiently sensitive FGF21 secretion to low protein intake. We therefore wanted to verify whether
there was a correlation between FGF21 concentrations under 15P and the amount of protein ingested
under self-selection. This question was based on the hypothesis that the higher the concentrations of
FGF21 under 15P, the higher the protein requirements of the individual, and therefore the higher the

level of protein ingestion under self-selection.
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Under self-selection conditions, rats increased their protein intake up to 27.4% by energy, a value in
close agreement with previously published data by our group and others (Gehring et al. 2021; Makarios-
Lahham et al. 2004; Musten, Peace, et Anderson 1974; Leibowitz et al. 1991; Jean et al. 2002).
Interestingly, the PE ratio resulted in a high protein-to-carbohydrate (PC) ratio (65.0%), also in line with
values previously observed in mature rats (Makarios-Lahham et al. 2004; Mayer et al. 1951; Theall,
Wurtman, et Wurtman 1984; Yokogoshi, Theall, et Wurtman 1986; Azzout-Marniche et al. 2016). This
result is also in accordance with our hypothesis that self-selecting rats may regulate the PC ratio, rather
than the PE ratio (Gehring et al. 2021; Even, Gehring, et Tomé 2021). Contrary to our expectation, we
observed no correlation between the selected protein intake and the FGF21 concentrations measured
under 15P. If we assume that protein intake during self-selection reflected the optimal level sought by
rats, plasma FGF21 concentrations under 15P therefore did not anticipate individual protein
requirements. In contrast, in all rats, irrespective of their FGF21 concentration under 15P and protein
intake during self-selection, FGF21 concentrations were significantly reduced to a mean value of
131+17.7 pg/L. This is an intermediate value between that observed in rats in the first experiment under
30P (216+45.9 pg/L) and 40P (86.5+8.55 pg/L) diets. Consequentially, this result can be interpreted as
all rats under self-selection consumed the necessary and sufficient amounts of protein to reduce plasma
FGF21 concentrations to very low values.

On the other hand, we observed that the low plasma FGF21 concentrations induced by self-selection
remained low throughout the choice period in the self-selecting rats. However, at the end of the choice
period, rats maintained on the 15P diet also had significantly reduced plasma FGF21 concentrations.
This large decrease could indicate that at this stage (i.e. at 12 weeks of age), the slower growth of the
rats reduced the protein requirements and allowed the 15P diet to cover the growth requirements. In
previous self-selection experiments, various authors have reported that dietary self-selection varied with
age. Some observed that protein intake increased from weaning to puberty (Leibowitz et al. 1991), but
we are not aware of studies indicating that the selected PE ratios decreased with age (Leibowitz et al.
1991; Jean et al. 2002; Richter, Holt Jr., et Barelare Jr. 1938). In the present study, we also did not
observe that the selected PE ratio decreased during the three weeks of self-selection in self-selecting
rats. Taken together, these results suggest that plasma FGF21 concentrations signal adequacy of protein
intake but are probably not the only signal that drives protein ingestion.

The first experiment allowed us to quantify with fairly good accuracy the proportion of ingested proteins
retained in the body. In principle, this proportion is zero in an adult that has completed its growth, since
the LBM remains constant over time. In a continuously growing animal, some of the proteins provided
by the diet are fixed in the organism to ensure continuing growth of LBM, but this fraction is very
limited compared to the quantities of amino acids provided by the diet. As a result, we indeed observed
that only 2 to 5-6% of ingested protein was retained to support LBM growth. In this context, all rats on

15P to 50P diets were able to maintain similar growth in LBM. Logically, to sustain this growth, rats on
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15P had to allocate a greater proportion of their protein intake (5-6%). However, rats on 8P showed a
significant deficit in LBM growth. It appeared surprising that these rats continued to oxidize ~95% of
their protein intake at the expense of LBM growth. Indeed, oxidation of only 90% instead of 95% of the
ingested protein would have allowed normal LBM growth. This result suggests that either protein
turnover allows only partial recycling of amino acids released by body protein catabolism, or that the
use of amino acids as energy substrates was privileged over LBM growth.

In the context of the first hypothesis, the decrease in protein turnover induced by low-protein diets to
limit catabolism would also consequentially limit the capacity to integrate amino acids provided by the
diet into body proteins. Classically observed adaptations, such as decreased insulin concentrations and
decreased GH and IGF-1 concentrations, may underlie this mechanism (Gannon et Nuttall 2006; Levine,
Suarez, et Brandhorst 2014; C. Chaumontet, Azzout-Marniche, et Blais 2019). In the second hypothesis,
when protein intake is limiting, amino acids in the catabolic pathways would be oriented to maintain a
high PE ratio. Reasons for the high PE ratio requirement in catabolic pathways are beyond the scope of
this study. Nevertheless, the role of amino acids as a slow and continuous source of glucose to reduce
blood glucose variations, and their fundamental anaplerotic role in the maintenance of the Krebs cycle
can be considered the origin of the important role of the PE ratio in energy regulation. The amounts of
protein ingested under free choice conditions, on average 30% of total energy intake (Gehring et al.
2021; Even, Gehring, et Tomé 2021; Makarios-Lahham et al. 2004; Musten, Peace, et Anderson 1974;
Pol et den Hartog 1966), suggest that the optimal PE ratio may be around this value.

If energy regulation mechanisms allow at best only 95% recovery of dietary protein intake for protein
synthesis, that rats on the 15P diet are already at this maximum level of recovery, and that lean mass
growth is already significantly reduced under 8P, confirm that in young adult rats, the 15P diet is close
to the lower limit for maintaining optimal LBM growth. Furthermore, this value is already too low to
ensure an optimal PE ratio in energy production. Hence the trend observed in this study and in some of
our previous work demonstrated a greater gain in fat mass with the 15P diet than with the 30P diet (Jean
et al. 2001).

Analysis of protein and energy intake in the second experiment also revealed that some of the rats only
slightly increased their protein ingestion levels during self-selection. In these rats, FGF21 concentrations
nevertheless decreased significantly. This observation suggests that in addition to the amount of protein
ingested, the pattern of ingestion may have played an important role in the evolution of FGF21
concentrations. In previous studies, we have shown that self-selecting rats ingest protein in a precise
manner throughout the day (Makarios-Lahham et al. 2004; Jean et al. 2002; Larue-Achagiotis et al.
1992), and prefer to ingest the protein and protein-free diets in separate meals (more than 10 minutes
apart). Thus, it appears that the ability to adapt the protein intake pattern over time may play an important
role in the mechanisms that led to a highly significant decrease in circulating FGF21 concentrations in

the rats in this study.
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Conclusion

In conclusion, a 15% protein diet allows for maximum weight gain, but does not appear to allow for
optimal body composition evolution insofar as it tends to promote the fixation of a higher fat mass than
that observed with high-protein diets, particularly in a number of individuals who appear to be more
susceptible to obesity when fed a high-carbohydrate diet. FGF21 hormone levels on the P15 diet were
highly variable and on average higher than on the high-protein diets, suggesting that FGF21 signals a
protein intake deficit in these individuals. Further studies are needed to determine whether the variability
in plasma FGF21 concentrations on the P15 diet is related to individual variability in the propensity to
gain fat on the same diet. In the meantime, the lack of correlation between FGF21 levels in rats fed the
P15 diet and protein intake levels measured in the same individuals under choice conditions suggests
that FGF21 levels in rats fed the P15 diet do not appear to be representative of individual protein

requirements.
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2.3.4. Etude 4 - L'auto-sélection des protéines est accrue chez les rats
nourris avec des régimes a indice glycémique élevé, ce qui réduit
l'augmentation postprandiale de la glycémie

Contexte et objectifs de I'étude

Sous condition d'auto-sélection alimentaire (« dietary self-selection » DSS), les rats ont tendance a
ingérer plus de protéines que la quantité considérée comme suffisante pour préserver I'équilibre
azoté (~15% de I'énergie). De nombreuses études ont rapporté que les rats sous DSS peuvent
ingérer jusqu'a 30 a 50% de I'énergie totale sous forme de protéines. Il a été démontré que le ratio
protéines/énergie (PE) sélectionné sous DSS est un paramétre ajusté et modifié en réponse a
différentes conditions environnementales ou physiologiques, mais aussi a des paramétres
alimentaires tels que la qualité des protéines ou la quantité et la qualité des glucides et des lipides
dans le régime sans protéine. Par conséquent, les rats ont tendance a ajuster le ratio PE pour
réguler le ratio protéines/glucides (PG) entre 60-80%. Dés lors que I'apport protéique atteint 15%
et couvre les besoins protéiques, I'excés d'apport protéique semble vouer a étre utilisé comme
substrat énergétique, et a établir un ratio PG qui induirait une régulation optimale du métabolisme
énergétique. Ainsi, la réponse comportementale sous DSS, induisant des ratios PE et PG élevés,
semble présenter des avantages métaboliques, en particulier une moindre dépendance de
I’organisme vis-a-vis du métabolisme du glucose. Notre hypothése était alors que si les protéines
sont ingérées a la place du glucose pour un meilleur contréle de la glycémie, alors les ratios PE et
PG sélectionnés seraient plus faibles lorsque l'indice glycémique (IG) de la source de glucides est
bas. A notre connaissance, aucune étude n'a mesuré si le ratio PE sous DSS changeait avec des
régimes a IG variables.

L'objectif principal de cette étude était d'examiner si les ratios PE et PG sélectionnés sous DSS sont
modifiés par I'lG des régimes sans protéine proposés en paralléle d’un régime purement protéique.
Les effets sur les modifications de la glycémie et de l'insulinémie induits par le repas ont également
été comparés entre l'ingestion d'un régime a 15% de protéines, d'un régime a 30%, et lorsque les
protéines sont données avant les glucides et les lipides. Nous avons également étudié les
changements dans l'oxydation des glucides et des lipides induits par I'ingestion de repas a 15% et
30% de protéines.

Méthodes

Trois groupes de rats males Wistar ont été utilisé (Expérience 5 - Page 55) :

e Un premier groupe a eu le choix pendant 1 semaine entre un régime 100P et un régime sans
protéine standard (CF-St). lls ont ensuite eu le choix pendant 3 semaines entre un régime 100P et
I’'un des régimes sans protéine a |G variable (CF-St, CF-Sacc riche en saccharose, CF-l supplémenté
en inuline ou CF-HF riche en lipides).

e Un second groupe a été nourris pendant 2 semaines avec un des 8 régimes composites,
composé de 15% de protéines (niveau équivalent au besoin) ou 30% de protéines (niveau de choix),
et I'un des quatre mélanges sans protéine a |G variable.

e Un troisiéme groupe a été soumis pendant 2 semaines a un choix entre un régime 100P et I'un
des quatre régimes sans protéine a |G variable.

Les analyses statistiques ont été effectuées principalement par des tests ANOVA et des tests de
corrélation.
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Résultats principaux

Dans le premier groupe de rats sous DSS, choisissant durant la phase 1 entre un régime 100P et
un régime sans protéine standard, le ratio PE sélectionné était en moyenne de 32%. En phase 2,
lorsque le choix comprenait I'un des 4 régimes sans protéine a IG variables, le ratio PE diminuait
de 7% avec le régime supplémenté en inuline et de 12% avec le régime gras (P=1,02e-4), tous
deux étant des régimes a IG faible. Concernant le ratio PG, dans la phase 1, il semble qu’il était
moins stable que dans les études précédentes puisqu’il variait de 29% a 102%, mais restait en
moyenne égal a 60%. Dans la phase 2, il augmentait de 3% avec le régime riche saccharose et
diminuait de 6 avec le riche en graisse et de 19% avec le supplémenté en inuline (P=8,46¢e-6).

Les tests de tolérance au repas (MTT) ont montré que la glycémie était plus faible chez les rats
nourris avec les repas 30P par rapport aux 15P, mais n’ont pas montré de différence d’insulinémie.
Lorsque I'on compare les MTT de rats nourris avec des repas 30P et ceux avec des repas 30P ou
les protéines étaient données 15 min avec le mélange de glucides et de lipides, nous constatons
qgu’il n’y avait pas de différence de glycémie, mais qu’il y avait une plus forte sécrétion d’insuline
notamment avec les régimes a IG bas (riche en graisse, supplémenté en inuline).

Les mesures de thermogénése alimentaire ont mis en évidence que les régimes 15P induisaient
un pic d’oxydation des glucides plus élevé que les régimes 30P. De plus, I'effet thermique des
régimes 30P était plus faible que celui des 15P.

Dans le dernier groupe, I'analyse des séquences alimentaires sous DSS a montré que les régimes
sans protéine a IG variables n'avaient aucun effet sur I'apport énergétique total, le nombre de repas
ou la taille des repas. Les rats mangeaient préférentiellement pendant la nuit, en particulier avec
les régimes riches en saccharose et supplémenté en inuline. A part sous régimes riche en
saccharose, I'ensemble des rats préféraient ingérer les régimes 100P et sans protéine dans des
repas séparés. Enfin, les rats mangent préférentiellement des protéines aprés le mélange de
glucides et les lipides lorsque le mélange était riche en saccharose ou en graisse.

Conclusion

Cette étude réaffirme le fait que dans des conditions d'auto-sélection, les rats choisissent de
consommer jusqu'a 30% de I'énergie sous forme de protéines, ce qui est bien plus élevé que le
besoin en protéines (10-15%). Comme nous l'avions supposé, il est apparu que ce niveau de
sélection est réduit lorsque I'lG du régime sans protéine est réduit. Les résultats des tests de
tolérance au repas et des mesures de calorimétrie indirecte ont montré qu'un régime a 30% de
protéines, par rapport a un régime a 15% de protéines, induisait une réduction de la glycémie et
du pic d'oxydation du glucose lorsque le régime avait un |G élevé. De plus, a un ratio PE égal a 30%,
la prise séquentielle des régimes protéinés et sans protéine a augmenté la sécrétion d'insuline en
réponse a l'ingestion de régimes a faible IG.
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Introduction

Under dietary self-selection (DSS) conditions, i.e. when macronutrients are presented separately, rats
tend almost systematically to ingest more protein than the amount considered a sufficient to preserve
nitrogen balance (~15% of energy) (FAO/WHO/UNU Expert Consultation 1985). Many previous
studies have reported that rats on DSS can ingest as much as 30% to 50% of total energy as protein
(Musten, Peace, et Anderson 1974; Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016;
Castonguay, Kaiser, et Stern 1986; Collier, Leshner, et Squibb 1969; Even, Gehring, et Tomé 2021;
Gehring et al. 2021). Some authors suggested that selection of a high protein-to-energy (PE) ratio was
rather the effect of a “non-selection” phenomenon, i.e. that protein intake was poorly controlled as long
as in remained below toxic levels (e.g. ~50%). However, the selected PE ratio under DSS has been
shown to be a parameter adjusted and defended in response to different environmental (temperature)
(Donhoffer et Vonotzky 1947; Leshner, Collier, et Squibb 1971) or physiological (age, pregnhancy,
lactation) (Musten, Peace, et Anderson 1974; Thouzeau 1995; Cohen et Woodside 1989; Tribe 1955)
conditions, but also to dietary parameters such as protein quality (Kishi et al. 1982; Henry et Rerat 1963;
Ashley et Anderson 1975) (i.e. low-quality protein leads to higher protein consumption) or the amount
and quality of carbohydrate and fat in the protein-free diet (Chee, Romsos, et Bergen 1981; Romsos,
Chee, et Bergen 1982). For instance, in a previous study (Gehring et al. 2021), we showed that the
selected PE ratio of rats selecting between a protein diet and a protein-free diet increased from 20% to
35% when the carbohydrate content of the protein-free diet protein increased from 30% to 70%. This
adjustment in protein intake led to regulation of a constant protein-to-carbohydrate (PC) ratio rather than
a constant PE ratio. Therefore, this result, together with those reported in other studies, suggest that self-
selecting rats adjust the PE ratio to regulate a PC ratio between 60% and 80% (Makarios-Lahham et al.
2004; Gehring et al. 2021; Chee, Romsos, et Bergen 1981; Pol et den Hartog 1966). It is therefore
tempting to consider that, once protein intake has reached 15% and is sufficient to cover protein
requirements, excess protein intake is bound to be used as an energy substrate and to establish a PC ratio
that would induce optimal regulation of energy metabolism. This contribution to energy metabolism
then controls energy intake and appears to be responsible for favorable metabolic effects (Richter, Holt
Jr., et Barelare Jr. 1938). Thus, the spontaneous behavioral response of rats on DSS, inducing high PE
and PC ratios, also appears to have metabolic benefits (Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche
et al. 2016; Larue-Achagiotis et al. 1992; Rieth et Larue-Achagiotis 1997), in particular, less dependence
on glucose metabolism. This benefit has been tentatively attributed to the fact that increasing the
proportion of protein in the diet at the expense of carbohydrate would increase glucagon levels, reduce
the postprandial increase in glucose oxidation and decrease lipid oxidation (Rieth et Larue-Achagiotis
1997; Jean et al. 2002; Devkota et Layman 2011; Chaumontet et al. 2015; Acheson et al. 2011), and

thus delay and finally limit the development of the metabolic syndrome.
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The fact that the PC ratio established by self-selecting rats is such high suggest that, when they have the
possibility, rats tend to avoid ingesting too much carbohydrate and ingest protein, not for nitrogen, but
for energy instead of carbohydrate. The effects of protein ingestion on insulin secretion and blood
glucose levels are fairly complex (Ranawana et Kaur 2013) and depend largely on whether protein is
ingested alone or in combination with glucose and in this later case, if protein is given in addition to
glucose or in exchange with glucose. If we try to summarize the complex array of published data, protein
given alone induces insulin secretion (Fajans et al. 1967; Mary C. Gannon et Nuttall 2010; F. Q. Nuttall
et Gannon 1991), but less than glucose, and does not increase blood glucose (Berger et VVongaraya 1966;
Krezowski et al. 1986; Rabinowitz et al. 1966). When given in combination with glucose, insulin
secretion may be larger than observed with glucose alone when protein is added to glucose (van Loon
et al. 2000; Frank Q Nuttall et Billington 1984; M. C. Gannon et al. 1988), but not when it is exchanged
with glucose, and in all case, the postprandial rise in blood glucose is lower than when glucose is given
alone (Krezowski et al. 1986; Frank Q Nuttall et Billington 1984; Frid et al. 2005). Therefore, high-
protein diets would reduce the postprandial incursion in blood glucose. In addition, it seems that the
insulin response to a mixture of glucose and protein depend on the quantity of protein and the sequence
of ingestion (Akhavan et al. 2010; Moghaddam, Vogt, et Wolever 2006), being different if the protein
is given before or together with glucose.

The hypothesis of the present study was that, if proteins are ingested in place of glucose for a better
control of blood glucose, then the PE and PC ratios selected under DSS conditions would be lower when
the glycemic index of the carbohydrate source is low. Indeed, in the majority of the DSS studies in which
rats selected high PE ratios, the carbohydrate content of the protein-free diet was high, and the
carbohydrate source was in most cases glucose, sucrose, corn starch or various mixtures of these
components that have a high glycemic index. Inversely, the PE ratio (but not the PC ratio) was lower
when the protein-free diet was lower in carbohydrate and higher in fat. Such observations would indicate
that in DSS, protein intake is indeed adjusted to optimize postprandial changes in glucose and lipid
oxidation to prevent excess fat deposition. To our knowledge, no studies however measured if the PE
ratio under DSS changed with diets with various glycemic index.

The main objective of this study was to investigate whether the PE and PC ratios selected in DSS are
modified by the glycemic index of the protein-free diets offered alongside the protein diet. We also
investigated whether, as suggested in our previous studies (Makarios-Lahham et al. 2004; Gehring et al.
2021), protein is preferably ingested separately and before carbohydrate and fat ingestion. The effects
on meal-induced changes in blood glucose and insulin levels were also compared between ingestion of
a 15% protein diet (required level), a 30% protein diet (selected level in the DSS), and when protein is
given before the protein-free meal as function on the glycemic index of the diet. We also studied changes
in glucose and lipid oxidation induced by ingestion of 15% and 30% protein meals with different

glycemic indices.
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General materials and methods

Animals and housing

The experiments were carried out in accordance with the European Communities Council Directive of
24 November 1986 (86/609 EEC) regarding the care and use of laboratory animals and were approved
by the area Ethics Committee (APAFIS#16996). 108 male rats (7-week-old, 215-240 g) of the Wistar
RccHan strain were used (ENVIGO, Gannat, France). Upon arrival to the laboratory, they were housed
by groups of five during one week to adapt to the laboratory conditions (temperature 22°C + 1°C,
humidity 60%, 12/12 L/D cycle lights on at 08:00), and were fed a standard laboratory. The rats were
then singly housed in Plexiglas cages bedded with wood shavings and fed the various semi-synthetic

diets used in the study. Body weight (g) was measured twice a week throughout the experiments.

Composition of diets and pellet preparation

Three types of diet were used in the experiments (Table 1). A protein diet, named 100P, was composed
exclusively by proteins. Four protein-free diets were composed by a carbohydrates-fats (CF) mix (Table
1): one consisting of a mixture of 85% carbohydrate (mainly starch) and 15% fat (CF-St) based on AIN-
93 recommendations(Reeves, Nielsen, et Fahey 1993); one based on the CF-St diet composition but in
which part of the starch was substituted by sucrose (CF-Sacc); one also based on CF-St diet with inulin
supplementation (CF-I); and one high-fat (HF) mix consisting of a mixture of 45% carbohydrates and
55% fat (CF-HF). CF-St diet corresponds to our standard diet, CF-Sacc diet to our high glycemic index
diet, and CF-I to our low glycemic diets. Inulin belongs to a class of carbohydrates known as fructans,
whose administration lowers blood glucose (Kaur et Gupta 2002). We also added a high-fat mix (CF-
HF), which we know has a low glycemic index and induces a lower selected PE ratio than low-fat diets
(Gehring et al. 2021). At last, eight composite diets were composed by proteins (15% or 30% by energy)
and one of the CF mix, and then named as: 15P-St, 15P-Sacc, 15P-I, 15P-HF, 30P-St, 30P-Sacc, 30P-I
and 30P-HF (Table 1). The food pellets were prepared twice per week from dry powders manufactured
at the unit Sciences de I'Animal et de I'Aliment de Jouy-en-Josas - Equipe Régimes a Fagon (Jouy-en-
Josas, France). Proteins were whole milk proteins LR 85F (Armor Protein, Nantes, France),
carbohydrates were corn starch (Roquette, Lestrem, France) and sucrose (Eurosucre, Paris, France), and
lipids were soy oil (Bailly SA, Aulnay-sous-bois, France). All the diets were complemented with
minerals and vitamins according to the AIN-93 requirements (Reeves, Nielsen, et Fahey 1993). The
powders were mixed with the necessary amount of water to make a consistent dough and then formed
into pellets sufficient for three days of feeding. The pellets were left to dry at room temperature for three

days before being given to the rats. The diets and water were provided ad libitum.
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Table 1. Composition and energy content of tested diets.

Protein

Protein-free diets diet Composite diets
CF-St CF-1 CF- CF-HF| 100P |[15P-St 30P-St 15P-1 30P-I 15P- 30P- 15P-HF 30P-HF
Sacc Sacc Sacc
Lait (LR85 F) (g/kg)| - - - - 911 140 291 132 274 144 293 184 346
Amidon (g/kg) 730 690 339 528 - 622 493 588 466 269 213 423 327
Saccharose (g/kg) 118 111 509 85.0 - 100 794 947 750 450 356 68.1 52.7
Huile soja (g/kg) 550 520 550 290 - 400 400 378 378 40.0 40.0 228 176.3
(Sgeltg) Minerauxl 5o 350 350 350 | 319 | 350 350 350 350 350 350 350 350

Vitamines (g/kg) | 10.0 100 100 100 | 91 100 100 100 100 100 100 100 100
Cellulose (g/kg) 500 500 500 500 | 456 | 500 500 500 500 500 500 500 500

Inuline (g/kg) - 500 - - - - - 500 50.0 - - - -
Choline (g/kg) 230 230 230 230 | 210 | 230 230 230 230 230 230 230 230
Energy (kJ/g) 153 145 157 210 | 143 | 150 150 142 142 154 153 195 183

Meal tolerance test

Meal tolerance tests (MTT) were performed in the late morning (starting at ~10:00) and afternoon in
rats previously fasted for 16 hours since the previous day. A first blood sample was taken in the fasting
state (T0") 30 minutes before the ingestion of the test meal calibrated according to the experiments (see
experiment descriptions below). Visual inspection allowed to verify that the meal was ingested within
30 minutes. Blood samples were then taken at T60', T120', T180', T240" and T360'. Blood was collected
from the tail vein using a needle previously soaked in heparin, put in ice-cold heparinized tubes and
centrifuged for 15 min at 4400 rpm (4°C) within 30 minutes. The plasma was then stored at -20°C until
the insulin assay performed by ELISA using a commercial kit from ALPCO (80-INSRT-EOQ1). Blood
glucose was measured immediately on a drop of blood using an automated analyzer (Life-Scan; One
Touch Vita).

Thermic effect of food measured by indirect calorimetry

Measurements of meal-induced changes in glucose and lipid oxidation were performed in condition
similar to those used for measurement of blood glucose and insulin, except that the rats were housed in
a cage connected to an indirect calorimetry system described in detail in previous publications (Even,
Mokhtarian, et Pele 1994; Even et Nadkarni 2012; Even et al. 1991). Accordingly, the rats were housed
in the calorimetry cage at 18:00 hours, one hour before light off, with water but no food and were kept
overnight in the calorimetry cage. The next morning, at 09:00 the test meal calibrated according to the
experiments (see experiment descriptions below) was introduced into the cage and the rats maintained
in the calorimetry cage until 17:00. During the experiment, oxygen consumption (V0O2), carbon dioxide
production (VCQO?2), and motor activity were measured at 2sec. interval to perform a precise analysis of
the relationship between changes in oxygen consumption (VO2), carbon dioxide production (VCO2)
and activity level (Act), and the variations VO2 and VCO2 specifically due to activity were removed by
Kalman filtering (Even, Mokhtarian, et Pele 1994; Even et Nadkarni 2012; Even et al. 1991). This
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process permitted to precisely compute the changes VO2 and VCO2 specifically due to changes in the
intensity of resting metabolism induced by ingestion of the test-meal without artefact due to the Act
level. Resting rates of metabolism (rMR), glucose oxidation (rGox) and lipid oxidation (rLox) were
computed from resting VO2 and resting VCO?2 using standard stoichiometric equations, and assuming
that protein oxidation was not significantly increased by activity and was proportional to the dietary
protein content. Mean rMR, rGox and rLox during the 3 hours before ingestion of the test-meal were
used as baseline values to calculate the changes induced on rMR, rGox and rLox by ingestion of the

test-meal.

Meal pattern measurement

In DSS conditions, rats were housed singly for 2 day in cylindrical Plexiglas cages equipped with two
weighed food cups (one for 100P diet and one for the protein-free diet) to monitor meal pattern
(sensitivity < 0.1g). Food cups were connected to a data acquisition unit plugged into a computer
programmed to record data every 10s. The amount of food ingested was converted into kJ (Table 1).
Two types of meals were defined as follows: “single meals” during which rats ingested a single diet,
either the 100P or the protein-free diet, and “mixed meals” during which rats ingested both diets
separated by an interval of less than 10 minutes (Castonguay, Kaiser, et Stern 1986). Meal pattern were
analyzed to report total meal number, meal size, number of single and mixed meals, and, within mixed

meals, the sequence of ingestion of the 100P and protein-free diets.

Experiments

Protein self-selection as a function of the glycemic index of the various diets

The first experiment was performed on 40 rats singly housed, divided into 4 groups of 10. During 1
week (Phase 1), all rats had the choice between 100P and CF-St diets. Then in Phase 2, lasting 3 weeks,
the rats were given a choice between 100P diet and one of the four protein-free diets (CF-St, CF-Sacc,
CF-I or CF-HF) depending on their group. Phase 1 allowed us to correct the food intake data measured
in Phase 2, since they may be subject to individual variability. Two MTTs were performed during Phase
2 to study the evolution of glycemia and insulinemia in response to: (i). ingestion of a single 31.5 kJ
meal of the various protein-free diets (CF-St, CF-Sacc, CF-1 or CF-HF) and (ii). ingestion of the same
protein-free meals preceded 15 minutes before by ingestion of a 13.5 kJ 100P meal (thus 30% of the
energy was provided by this protein meal). This sequence of ingestion (100P then protein-free diet) and
establishment of a 30% PE ratio was defined in agreement with the average spontaneous protein intake
of rats self-selecting rats reported in a study using the same dietary model (Gehring et al. 2021). This

second MTT was then named “30P sequential”.
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Effect of choice level (30P) versus requirement level (15P) in relation to glycemic index

Eight groups of 6 rats were fed during 2 weeks with one of the composite diets (Table 1), composed

with 15% protein (requirement level) or 30% protein (choice level), and one of the four CF mix (CF-St,

CF-Sacc, CF-1 or CF-HF). In the first week, MTT was performed with a composite meal, according to

each group, calibrated at 45 kJ, identical to the sum of the 100P and protein-free meals given in

Experiment 1. Thermic effect of the different composite diets was measured by indirect calorimetry

during the second week, with similar calibrated meals than for MTTs.

Meal pattern under dietary self-selection

Four groups of 5 rats were subjected for 2 weeks to a choice between 100P diet and one of the four

protein-free diets (CF-St, CF-Sacc, CF-I or CF-HF) depending on their group. During the second week,

the meal pattern of each rat was measured.

Statistical Analysis

Statistical tests were performed using RStudio software (2015; Integrated Development for R, RStudio,
Inc.; Boston, USA) and a P-value of P<0.05 was considered as significant.

Insulin and blood glucose concentrations measured during MTT were plotted as a function of time. For
each type of MTT, time and CF diet (CF-St, CF-Sacc, CF-I and CF-HF) were taken as factors, and
differences between groups were analyzed by 2-way ANOVA with repeated measurements. The areas
under the curves (AUC) were also determined, represented by boxplot and compared by 1-way ANOVA.
Thermogenic response to feeding (TEF), glucose oxidation (Gox) and lipid oxidation (Lox) were plotted
as a function of time. Peak rate of Gox, cumulative Gox and TEF were represented by boxplot and
analyzed by 2-way ANOVA with PE ratio (15P and 30P) and CF mix (CF-St, CF-Sacc, CF-I and CF-
HF) as factors.

Under DSS, the PE and PC ratios selected by rats during Phase 2 were compared by ANCOVA in which
CF diet was considered as a factor, and PE and PC ratios selected in Phase 1 as covariates. Correlation
analyses were performed between PE or PC ratios and AUC-glucose measured during MTT in response
to ingestion of only protein-free meal, and significance of correlations was assessed using the Pearson’s
correlation test.

Finally, the parameters of meal pattern were described in a table (means + standard error of the mean
(SEM)) and compared by 1-way ANOVA (parameter ~ diet). The proportions (% day intake, % mixed
meal, % mixed meals starting with the protein diet, and % single protein meals) were compared one by
one with a t-test to a theoretical value of 50% corresponding to a random effect. All ANOVA tests with

significant effects were followed by Bonferroni post hoc tests.
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Results

Glucose and insulin response to ingestion of the various protein-free meals

In response to ingestion of the protein-free meals (CF-St, CF-Sacc, CF-I or CF-HF), the increase in
blood glucose levels were significantly lower following ingestion of the CF-I and CF-HF meals than
after the CF-St and CF-Sacc meals (Figure 1A). However, there were no significant difference between
control CF-St and CF-Sacc meals, which indicated that replacement of a significant proportion of starch
with sucrose did not increase the glycemic the index. The postprandial rise in plasma insulin also tended
to be lower after the CF-HF and CF-I meals than after the CF-St and CF-Sacc meal but the difference
was significant only between the CF-St and CF-HF meals (Figure 1B).

Figure 1. Comparison of the glucose and insulin responses of ingestion of protein-free diets alone (CF-St, CF-
Sacc, CF-1 and CF-HF). CF diet and time effects on glucose and insulin concentrations were tested by ANOVA
with repeated measurements (P<0.05). CF diet effect on AUC was tested by 1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc
tests (values with different letter are significantly different). n=10. AUC: Areas under the curves; CF:
Carbohydrates-fats.
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Responses to ingestion of 15P or 30P meals with the various protein-free mix

Glucose and insulin responses

When the protein content of the composite diets was 15%, corresponding to the requirement level, blood
glucose responses to meal ingestion were significantly lower after ingestion of the 15P-HF meals than
after ingestion of the 15P-St, 15P-Sacc and 15P-1 meals (Figure 2A). The insulin responses were
variable within each group and were highest in response to the 15P-Sacc meals lowest with the 15P-HF
meals (Figure 2B).

When the protein content of the mixed meals was 30%, corresponding to the choice level, the difference
in blood glucose responses to meal ingestion were not different between groups (Figure 2C). This was
due to the fact that the post-meal increase in blood glucose was lower following ingestion of the 30P-
St, 30P-Sacc and 30P-I meals than after ingestion of the respective 15P meals while the glucose response
was not different between the 15P-HF and 30P-HF meals (Figure 3A, C, E and G). The insulin
responses still showed large individual variability which prevented the lower mean insulin responses to
the 30P-1 and 30P-HF meal to reach significance (Figure 2D). Within each group, the insulin response
was not significantly different after ingestion of the 15P and 30P meals (Figure 3B, D, F and H).
Ingestion of a protein meal 15 minutes before ingestion of the protein-free meal, creating a sequential
30P meal, induced postprandial increases in blood glucose that were very similar between groups
(Figure 2E), and similar to the responses observed after ingestion of the mixed 30P meals (Figure 3A,
C, E and G). The rises in plasma insulin did not reveal any more differences between groups (Figure
2F) because the insulin responses increased significantly after ingestion of the sequential 30P-1 and 30P-
HF meals but not after ingestion of the sequential 30P-St and 30P-Sacc meals (Figure 3B, D, F and H).
Summary, the 15P-HF meals induced lower blood glucose and insulin response than the 15P-St, 15P-
Sacc and 15P-1 meals. The difference in the blood glucose response was reduced in response to the 30P
meals and vanished completely in response to the sequential 30P meals primarily because the glucose
response of the 30P-St, 30P-Sacc and 30P-1 meals was reduced. In contrast, the insulin response was
increased after ingestion of the sequential 30P-1 and 30P-HF meals as compared to the response

observed with the respective 30P meals.

Figure 2. Comparison of the glucose and insulin responses of ingestion of 15P, 30P and 30P sequential meals
according to the CF mix (CF-St, CF-Sacc, CF-1 and CF-HF). CF mix and time effects on glucose and insulin
concentrations were tested by ANOVA with repeated measurements (P<0.05). CF mix effect on AUC was tested
by 1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc tests (values with different letter are significantly different). n=6-10.
AUC: Areas under the curves; CF: Carbohydrates-fats; “15P”: ingestion of composite meals with 15% protein
by energy (15P-St, 15P-Sacc, 15P-1 or 15P-HF),; “30P”: ingestion of composite meals with 30% protein by energy
(30P-St, 30P-Sacc, 30P-I or 30P-HF), “30P” seq.: ingestion of a protein meal 15 min before ingestion of a
protein-free (CF-St, CF-Sacc, CF-1 or CF-HF) meal and protein corresponding to 30% of energy.
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Figure 3. Comparison of AUC-glucose and AUC-insulin according to ingestion of 15P, 30P and 30P sequential
meals and to the CF mix (CF-St, CF-Sacc, CF-1 and CF-HF). Type of MTT effect was tested by 1-way ANOVA
(P<0.05) and post-hoc tests (values with different letter are significantly different). n=6-10. AUC: Areas under
the curves; CF: Carbohydrates-fats; “/5P”: ingestion of composite meals with 15% protein by energy (15P-St,
15P-Sacc, 15P-1 or 15P-HF); “30P”: ingestion of composite meals with 30% protein by energy (30P-St, 30P-
Sacc, 30P-1 or 30P-HF); “30P” seq.: ingestion of a protein meal 15 min before ingestion of a protein-free (CF-
St, CF-Sacc, CF-1 or CF-HF) meal and protein corresponding to 30% of energy.

A~ 10007 #7908 B 10 7] P=053¢
il W o
= =11]

= = 8007 — - - = & |1 - —

@ g i g 6 |

B S 7007 — T s

g g ] S R - —
O 600 = _

o n @] = — o

= 500 > 2

< _ b ab a < |

400 [ I 1 0 [ I 1

¥ =¥ : =¥ o .

< 2 g 2 2 g

& &

[aa] [ag]

c . 10007 P=20¢ D 107 |
Y — = cERls —

“ B — : , — “ e _

g 7 %00 — 0 wmmm = = (- =

m S 7007 9 < & | —

O £ 4 o Z 4 —

3 600 g — 3
S 5007 9 2
- B b ab a = P=0.393
400 | : | 0 | l |
: :

E 1000_ P=0.019 F 10 1 P=7.60e-4
g 4 a3 S
g W] =— s :

- B ]

5 £ 7007 ° = g .\ : -+
G 6007 k= | = i o
8 500 7] 8 2 o
< a b a a - B a a b

400 [ I ] 0 [ I ]
Ay Ay ' Ay Ay '

a 2 g < 2 g

Ay Ay

- -

G. _ 1000— P=03i3 H 10 - P=0.002
2 4 ) —
5 900 E s :
g - 50 |

B = — — o

= . F ] —

5 2700‘ — % % _
= i 2470 — | :
o o 0 s, — B
S 5007 = 2 -
< | a a a < _ a a b

400 | | | 0 | T |
= g8 g = & 3

S g

o [as]

175



Article 4 - Self-selection of protein is increased in rats fed high-glycemic index diets, which reduces postprandial increase in
blood glucose
Glucose oxidation, lipid oxidation and thermogenic response measured
Indirect calorimetry was used to measure the changes in the rates of glucose and lipid oxidation, and the
overall thermogenic response to meal ingestion between 15P and 30P composite diets.
The increase in Gox and the decrease in Lox were larger after ingestion of the 15P-St and 15P-Sacc
meals than after ingestion of the 15P-1 meals (Figure 4A and B). This result shows that while inulin
supplementation does not significantly reduce postprandial blood glucose elevation after ingestion of a
15P meal, it does have the ability to decrease postprandial peak Gox compared with 15P-St and 15P-
Sacc (Figure 5A). In line with the reduced increase in blood glucose and plasma insulin previously
observed, ingestion of the 15P-HF meals induced the lowest changes in Gox and Lox. However, the
cumulative increase in Gox measured over 6 hours was not different after ingestion of the various 15P-
St, 15P-Sacc and 15P-1 meals (Figure 5B), showing that the main effect of the replacement of starch by
sucrose or inulin supplementation was to affect the post meal glucose oxidation kinetic without affecting
overall glucose oxidation. On the other hand, since the increases in Gox and the decreases in Lox were
strongly symmetrical in all groups, the overall thermogenic response to meal ingestion was similar with
the 4 diets (Figure 4C and 5C).
No differences in the meal-induced changes in Gox and Lox were observed after ingestion of the 30P-
St, 30P-Sacc and 30P-1 meals (Figure 4D-E and 5A), primarily because the Gox and Lox changes
induced by the 30P-St and 30P-Sacc meals were of lower amplitude than after ingestion of the respective
15P diets while the response was only marginally reduced for the 30P-1 meals (Figure 5A and 6A-F).
The Gox and Lox response to ingestion of the 30P-HF meals was also similar to the response observed
after ingestion of the 15P-HF meals (Figure 6G-H) and remained significantly lower than those
observed after ingestion of the 30P-St, 30P-Sacc and 30P-I meals (Figure 6A). The thermogenic
response to ingestion of the 30P meals was also not different between groups (Figure 4F and 5C).
The response kinetics to the various 15P and 30P meals (Figure 4C, 4F, 6C) showed that the
thermogenic response to the 30P meals was globally lower that the thermogenic response to the 15P
meals. Indeed, when the thermogenic response of all 15P meals were pooled and compared to the
thermogenic responses of all 30P meals (Figure 6D), the mean increases in rMR after ingestion of the
15P meals remained above the increase after ingestion of the 30P meals throughout the 6 hours of

measurement.
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Figure 4. Changes in glucose oxidation, lipid oxidation and thermogenic effect of food: CF mix effect (CF-St,
CF-Sacc, CF-1 or CF-HF). CF: Carbohydrates-fats; “15P”: ingestion of composite meals with 15% protein by
energy (15P-St, 15P-Sacc, 15P-1 or 15P-HF); “30P”: ingestion of composite meals with 30% protein by energy
(30P-St, 30P-Sacc, 30P-I or 30P-HF).

15P 30P

A D 160 T

1.40 T

1.20 1

1.00

0,80

0,60

0,40

0,20 S :

0,00 E&—fﬁrﬁvz;f‘

8 020-10 -8 6 -4 -2
Time (h)

Glucose oxidation (Gox)
Glucose oxidation (Gox)

[RE
=
[
o0

0,60
0,40
020
0,00 [
-0,20
-0,40
-0,60
-0,80
-1,00
-1.20

Lipid oxidation (Lox)
Lipid oxidation (Lox)

C 1.00 T F
0.80 +
0.60
0.40

feeding (kJ)
feeding (kJ)

0.20

0.00

Thermogenic response to
Thermogenic response to

-10 -8 -6 -4 -2 2 4 6 8
-0.20 -

Il CF-St IlCF-Sacc[CICF-1 [CJCF-HF

177



Article 4 - Self-selection of protein is increased in rats fed high-glycemic index diets, which reduces postprandial increase in
blood glucose

Figure 5. Peak rate of glucose oxidation, cumulative glucose oxidation, thermogenic response to feedings and
meal-induced changes in RMR according to protein level (15P or 30P) and CF mix (CF-St, CF-Sacc, CF-1 or
CF-HF). CF mix and protein level (PE ratio) effect were tested by 2-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc tests
(values with different letter are significantly different). n=6. AUC: Areas under the curves; CF: carbohydrates-
fats; “15P”: MTT with ingestion of composite meals with 15% protein by energy (15P-St, 15P-Sacc, 15P-1 or
15P-HF); “30P”: MTT with ingestion of composite meals with 30% protein by energy (30P-St, 30P-Sacc, 30P-I
or 30P-HF).
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Figure 6. Changes in glucose oxidation, lipid oxidation and thermogenic effect of food according to each CF
mix (CF-St, CF-Sacc, CF-1 or CF-HF): protein level effect (15P or 30P). CF: Carbohydrates-fats; “/5P”:
ingestion of composite meals with 15% protein by energy, “30P”: ingestion of composite meals with 30% protein
by energy.
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Protein choice according to the glycemic index and peak increase in glucose oxidation
Under DSS, during Phase 1, all rats had the choice between 100P and CF-St diets, and then during Phase
2, they had the choice between 100P diet and one of the four protein-free diets (CF-St, CF-Sacc, CF-I
or CF-HF) depending on their group.
During Phase 1, all rats individually selected PE ratio ranging from 22.2% to 45.4% with a mean value
of 32.2+0.9%. According to the groups, rats in the CF-I (35.6+2.1%) and CF-HF (35.9+0.6%) groups
tended to consume slightly more protein than the CF-St (30.2+1.6%) and CF-Sacc (30.0£1.9%) groups
(Figure 7A). However, the post-hoc test did not reveal any significant differences between the groups.
To remove noise due to interindividual variability in protein selection, the means of the PE ratios
measured in phase 2 were adjusted using the PE ratios measured in phase 1 as covariates. During Phase
2, analysis showed that rats in the CF-St and CF-Sacc groups did not change their selected PE ratio,
while the rats in the CF-I group reduced their PE ratio by 7.35% and those in the CF-HF diet reduced
their PE ration by 12.5% (Figure 7B). This leads to a significant effect of the protein-free diets on
protein selection, especially of the CF-HF diet inducing a significantly lower PE ratio than all other
diets, and the CF-I diet inducing a lower PE ratio than the CF-Sacc diet. Furthermore, these decreases
tended to correlate, although not significantly, with the AUC-glucose measured during MTT in response
to ingestion of only protein-free meals (Figure 7C). However, it correlated significantly with the peak
increase in Gox measured after ingestion of the 15P meals (Figure 7D).
During Phase 1, all rats selected PC ratio ranging from 28.8% to 101.6% with a mean value of
57.6+£1.8%. As for the PE ratio, according to the groups, rats in the CF-l (66.6+5.9%) and CF-HF
(65.9+1.7%) groups tend to have a slightly higher PC ratio than the CF-St (51.8+3.9%) and CF-Sacc
(51.6+4.7%) groups, but also the post-hoc test did not reveal any significant differences between the
groups (Figure 7E). During Phase 2 (using PC ratios measured in Phase 1 as covariates), rats in the CF-
St groups did not change their selected PC ratio, while rats in the CF-Sacc increased their PC ratio by
2.85%, in CF-HF group by 6.46% and those in the CF-I diet reduced their PC ratio by 19.4% (Figure
7F). However, this only leads to a significant difference between the PC ratio in the CF-HF group
compared with all other groups. PC ratios did not correlate with the AUC-glucose measured during MTT
in response to ingestion of only protein-free meals (Figure 7G) and with the peak increase in Gox

measured after ingestion of the 15P meals (Figure 7H).
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Figure 7. Evolution of PE and PC ratios with the glycemic index of the protein-free diet (CF-St, CF-Sacc, CF-
I or CF-HF). A, B, E and F: CF diet effect was tested by 1-way ANOVA (P<0.05) and post-hoc tests (values with
different letter are significantly different).C, D, G and H: correlation was tested by Pearson test. n=10. AUC:
Areas under the curves; CF: Carbohydrates-fats; PC ratio: Protein-to-carbohydrate ratio; PE ratio: Protein-to-
energy ratio.
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Meal pattern according to the glycemic index

Meal pattern analysis during DSS showed that protein-free diets (CF-St, CF-Sacc, CF-I, or CF-HF) had
no effect on total energy intake, number of meals, or meal size (Table 2). Energy intake during day was
also not impacted by protein-free diets, but during night it seemed to be lower in the CF-I and CF-HF
groups than in CF-St and CF-Sacc groups. The rats preferentially ate during night as the percentage of
total energy intake during the day was less than 50%, specifically in the CF-Sacc and CF-1 groups.
Concerning protein diet (L00P) intake, all rats, except those in the CF-HF group, preferred to consume
protein during the night. Finally, the protein-free diets were also preferred during the night in the CF-
Sacc and CF-I groups.

Table 2. Energy intakes and meal pattern under dietary self-selection with a choice between a protein diet and
a protein-free diet (CF-St, CF-Sacc, CF-1 or CF-HF). Values are mean + SEMs, n=5. ! P are for ANOVA test.
Means with different letters within a line are statistically different (P<0.05). CF: Carbohydrates-fats

CF-St CF-Sacc CF-I CF-HF pt
Total energy intake (kJ/d) 304+35.4 285+17.9 248+14.4 279+24.9 0.464
Day total energy intake (kJ) 95.4+11.1 44.4+8.81 61.61+5.02 104+38.3 0.083
Night total energy intake (kJ) 208+37.52 240+12.42 186+12.02 175+15.822 0.047
% day total intake 33.3+6.85 15.3+2.34* 25.0+1.66* 34.3+11.2 0.080
% day protein diet intake 14.0+6.28* 8.06+1.76* 5.38+5.38* 33.4£134 0.227
% day protein-free diet intake 44.2412.3 16.8+2.98* 29.9+2.56* 33.1+£10.7 0.131
Meal number 15.3+1.56 13.9+1.09 18.0+2.21 14.0+0.82 0.226
Meal size (kJ) 31.1+5.31 31.845.12 20.2+1.69 21.8+1.25 0.078
% mixed meals 6.89+2.56%" 34.048.75° 18.6+2.15%* 11.4+45.93 0.031
% mixed meals starting with the protein diet 37.5£23.9 10.8+4.14* 47.9+20.5 3.313.3* 0.399
% single protein meals 39.6+6.89 55.1+£7.71 36.7+4.20* 42.0+1.38* 0.162

The rats in the CF-St, CF-1 and CF-HF groups preferred to ingest 100P and protein-free diets in separate
meal (Table 2), as the percentage of mixed meals was significantly lower than 50% in contrast to the
CF-Sacc group, which had no preference between single or mixed meal. When mixed meal occurred,
the sequence of ingestion 100P diet then protein-free diet was significantly smaller than 50% only in the
rats in the CF-Sacc and CF-HF groups, showed that they preferentially ate protein after the consumption
of protein-free diet, so after carbohydrate and fat. Finally, concerning the single meals (either 100P diet
or protein-free diet), we can see that CF-I and CF-HF rats had a slight preference for the consumption

of single protein-free meal.
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Discussion

This study reaffirms the fact that in self-selection conditions, rats choose to consume up to 30% of
energy as protein, much higher than the protein requirement (10-15%). As we hypothesized, it appeared
that this selection level is reduced when the glycemic index of the protein-free diet is reduced. Results
of meal tolerance tests and indirect calorimetry measurements showed that a 30% protein diet, as
compared to a 15% protein diet, induced a reduction in blood glucose and peak glucose oxidation when
the diet had a high glycemic index. In addition, at a PE ratio equal to 30%, the sequential intake of the
protein and protein-free diets, as it happens under dietary self-selection conditions, increased insulin

secretion in response to ingestion of low glycemic index diets.

Protein intakes, insulin secretion and blood glucose

We first assessed the differences in the glycemic index of the protein-free diets. Our results showed that
ingestion of CF-1 meals reduced the glycemic response compared to CF-St and CF-Sacc meals. In
addition, the peak increase in the rate of glucose oxidation (Gox) was lower after ingestion of the 15P-I
meals than after ingestion of the 15P-St and 15P-Sacc meals. Therefore, addition of inulin decreased the
glycemic index of the diets. On the other hand, most probably because of its lower carbohydrate content,
the CF-HF meals had the lowest glycemic index and the 15P-HF meals induced the lowest increases in
the rate of Gox. In contrast, the replacement of starch by sucrose, in the CF-Sacc diet did not increase
the blood glucose response in MTT as compared to CF-St control diet. This lack of effect may be
explained by the fact that sucrose is half glucose and half fructose, and blood fructose was not measured
by the automated analyser. Thus, as mentioned by Theytaz et al., there must have been a significant
increase in blood fructose levels with sucrose ingestion (Theytaz et al. 2014), which we did not measure.
However, indirect calorimetry measurements showed that post-meal increase in carbohydrate oxidation
(glucose + fructose) tended to increase then decrease more sharply after the CF-Sacc meals than after
the CF-St meals.

The MTT studies also showed that increasing the protein level of the composite diets from 15% to 30%
decreased the post meal increase in blood glucose, but unlike other studies (Ranawana et Kaur 2013;
Moghaddam, Vogt, et Wolever 2006), we did not observe difference in insulin secretion in response to
ingestion of the 15P  and 30P diets. The 30P diets also decreased the peak rates of Gox as compared to
those observed after ingestion of the 15P-St and 15P-Sacc diets, but not after ingestion of the 15P-1 and
15P-HF diets after which the increase in Gox was smoother. Finally, sequencing the ingestion of the
protein and protein-free diets (30P sequential) tended to stimulate insulin secretion in response to
ingestion of the 30P-1 and 30P-HF diets, but this increase did not affect blood glucose levels. The
majority of studies that have investigated the relationship between protein and insulin using either
composite diets (van Loon et al. 2000; Frank Q Nuttall et Billington 1984; M. C. Gannon et al. 1988) or

protein before carbohydrate (Akhavan et al. 2010), we chose to compare these two modes of ingestion.
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Dietary self-selection

We analyzed the meal pattern of rats self-selecting between the 100P diet and the various protein-free
diets (CF-St, CF-Sacc, CF-1 or CF-HF) to test: I. the hypothesis that the selected PE ratio would be
higher when the glycemic index of the protein-free diet is higher; Il. if the rats would prefer to separate
or mix ingestion of the 100P and protein-free diets; Ill. if they would prefer to ingest the 100P diet
before the protein-free diet in the case of mixed meals.

High level of protein consumption

As already observed in studies with dietary self-selection (DSS) models (Musten, Peace, et Anderson
1974; Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016; Castonguay, Kaiser, et Stern 1986;
Collier, Leshner, et Squibb 1969; Even, Gehring, et Tomé 2021; Gehring et al. 2021), the rats in choice
consume a high level of protein (~32%). This value corresponds to approximately two times the protein
requirement (15%), which represents a very significant increase. We have shown in a previous study
with the same type of choice (100P protein diet + protein-free diets with various carbohydrate contents)
that this level of protein consumption was controlled and linked to the level of carbohydrates in the
protein-free diet. We reproduced this result in our study, since the rats having the choice between a 100P
protein diet and a CF-HF protein-free diet selected the lowest PE ratio. The establishment of high PE
ratio appear to have beneficial effects on energy metabolism. Indeed, when the level of ingested protein
(i.e. corresponding to the protein requirement) has fulfilled the essential functions in protein metabolism,
the excess of protein consumption and more specifically the excess of amino acid is used as energy
substrate. This use of protein balances the use of fat and carbohydrates, and appears to have health
benefits (Makarios-Lahham et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016; Even, Gehring, et Tomé 2021;
Larue-Achagiotis et al. 1992; Rieth et Larue-Achagiotis 1997; Richter, Holt Jr., et Barelare Jr. 1938). In
this study, beneficial effects on glycemic response were demonstrated, as explained in the previous
paragraph. There is in addition a reducing effect on the overall thermic effect of diet and on the oxidation
of carbohydrates by diets which contain 30% protein, corresponding to the chosen level, compared to
15%. This inhibition with 30% protein then reduces the effect of high glycemic index diets on
carbohydrate oxidation. However, no decrease in cumulative lipid oxidation was observed, contrary to
the results of some studies which show an inhibition of lipid oxidation (Rieth et Larue-Achagiotis 1997;
Jean et al. 2002; Devkota et Layman 2011; Chaumontet et al. 2015; Acheson et al. 2011). However, the
peak inhibition measured between 1 and 3 hours after the meal was significantly lower on the 30P diet
than on the 15P diet. The 30% protein diets therefore significantly attenuate the intensity of meal-
induced lipid oxidation.

We wanted to explore this relation between protein and carbohydrates by investigating at the effect of
glycemic index variation in the protein-free diet on spontaneous protein intake. As we hypothesized,

protein intake in DSS models was significantly higher with a high glycemic index diet compared to a
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lower (decreased by 7.35% in CF-I group, and by 12.5% in CF-HF group). As shown in the previous
paragraph, this adaptation of protein intake to the glycemic index of the diet has a real interest in the
regulation of the response to carbohydrate ingestion. This is indeed one of the explanations most often
advanced by studies on protein choices.

Concerning the PC ratio, our hypothesis is that the PE ratio varies according to different parameters,
especially in relation to the proposed diets under DSS, to allow maintaining a constant PC ratio of 70%
and that rats therefore preferentially regulate the PC ratio rather than the PE ratio. This has indeed been
shown by several studies (Azzout-Marniche et al. 2016; Gehring et al. 2021; Chee, Romsos, et Bergen
1981; Romsos, Chee, et Bergen 1982; Richter, Holt Jr., et Barelare Jr. 1938). However, the PC ratios in
our study, although on average within this range (~60%), showed a large variability (28-101%). This
tends to refute our hypothesis of a stable PC ratio. The regulations established under DSS then seem

more complex.

Meal pattern under self-selection conditions

Besides adjusting the amount of protein consumed, DSS models offer the possibility for rats to consume
macronutrients when they want and therefore when and, in the order, they need. We (Makarios-Lahham
et al. 2004; Azzout-Marniche et al. 2016; Gehring et al. 2021; Jean et al. 2002) as well as other studies
(Miller et al. 1994; Konkle et al. 2003) had already shown that rats would prefer to separate protein and
carbohydrate intakes and mix protein and fat intakes. In this study, we can see that rats consumed
significantly more meals with P100 and CF-Sacc (31.8%) compared to CF-St (6.89%). Thus, rats
preferred to mix protein and carbohydrates when the glycemic index of the protein-free diet was higher.
We did not show a difference between the CF-St and CF-HF groups, since in both groups, the rats
preferred to separate the protein and the protein-free diet regardless of the amount of carbohydrate and
fat. The choice consumption measurements also revealed that CF-Sacc and CF-HF preferred ingesting
proteins after the protein-free diet, and other groups (CF-St and CF-1) had no preference for ingesting
proteins before or after. This result was in line with those of previous studies (Makarios-Lahham et al.
2004; Jean et al. 2002; Konkle et al. 2003), where food pattern measurements under choice conditions
showed that rats preferred to consume proteins after carbohydrates and fats. Our MTT studies, using
30P sequential meal (protein meal ingested 15 min before protein-free meal) confirmed the importance
of this ingestion sequence. Indeed, the insulin secretion was higher compared to composite 30P meal
and could also attenuate the effect of carbohydrate. Finally, it is notable that main intakes were done
during night. A result also found for the consumption of the 100P diet and the protein-free diet. This
result is consistent with previous studies with DSS models (Makarios-Lahham et al. 2004; Gehring et
al. 2021; Larue-Achagiotis et al. 1992; Tempel et al. 1989; Miller et al. 1994). The potential beneficial
effects of how macronutrients are consumed remain unexplored. However, this study has shown an

effect of the separation or not of proteins and carbohydrates on insulin secretion.
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Conclusion

The results of this study reaffirm the fact that optimal protein intake is well above the required level.
Protein choice fluctuates with the quality of carbohydrates, as under dietary self-selection it is higher
when the glycemic index of the diet is high. This high selected level of protein balances the effects of
carbohydrate consumption on the body by lowering blood sugar. Consumption of protein before
carbohydrate induces an increase in insulin secretion, showing that these benefits are exacerbated by

separate consumption of protein and carbohydrate.
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Ces travaux de théses avaient pour objectif de mieux comprendre les mécanismes de contrble de
I'ingestion des protéines, leur interaction avec le controle énergétique et les conséquences de ces
processus sur la régulation de la prise alimentaire et de la composition corporelle.

Les résultats des différentes études ont permis de mettre en évidence que :

e Sous auto-sélection alimentaire, les rats ingéraient beaucoup plus de protéines (~30% de
I’apport énergétique) que le niveau considéré comme suffisant pour atteindre le besoin protéique.
De plus, le ratio protéines/énergie (PE) sélectionné s’ajustait en fonction de la quantité de glucides
et de l'indice glycémique des régimes sans protéine. Cela avait pour but de maintenir un ratio
protéines/glucides (PG) constant d’environ 70%, mais cette hypothése reste discutable.
L’établissement de ratios PE et PG élevés semblait avoir des effets bénéfiques sur le métabolisme
énergétique, et la dépendance de I'organisme vis-a-vis des glucides.

e Dans un cadre géométrique simplifié, ou les rats était nourris avec des régimes contenant 3
a 30% de protéines et variant selon la quantité de glucides et de lipides, la majorité des paramétres
de la composition corporelle et du métabolisme énergétique n’était affectée que par la teneur en
protéines des régimes. Parallélement aux résultats précédents, cela a permis de montrer que les
niveaux de protéines sélectionnés (~30%) empéchaient I'augmentation de I'apport énergétique et
de l'adiposité induite par un régime riche en graisses, par rapport a un régime a 15% de protéines.

e La régulation a long terme de FGF21 dépendait exclusivement de la teneur en protéines du
régime. De plus, les concentrations plasmatiques de FGF21 étaient trés faibles chez les rats en
choix, et plus élevées chez les rats nourris avec 15% de protéines. Ces résultats suggéraient alors
un léger signal de carence en protéines avec un régime a 15%, et indiquaient que FGF21 pourrait
intervenir dans les mécanismes de choix protéique.

La discussion de ces résultats se fera en deux parties. Premiérement, nous discuterons des effets
de la quantité de protéines sur le métabolisme énergétique au travers des effets sur la prise
alimentaire, la dépense énergétique et la composition corporelle. Nous aborderons les rdles
respectifs des protéines et des glucides dans la régulation de FGF21. Deuxiemement, nous
discuterons des résultats concernant I'auto-sélection alimentaire et notamment la consommation
élevée de protéines. Nous aborderons les effets métaboliques bénéfiques qu’apporte ce mode de
consommation, permettant notamment d’équilibrer le métabolisme énergétique et de prévenir des
effets d’un excés de glucides ou de lipides. Nous discuterons aussi le fait que d’aprés nos résultats
FGF21 tient un role dans ces mécanismes de choix.
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3.1. Impact des variations des niveaux d’apports protéiques dans le
régime alimentaire sur le métabolisme énergétique

3.1.1. Régimes a faibles teneurs en protéines

De nombreuses études ont montré qu’une diminution de la teneur en protéines du régime
engendrait une augmentation de la prise alimentaire, de la masse grasse, ainsi que de la dépense
énergétique. Dans cette partie de la discussion, nous allons aborder uniquement les effets de la
diminution en protéines, indépendamment des variations de contenu en lipides et glucides. En
effet, dans I'étude 2 (Page 97), la restriction protéique entrainait des effets beaucoup plus
importants sur la majorité des paramétres de la prise alimentaire, la composition corporelle et la
dépense énergétique. L'absence d'effet du ratio glucides/(glucides+lipides) était probablement
due au fait qu'ils étaient masqués par les effets des protéines. Le Tableau 3 récapitule les principaux
effets de la teneur en protéines des régimes observés dans I'étude 2 (Page 97).

Tableau 3. Effets des teneurs en protéines sur la composition corporelle et le métabolisme énergétique, par
rapport au groupe 15P (Etude 2 Page 97)

3P 5P 8P 30P
Poids W l l =
Masse maigre (A W ) =
Adiposité l = = l
Prise alimentaire =
Dépense énergétique totale l
FGF21 plasma l
FGF21 foie l

Augmentation par rapport au groupe 15P, | Diminution par rapport au groupe 15P, = pas de différence par rapport au
15P.

Nous pouvons constater qu’il y a un phénoméne d’hyperphagie qui était mis en place lorsque
I’apport protéique diminuait en accord avec la littérature. En effet, il a déja été montré qu’une
restriction protéigue modérée (5-8% de I'énergie) entrainait une augmentation de la prise
alimentaire (Aparecida de Franca et al., 2009; Gosby et al., 2011; Griffioen-Roose et al., 2011;
Pezeshki and Chelikani, 2021; Rozin, 1968; Swick and Gribskov, 1983; White et al., 2000). Ce
phénoméne a pour objectif de compenser le manque de protéines dans le régime en augmentant
la quantité ingérée au détriment de I'apport énergétique. Ces résultats mettent alors bien en avant
gue le contrdle de I'apport protéique est privilégié au contrble de I'apport énergétique. Cependant,
certaines études ont aussi montré que cette compensation n’était plus mise en place lorsque la
déficience était trop élevée, et ¢’est alors un phénomeéne d’aversion qui intervenait (Du et al., 2000;
Morrison and Laeger, 2015). Nos résultats ne concordaient pas avec ces observations puisqu’avec
3% de protéines, il y avait toujours un effet hyperphagique. Il apparait quand méme que
I’hyperphagie est plus faible que celle observée sous un régime a 5% de protéines, ce qui va dans
le sens des données précédentes.
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En paralléle de 'augmentation de la prise alimentaire, nos résultats confirmaient qu’il y avait une
augmentation de la dépense énergétique lorsque I'apport protéique était faible. Cet effet était
d’autant plus important que la déficience en protéines était sévére (3P). Ces observations étaient
en accord avec la littérature (Blais et al., 2018; Chaumontet et al., 2019; Du et al., 2000; Pezeshki
et al.,, 2016). L’étude 2 complémentaire (Page 134) sur les composantes de la dépense
énergétiqgue a notamment permis de mettre en évidence que cette augmentation sous régime
faible en protéines (5P vs 15P) semble résulter d'un colt de la régulation thermique Iégérement
plus élevé ainsi que d’une thermogénése postprandiale plus élevée. Le résultat concernant la
régulation thermique avait déja été montré chez des souris nourris avec un régime a 6% de
protéines, et placés soit a 30°C (thermoneutralité) soit a 22°C (Blais et al., 2018). La
thermorégulation ne variait alors pas lorsque les souris étaient a thermoneutralité mais augmentait
lorsqu’elles étaient a 22°C.

En réponse a la diminution des protéines dans le régime, les modifications de métabolisme
énergétique, que ce soit la hausse de la dépense énergétique pour palier 'augmentation de la prise
alimentaire (Blais et al., 2018; Chaumontet et al., 2019; Du et al., 2000; Pezeshki et al., 2016) ou
inversement (Hill et al., 2018; Laeger et al., 2016; Rothwell and Stock, 1987), ont pour objectif de
maintenir une composition corporelle optimale et d’éviter la prise de masse grasse. Dans notre
étude, les rats avec une déficience modérée (5P et 8P) ne présentaient pas d’augmentation de
I’adiposité. Cependant, ceux avec une déficience sévére (3P) avaient une adiposité Iégerement
plus faible par rapport au régime 15P. Cette observation pouvait notamment étre le résultat de
I'augmentation de la dépense énergétique plus importante que dans les autres groupes, combinée
au fait que la trés faible teneur en protéines du régime n’a pas permis une augmentation de la
prise alimentaire suffisante pour permettre d’équilibrer 'apport et la dépense énergétique. En
accord avec la littérature, nous observions bien une diminution du poids corporel, une baisse
d’autant plus forte que la diminution des protéines dans le régime était importante. Cet effet était
notamment le résultat d’une importante et rapide baisse de la masse maigre, dés que le niveau de
protéines passait en dessous du besoin qui, dans cette étude, semblait se situer entre 15% et 8%.
Ainsi, cette étude a montré que la diminution des niveaux de protéines alimentaires en dessous de
15% ralentit rapidement le taux de croissance, ce qui indiquait que 15% de protéines alimentaires
est proche du plus bas niveau acceptable.

Nos résultats ne permettent pas de conclure si c’est 'augmentation de la dépense énergétique qui
induit une augmentation adaptative de la prise alimentaire ou inversement. Il faut cependant noter
gue Rothwell and Stock ont rapporté que chez des rats, dont |a prise alimentaire avait été controlée
pour rester identique a celle des rats témoins, 'augmentation de la dépense énergétique observée
semblait précéder I'augmentation de la prise alimentaire (Rothwell and Stock, 1987).
L’augmentation importante de la thermogéne postprandiale en réponse a un régime a faible teneur
en protéines que nous avons pu mesurer dans I'étude 2 complémentaire (Page 134), qui confirme
des données plus anciennes (Swick and Gribskov, 1983), pourrait &tre a I'origine de ce mécanisme.

Nous pouvons finalement noter que nos résultats mettent en évidence I'utilité de FGF21 dans
I’établissement des réponses métaboliques a la restriction protéique, dont notamment
I'augmentation de la dépense énergétique. En effet, par rapport au régime 15P, les rats nourris
avec le régime 30P sont les seuls a avoir une concentration de FGF21 plus faible et une diminution
de la dépense énergétique. Cet effet médié par FGF21 a déja été démontré avec des modéles de
souris KO-FGF21. Dans I'étude de Laeger et al. par exemple, I'absence d’expression de FGF21
induisaient une inhibition des changements de la dépense énergétique lorsque I'apport protéique
était faible (Laeger et al., 2016).
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En conclusion, nos résultats indiquent que la diminution des protéines dans le régime induit
une augmentation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique. Contrairement a
I’hypothése de l'effet levier des protéines, supposant que cette augmentation de I'apport
énergétique induit des effets délétéres sur la composition corporelle, nous avons pu voir qu’il
n’y avait pas de prise de masse grasse. Nos résultats ne permettent pas de conclure si
I'augmentation de la dépense énergétique intervient avant ou aprés celle de la prise
alimentaire.

3.1.2. Contrdle de FGF21 par la teneur en protéines des régimes

Il est désormais largement admis que I’hormone FGF21 est un signal essentiel indiquant un niveau
d’apport protéique insuffisant, et un médiateur essentiel dans les réponses métaboliques a cette
carence (Chaumontet etal., 2019; Hill et al., 2019, 2017; Laeger et al., 2014; Morrison and Laeger,
2015). Cependant, il a aussi été démontré que FGF21 répond a d’autres paramétres tels que la
restriction alimentaire (Hollstein et al., 2020; Liang et al., 2014), le froid (Hollstein et al., 2020;
Hondares et al., 2011), la lipolyse (Lee et al., 2013), I'exercice et divers autres signaux (Staiger et
al., 2017). Parmi ces autres parameétres, il a été rapporté que des concentrations élevées de
glucose ou d'insuline dans le sang, ainsi que la consommation excessive de glucides augmentaient
les concentrations plasmatiques de FGF21 (BonDurant and Potthoff, 2018; Chalvon-Demersay et
al., 2016; Dushay et al., 2015; Lundsgaard et al., 2017; Sanchez et al., 2009; von Holstein-Rathlou
et al., 2016). Dans I’étude de Chalvon-Demersay et al. sur des souris, il a été montré que l'ingestion
d'un régime riche en glucides et pauvre en protéines stimulait la synthése et la sécrétion de FGF21
par le foie grace a I'action d’une part de l'apport élevé de glucose et d’autre part par la faible
concentration en acides aminés. Chez 'homme, les études de Dushay et al. et Lundsgaard, Fritzen
et al. ont démontré qu'un apport unique de monosaccharides (fructose) était un activateur puissant
mais bref de la sécrétion de FGF21, tout comme un excées de glucides alimentaires (Dushay et al.,
2015; Lundsgaard et al., 2017).

Au vu de ces études, aucune conclusion n’était clairement établie sur l'interaction possible entre
les protéines et les glucides dans le controle de la réponse FGF21. De plus, dans la plupart des
études, les régimes faibles en protéines étaient formulés par un échange entre les protéines et les
glucides ou inversement pour maintenir une teneur en graisses fixe. Une question importante a
laguelle les travaux de cette thése ont tenté de répondre était de distinguer les roles spécifiques
des niveaux d’apport en protéines et en glucides sur la régulation a long terme des concentrations
plasmatiques de FGF21. Pour cela, nous avons utilisé un cadre géométrique simplifié permettant
de tester différentes combinaisons de protéines et de glucides (Expérience 3 Page 52). Il est trés
clair dans nos résultats que chez le rat les concentrations plasmatiques en FGF21 répondaient
exclusivement aux changements du ratio PE, et donc a I'apport en protéines. Dans I'étude 2 (Page
97), ou cette question faisait partie des objectifs principaux, nous avons en effet montré que les
concentrations de FGF21 n’étaient affectées que par le ratio PE. Les concentrations augmentaient
brusquement lorsque I'apport protéique diminuait en dessous d'un niveau seuil situé entre 8 et
15% de I'apport énergétique. Ainsi, les régimes avec des PE ratios de 3, 5 et 8% induisaient une
forte hausse de FGF21, mais dans aucun de ces groupes le ratio glucide/(glucide+lipide) n'a eu
d’influence.

A notre connaissance, une seule autre étude avait utilisé un cadre géométrique pour étudier
séparément les effets des glucides et des protéines sur FGF21, chez la souris. Les conclusions de
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cette études étaient que FGF21 répondait bien aux protéines mais aussi, bien que plus faiblement,
aux glucides, et répondait plus fortement a un apport faible en protéines lorsque celui-ci était
associé a un apport élevé en glucides (Solon-Biet et al., 2016). Dans cette étude, largement en
accord avec nos données, le niveau de protéines était de loin le principal paramétre affectant les
concentrations plasmatiques de FGF21.

Deux hypothéses peuvent étre considérées quant a I'absence d’effet de la teneur en glucides dans
nos travaux :

o |l est possible qu’il y ait un lien avec I'amplitude de I'effet. Si I'apport en glucides pouvaient
effectivement modifier les concentrations de FGF21, la réponse serait d'un ordre de grandeur
beaucoup plus faible que la réponse aux changements de teneur en protéines. L'effet « glucides »
semble en effet correspondre a une multiplication de l'ordre de 5-10 de la concentration
plasmatique de FGF21 lorsque I'apport glucidigue augmente (Lundsgaard et al., 2017),
contrairement a I'effet « protéines » qui dans notre étude correspond a une multiplication de I'ordre
de 100-1000. Il se pourrait donc que l'effet « glucides », s’il existe, est masqué par I'effet
« protéines ». Cela est aussi montré dans I'étude de Solon-Biet et al. ol les glucides engendraient
de plus faibles modifications de FGF21 que les protéines (Solon-Biet et al., 2016).

e |l est aussi possible que la durée de I'effet soit en cause. Il semble qu’en plus de ne pas avoir
le méme ordre de grandeur, les modifications dues aux protéines et aux glucides n’ont pas la méme
durée. En effet, les changements engendrés sur la concentration en FGF21 plasmatique en
réponse a l'apport en glucides ont toujours été mesurés a court terme, et donc aucune étude n'a
rapporté des changements a long terme (Adams and Gimeno, 2016; BonDurant et al., 2017;
Dushay et al., 2015; Lin et al., 2012; Vienberg et al., 2017; von Holstein-Rathlou et al., 2016).

Les résultats de I’étude 1 (Page 59) permettaient aussi de confirmer I'absence d’effet des glucides.
Les concentrations plasmatiques de FGF21 ont été mesurées chez des rats sous auto-sélection
entre un régime protéique et un régime sans protéine, ou la quantité de glucides étaient de 30, 45,
60 ou 75% de I'énergie. Ces mesures ont mis en évidence que quelle que soit la teneur en glucides
des régimes sans protéine, et donc quel que soit le niveau d’apport glucidique, les concentrations
en FGF21 étaient similaires et trés faibles dans tous les groupes.

En conclusion, en marge des études rapportant un effet des glucides sur la
concentration plasmatique de FGF21, nos résultats indiquent qu’il n’y a un effet que
des apports protéiques chez le rat a long terme.
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3.2. Sélection d’un ratio protéines/énergie plus élevé que le besoin
protéique

3.2.1. Ratio protéines/énergie défendu et s’ajustant en fonction des apports
glucidiques

L’ensemble des modéles d’auto-sélection alimentaire utilisés dans ces travaux ont mis en évidence
la sélection d’un ratio protéines/énergie (PE) proche en moyenne de 30% de I'apport énergétique
total (Etude 1 Page 59, Etude 4 Page 139 et Etude 5 Page 163). Ce ratio est bien supérieur au
besoin en protéines tel que défini pour assurer I'équilibre azoté (10-15%). Cette consommation
spontanée élevée de protéines est retrouvée dans de nombreuses études (Castonguay et al., 1982;
Jean et al., 2002; Makarios-Lahham et al., 2004; Mullen and Martin, 1992; Musten et al., 1974;
Peters and Harper, 1984).

Certaines études, dont celle de Booth en 1985, ont suggéré que ce ratio PE élevé était le signe
d'un contréle approximatif de I'apport protéique. Il supposait que les mécanismes de régulation
intervenaient simplement aux deux extrémes d’une part pour maintenir le niveau d'ingestion de
protéines au-dessus des niveaux requis pour assurer 'équilibre azoté, et d’autre part pour le
maintenir en dessous des niveaux qui pourraient engendrer des adaptations métaboliques
colteuses et/ou nuisibles pour I'organisme (Booth, 1985). Cependant, nos résultats indiquent
clairement que ce ratio PE élevé correspond bien a une valeur recherchée et défendu. Nous
pouvons aussi noter qu’il a été démontré que lorsque la teneur en protéines du régime était
augmentée, les voies métaboliques du catabolisme des protéines sont rapidement stimulées,
permettant a I'organisme de s'adapter a une teneur en protéines allant jusqu'a 50%(Jean et al.,
2001; L'Heureux-Bouron et al., 2004). Dans I'étude 2 (Page 97), I'excrétion d'urée a en effet montré
gue toutes les protéines ingérées au-dela de 30 kJ/d étaient catabolisées. Ainsi, si les mécanismes
de régulation des niveaux d’apport protéique consistaient a limiter les niveaux d’ingestion juste en
dessous des niveaux engendrant des effets délétéres sur I'organisme, il devrait étre bien plus élevé
que 30%.

Que le ratio PE sélectionné par les rats en choix soit un niveau recherché et défendu est aussi
fortement suggéré par le fait qu’il varie en fonction de différents paramétres, dont I'état
physiologique (gestation, lactation, age, activité physique, surpoids et obésité), I'environnement
(température), ou le régime (qualité et dilution des protéines, apports glucidiques et lipides). Nous
nous sommes intéressés dans cette thése, au lien entre le ratio PE sélectionné et la teneur en
glucides des régimes. Dans I'étude 1 (Page 59), les rats ont eu la possibilité de choisir entre un
régime protéique et un régime sans protéine a teneur variable en glucides (amidon et saccharose).
Le ratio PE augmentait de 20 a 35% selon que la teneur en glucides augmentait de 30 a 75%.
Ainsi, plus I'apport en glucides des rats était élevé, plus ils choisissaient de consommer des
protéines. Dans I'étude 4 (Page 163), les rats ont eu la possibilité de choisir entre le méme régime
protéigue et un régime sans protéine dont la teneur en glucides était constante, mais I'indice
glycémique variable. Le ratio PE diminuait alors d’environ 8% lorsque I'indice glycémique était
faible.

Les ajustements du ratio PE en fonction de la quantité et de la qualité de I'apport en glucides
pourraient donc refléter la régulation d’un ratio protéines/glucides (PG), qui aurait pour objectif
d’optimiser le métabolisme énergétique. La régulation d’un ratio PG de I'ordre d’environ 70% a été
observé dans de précédente études (Azzout-Marniche et al., 2016; Chee et al., 1981; Richter et
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al., 1938; Romsos and Ferguson, 1982). Il est notable que ce ratio recherché est alors bien
supérieur au ratio PG défini dans les recommandations AIN-93 pour I'alimentation du rat (Reeves
et al., 1993), ou il est de 20%. Dans les études 1 (Page 59), 3 (Page 139) et 4 (Page 163) nous
retrouvions bien ce ratio, appuyant notre hypothése que, sous auto-sélection alimentaire, il y a bien
une volonté de maintenir stable ce ratio plutdt que le ratio PE. Cependant, la variabilité importante
de ce ratio retrouvée dans I'étude 4 (Page 163), pourrait suggérer que les interactions dans la
régulation des ratios PE et PG sont plus complexes et probablement aussi influencées par la
guantité et qualité des lipides du régime.

En conclusion, ces résultats indiquent que I'apport optimal en protéines, recherché sous auto-
sélection alimentaire, est supérieur aux niveaux nécessaires a I'équilibre azoté, et qu'il fluctue
en lien notamment avec la quantité et la qualité des glucides proposés pour optimiser les
régulations énergétiques.

3.2.2. Effets bénéfiques de I'auto-sélection des protéines

La volonté des rats sous auto-sélection alimentaire d'ingérer de grandes quantités de protéines, et
la variation des ratios PE en fonction de la teneur en glucides des régimes, nous ont conduit a
considérer que l'appétit pour les protéines est probablement soutenu par des effets métaboliques
positifs sur la prise alimentaire (Jean et al., 2001; Lacroix et al., 2004; Westerterp-Plantenga,
2008) et sur la composition corporelle (Blouet et al., 2006; Lacroix et al., 2004; Pichon et al., 2008;
Skov et al., 1999).

Premiérement, I'établissement d’'un haut ratio PE d’environ 30%, et donc d’'une consommation
protéique élevée, apparait comme bénéfique pour I'organisme. En effet, de nombreuses études
ont montré que 'augmentation des protéines dans le régime engendre une diminution de la prise
alimentaire et du gain de masse grasse, ainsi qu’'une amélioration du métabolisme glucidique. Ces
effets bénéfiques sont avant tout le résultat du fait qu'aprés avoir comblé les besoins de
renouvellement et de synthése des principaux composés de I'organisme, I'excédent d'apport en
protéines et en acides aminés est utilisé comme substrat énergétique, en lieu et place du glucose.
Cette contribution au métabolisme énergétique, au méme titre que les glucides et les lipides,
permet alors d’équilibrer et d’optimiser l'apport énergétique.

L'apport adéquat en protéines a été déterminé a 15% de I'énergie, en fonction du bilan azoté
(FAO/WHO/UNU Expert Consultation et al., 2007), et dans nos résultats, nous avons bien vu que
les rats nourris avec cette teneur avaient le taux de croissance le plus élevé. Cependant, ils avaient
aussi tendance a étre plus gras que les rats nourris avec 30% de protéines, ce qui suggérait que
30% serait un meilleur niveau pour soutenir la croissance avec un rapport optimal entre la masse
maigre et le dépot de graisse (Etude 2 Page 97). Le niveau d'adiposité plus faible des rats nourris
avec 30% de protéines peut résulter du fait que les régimes hyperprotéinés réduisent l'intensité de
I'inhibition postprandiale de I'oxydation des lipides (Petzke et al., 2007), et pourrait donc réduire la
nécessité d’'un stockage transitoire de lipides en période postprandiale. Il a en effet été montré
qu'un apport élevé en protéines engendre des modifications du métabolisme énergétique et de la
réponse hormonale a l'ingestion de ces repas et une réduction de la lipogenése (Pichon et al.,
2006; Stepien et al., 2011). Les régimes hyperprotéinés entrainent par exemple une augmentation
du glucagon et du ratio glucagon/insuline, et une inhibition plus faible de I'oxydation des lipides
(Acheson et al., 2011; Chaumontet et al., 2015; Devkota and Layman, 2011; Jean et al., 2002;
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Rieth and Larue-Achagiotis, 1997). Dans notre étude 4 (Page 163), si I'inhibition cumulée de
I’oxydation des lipides mesurée sur 6 heures n’était pas différente entre les régimes 15P et 30P,
le pic d’inhibition mesuré entre 1 et 3 heures aprés le repas était nettement plus faible sous régime
30P que sous régime 15P. Les régimes 30% de protéines permettent donc d’amortir
considérablement l'intensité de I'oxydation des lipides induite par le repas.

Deuxiemement, I'établissement d'un ratio élevé de PG d’environ 70% (Etudes 1 Page 59, Etude 3
Page 139 et Etude 4 Page 163), en conjonction avec un ratio PE élevé, semble également entrainer
des avantages métaboliques (Azzout-Marniche et al., 2016; Larue-Achagiotis et al., 1992;
Makarios-Lahham et al., 2004; Rieth and Larue-Achagiotis, 1997). La stabilité de ce ratio refléte le
lien entre les apports protéiques et glucidiques, et ainsi le fait que la sélection des protéines
s’ajuste en fonction des glucides pour prévenir de leurs effets néfastes sur I'organisme. En accord
avec cela, dans I'étude 2 (Page 97), nous avons observé que, chez des rats nourris avec 30% de
protéines, les indices HOMA-IR étaient inférieurs a ceux des rats nourris avec 15P, reflétant des
différences de résistance a l'insuline (Matthews et al., 1985). Les résultats de I'étude 4 (Page 163)
indiguent que l'augmentation de la teneur en protéines (15P vs 30P) diminuait l'augmentation
postprandiale de la glycémie, et réduisait le pic d’oxydation glucidique lorsque I'indice glycémique
est élevé. Cependant, contrairement a d'autres études (Akhavan et al., 2010; Moghaddam et al.,
2006; Petersen et al., 2009; Ranawana and Kaur, 2013), nous n’avons pas montré d’effet dose
sur la sécrétion d'insuline en réponse a l'ingestion, et il n’y avait donc pas de différence de sécrétion
entre les régimes 15P et 30P. De plus dans I'étude 4 (Page 163), comme nous |'avions suppose,
le ratio PE sélectionné était significativement plus élevé quand l'indice glycémique était élevé. Ce
comportement alimentaire permet alors de réduire I'impact des glucides sur I'organisme grace a
I’effet régulateur des protéines sur la glycémie. Ce modéle de choix avec indice glycémique variable
n'avait pas encore été exploré et nous avions émis cette hypothése en accord avec des
observations de Simpson et Raubenheimer (2005). Dans le cadre de leur hypothése sur I'effet
levier des protéines, ils ont observé que le poids corporel était préservé avec des régimes pauvres
en protéines et riches en glucides, si la source de glucides provient principalement de Iégumes et
de fruits riches en fibres et ayant donc un faible indice glycémique (Simpson and Raubenheimer,
2005).

Troisiemement, en plus d'offrir la possibilité de réguler finement les ratios PE et PG, 'auto-sélection
alimentaire offre la possibilité de sélectionner précisément I'apport en chaque macronutriment au
moment ol ils sont nécessaires et dans 'ordre le plus optimal. Les résultats de la premiére
expérience de I'étude 1 (Page 59) indiquent en effet que la proportion de repas mixtes (ingestion
simultanée du régime protéiné et du régime sans protéine) était plus faible lorsque le régime sans
protéines contenait beaucoup de glucides. Cette proportion de repas mixtes augmentait ensuite
progressivement avec la diminution des glucides, et donc I'augmentation des lipides, dans le
régime sans protéine. Ces résultats avaient déja été montré dans des études de notre laboratoire
(Azzout-Marniche et al., 2016; Jean et al., 2002; Makarios-Lahham et al., 2004) et dans celles
d’autres équipes (Konkle et al., 2003; Miller et al., 1994). lIs rapportent que les rats séparent plus
facilement l'ingestion de protéines et de lipides que celle de protéines et de glucides. Cet effet est
vérifié lorsque les glucides ont un haut indice glycémique, comme I'a montré I'étude 4 (Page 163).
En effet, les rats ont consommeé significativement plus de repas mixte lorsqu’il avait le choix entre
un régime protéiné et un régime sans protéine riche en saccharose par rapport a notre régime
témoin contenant la méme quantité de glucide mais moins de saccharose.

La recherche de la consommation séparée des macronutriments, ou tout du moins des protéines
et du mélange des glucides et des lipides, a aussi é&té confirmée par les résultats de la seconde
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expérience de 'étude 1 (Page 59). Les animaux avaient le choix entre 3 régimes: un régime
protéique, un régime sans protéine et un régime composite a teneur en protéines variable. Dans
ce modéle, méme lorsque les rats avaient accés a un régime composite contenant 30% de
protéines, ils préféraient composer leur repas en ingérant le régime protéique et le régime sans
protéine, plutdt que le régime composite pour finalement atteindre le méme ratio PE de 30%. Ce
résultat confirme I'intérét de la séparation des macronutriments.

Ces effets bénéfiques potentiels, qui peuvent étre obtenus par une organisation précise de
I'ingestion des macronutriments, restent cependant largement inexplorés et le rdle joué par l'auto-
sélection en elle-méme mérite d’étre approfondie. L’'un des effets positifs de la séparation des
macronutriments dans le temps a été observé dans I'étude 4 (Page 163). En effet, lorsque les rats
ont accés a un repas protéique 15 min avant un repas composé de glucides et de lipides, ils ont
une tendance a sécréter plus d'insuline, par rapport & un repas unique avec les mémes quantités
de macronutriments. L'influence des protéines ou d’acides aminés libres, sur la sécrétion d'insuline
a déja été démontrée (Berger and Vongaraya, 1966; Fajans et al., 1967; Floyd et al., 1966; Gannon
and Nuttall, 2010; Ranawana and Kaur, 2013). L'ingestion de protéines, seules ou avec les
glucides, augmente en effet la sécrétion d'insuline par deux mécanismes : la stimulation des
cellules B du pancréas et la sécrétion d’hormones incrétines (Gannon et al., 1988; Nuttall and
Gannon, 1991).

En conclusion, ces résultats indiquent que I'auto-sélection alimentaire permet de réguler
finement les apports en plus d'ordonner l'ingestion des macronutriments pour s’adapter aux
changements des besoins au cours du cycle circadien. Ces comportements alimentaires
engendrent des effets bénéfiques sur le métabolisme énergétique et glucidique, mais
nécessitent d’étre encore explorés.

3.2.3. Role de FGF21 dans l'auto-sélection des protéines

Comme évoqué ci-dessus, I'établissement d'un ratio PG optimal, ou d'un compromis entre les ratios
PE et PG, pourrait étre responsable du niveau élevé d'apport protéique sélectionné. L'une des
hypothéses, concernant le mécanisme régissant ce choix, repose sur la sécrétion de sérotonine.
En effet, les glucides tendent a augmenter les niveaux de sérotonine dans le cerveau en changeant
la composition en acides aminés dans le plasma (ratio du tryptophane/acides aminés neutres),
mais les protéines bloquent cette augmentation (Fernstrom and Wurtman, 1997; Wurtman and
Fernstrom, 1975). Ainsi, I'augmentation de la sécrétion de sérotonine encouragerait les rats a
augmenter leur prise alimentaire, notamment de protéines (voir Figure 4 Page 23). En 1979, Ashley
et Anderson ont testé I'hypothése selon laquelle la consommation de protéines pourrait étre
inversement corrélée aux concentrations cérébrales de sérotonine (Ashley et al., 1979). lls ont
observé que le ratio PE sélectionné augmentait de 15-20% a 40% entre 2 et 14 jours aprés le
sevrage, et que cette augmentation était partiellement compensée par la réduction des niveaux de
sérotonine dans le cerveau. Cependant, ils n'ont pas été en mesure de fournir une démonstration
claire d'un tel mécanisme. En 1981, Peters et Harper ont également trouvé aucune corrélation
cohérente entre I'apport en protéines et les concentrations de sérotonine dans le cerveau (Peters
and Harper, 1981). Enfin, en 1984, Theall et al. ont spécifiquement étudié la régulation du ratio
PG chez des rats sous auto-sélection (Theall et al., 1984). lIs ont proposé a des rats des régimes
isocaloriques qui différaient par leur ratio PG (7-360%), et les rats ont adapté leurs
consommations pour maintenir un ratio PG dans une fourchette étroite (30-40%). Les auteurs ont
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supposé que le ratio d'apport en PG était régulé afin de limiter les changements dans les taux de
sérotonine dans le cerveau. lls basaient leur hypothése sur de précédentes observations montrant
gue cette fourchette de ratio PG n'entrainait ni augmentation ni diminution des taux de sérotonine
dans le cerveau (Fernstrom and Wurtman, 1971). Ainsi méme s'il y a bien un lien entre la
consommation de protéines et la sécrétion de sérotonine, aucun résultat ne semble valider
I’hypothése que ce soit ce mécanisme qui régit I'auto-sélection des protéines.

Cette hypothése ne reposant pas sur des démonstrations concrétes, et au vu des récentes études
montrant que FGF21 s'est révélé étre une hormone importante signalant le niveau de l'apport
protéique (Chaumontet et al., 2019; Gosby et al., 2016; Hill et al., 2019, 2018, 2017; Laeger et
al., 2014), nous avons émis I’hypothése que les rats choisissent un ratio PE élevé pour maintenir
de faibles concentrations plasmatiques de FGF21. En effet, il a été montré que les concentrations
plasmatiques de FGF21 augmentent exponentiellement lorsque l'apport protéique diminue en
dessous des niveaux proches de ceux considérés comme nécessaires pour préserver I'équilibre
azoté (10-15%). Cependant, a notre connaissance, les concentrations plasmatiques de FGF21 chez
des rats sous auto-sélection alimentaire n’avaient pas encore été étudiées.

Dans le cadre de cette hypothése, nous avons mesuré les concentrations plasmatiques de FGF21
chez des rats sous auto-sélection entre un régime protéique et un régime sans protéine, ou la
quantité de glucides étaient de 30, 45, 60 ou 75% de I'énergie (Etude 1 Page 59). Les
concentrations de FGF21 chez ces rats étaient reproductibles et trés basses, et notamment
significativement plus faibles que celles observées chez les rats nourris avec le régime composite
témoin contenant 15% de protéines. Nos résultats suggerent donc que lorsque les rats ont la
possibilité de réguler finement I'apport en protéines indépendamment de I'apport énergétique, ils
ajustent le ratio PE afin de minimiser les niveaux de FGF21 dans le plasma. FGF21 étant largement
décrit comme un signal de stress métabolique, notamment en réponse a un déficit d'apport
protéigue (Chaumontet et al., 2019; Hill et al., 2019, 2018; Laeger et al., 2014), nous supposons
donc que la minimisation de sa concentration plasmatique est un objectif de I'organisme. Les
niveaux plus élevés de FGF21 mesurés chez les rats nourris avec un régime composite standard
15P pourrait refléter un niveau d’apport protéique sub-limitant, mais pourraient aussi refléter le
fait que dans ces régimes standards riches en glucides, le ratio PG d’environ 20% est trop faible
par rapport au niveau établi le plus souvent en condition d’auto-sélection. Ainsi, nous avons
suggéré que chez les rats nourris avec des niveaux de protéines considérés comme adéquats
(15%), 'augmentation des taux de FGF21 plasmatique observé vis-a-vis de rats en choix pourrait
plutdt signaler l'inadéquation du rapport entre les protéines et les glucides dans le régime. Lorsque
les rats étaient sous auto-sélection alimentaire, ils répondaient a la signalisation du FGF21 en
ajustant l'apport en protéines en fonction de la teneur en glucides des régimes sans protéine, et
régulaient un ratio PG d’environ 70%.

Les concentrations plasmatiques de FGF21 mesurées sous auto-sélection étaient beaucoup moins
variables que celles observées chez les rats nourris avec le régime composite témoin avec 15% de
protéines. Nous nous sommes demandés si les taux de FGF21 trés variables d’un individu a I'autre
sous régime standard 15P reflétaient au niveau individuel I’écart entre le niveau d’apport optimal
en protéines et le niveau imposé par le régime. Nous avons donc fait I’'hypothése que plus les taux
de FGF21 étaient élevés sous 15P, plus les rats consommeraient de protéines lorsqu’ils seraient
mis en choix (Etude 3 Page 134). Cependant, nous n'avons observé aucune corrélation entre
I'apport en protéines sélectionnées en condition de choix et les concentrations de FGF21 mesurées
sous 15P. Si nous nous tenons a cette approche globale, il faut aboutir a la conclusion que les taux
de FGF21 mesurés sous régime 15P ne refletent pas I'écart entre les besoins en protéines de
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I'individu et le niveau d’apport permis par le régime. Il faut cependant tenir compte du rdle
potentiellement important joué par le fait que I'auto-sélection permet d’ajuster dans le temps les
niveaux d’ingestion des protéines et de I'énergie. Ainsi, certains des rats de cette étude ont
considérablement réduite leurs taux plasmatiques de FGF21 en période de choix sans modifier
leur niveau d’apport protéique.

En conclusion, FGF21 semble jouer un role dans les mécanismes d’auto-sélection
protéique. Cela est appuyé par le fait qu’il existe une littérature importante et
croissante démontrant clairement que les animaux détectent sélectivement et ajustent
de maniére adaptative I’apport en protéines, et que FGF21 est fortement impliqué dans
cette réponse.
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Conclusion génerale
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Ces travaux de thése ont permis de mieux comprendre les liens entre le contrdle de I'ingestion des
protéines et de I'énergie, notamment l'ingestion des glucides. Pour cela, deux stratégies ont été
mises en place.

La premiére consistait a utiliser des modéles d’auto-sélection alimentaire permettant aux rats de
consommer la quantité de protéines souhaitée indépendamment de la consommation énergétique.
Elle a permis de mettre en évidence une régulation fine de I'apport protéique et plus précisément
du ratio protéines/énergie (PE) d’en moyenne 30%. Cette valeur s’ajustait en fonction de la qualité
et de la quantité de glucides dans les régimes, reflétant la recherche d’un équilibre du métabolisme
énergétique au travers du maintien d’'un ratio protéines/glucides (PG) stable proche de 70%.
L’apport de protéines sélectionné, plus élevé que le besoin protéique (10-15%), semble en effet
avoir des effets bénéfiques sur le métabolisme énergétique en restreignant I'impact des régimes
gras ou a haut indice glycémique.

La seconde consistait a utiliser des régimes a teneurs variables en protéines, glucides et lipides,
créant ainsi un cadre géométrique avec douze combinaisons de macronutriments. Elle a permis de
mettre en évidence que la variation des teneurs en protéines engendrait des effets bien plus
importants sur la majorité des paramétres du métabolisme énergétique que les variations des
teneurs en glucides et lipides.

La combinaison des deux stratégies a permis d’enrichir les connaissances sur I'hormone FGF21.
Elle est déja largement décrite comme le médiateur essentiel de la réponse métabolique a la
restriction protéique. Nos résultats ont aussi montré que, contrairement a certaines études, seuls
les teneurs en protéines, et pas en glucides, impactaient la concentration plasmatique en FGF21.
Enfin, cette hormone semble aussi jouer un réle dans les mécanismes d’auto-sélection des
protéines, mais ce role reste a éclaircir.

La conclusion principale de ce projet est que, bien qu’un apport en protéines de 15% de I’énergie
semble optimale pour le métabolisme protéique, il y a optimisation du métabolisme énergétique
par un apport proche de 30%, s’ajustant selon les apports glucidiques. Cette conclusion n’a pas
pour objectif de redéfinir le besoin en protéines tel qu’il est établi actuellement. Cependant, il a
pour but d’alimenter la réflexion dans le cadre de la transition alimentaire en cours, qui a pour
objectif, particulierement dans les pays développés, ayant une consommation riche en glucides a
haut indice glycémique, de réduire la consommation protéique notamment celle d’origine animale
au profit de celle d’origine végétale. Nos résultats suggéerent que les protéines alimentaires ont un
réle qui va bien au-dela de la simple préservation du bilan azoté et que la quantité et la qualité des
glucides de Il'alimentation pourraient jouer un réle important dans la régulation des apports
protéigues. Ce paramétre devrait étre pris en compte quand on envisage la réduction du niveau
d’apport protéique. Du fait de la crise de Covid-19, les travaux de cette étude ont été faits
uniquement avec des protéines totales de lait trés équilibrées en acides aminés, car les
expériences utilisant des protéines végétales ont di étre interrompues. Cependant selon les
données de la littérature, les besoins en protéines pourraient étre encore augmentés avec des
protéines d’origine végétale limitées en certains acides aminés essentiels.
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Résumé : Le niveau d'apport protéique est contrdlé
de fagon trés précise par des signaux agissant sur le
comportement alimentaire qui visent a atteindre et
réguler un niveau d'apport « cible », communément
de 10-20% de l'apport énergétique, pour équilibrer
le bilan azoté. Cependant, les études d'auto-sélection
alimentaire montrent que les rats, mais aussi d'autres
espéeces, ayant la possibilité de séparer le controle de
I'ingestion des protéines du controle de l'ingestion
des glucides et des lipides consomment en moyenne
30% de protéines. L'homéostasie protéique ne
semble donc pas étre le seul critere qui régule le
niveau d‘apport protéique. Certaines études
suggerent en effet que l'ingestion d'un niveau élevé
de protéines au dépend des glucides aurait des effets
métaboliques positifs permettant de réduire la
dépendance du métabolisme vis-a-vis de I'insuline,
de limiter la prise de poids et de gras, et de réduire
le développement de syndromes métaboliques.

L'objectif de cette these était de mieux comprendre
les mécanismes de contréle de l'ingestion de
protéine et leur interaction avec le controle
énergétique. Les travaux réalisés ont montré que
méme si une teneur en protéine de 15% était
suffisante pour assurer le métabolisme protéique,
elle ne I'était pas pour optimiser le métabolisme
énergique par rapport au niveau sélectionné par les
rats. Le niveau protéique choisi était en moyenne
de 30%, et était défendu en s'ajustant a la quantité
et a la qualité des glucides proposés, notamment
en diminuant proportionnellement a la baisse de
l'index glycémique des régimes. Nos résultats
suggerent aussi que FGF21 joue un role dans
I'orientation des choix alimentaires vers les
protéines, puisque les rats en auto-sélection
alimentaire maintiennent des taux plasmatiques de
FGF21 trés bas. Enfin, les taux de FGF21 n'étaient
régulés que part le niveau d'apport protéique, et
étaient insensibles a I'apport glucidique.

Title : Impact of protein-carbohydrate intake level on homeostasis and control of protein and energy intake
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Abstract : The level of protein intake is very tightly
controlled by signals acting on feeding behaviour
that aim to achieve and regulate a "target" level of
intake, commonly 10-20% of energy intake, to
equilibrate the nitrogen balance. However, dietary
self-selection studies show that rats, but also other
species, with the possibility to separate the control of
protein intake from the control of carbohydrate and
fat intake consume on average 30% protein. Protein
homeostasis does not seem to be the only criterion
that regulates the level of protein intake. Some
studies suggest that ingesting a high level of protein
at the expense of carbohydrates would have positive
metabolic effects that would reduce the dependence
of the metabolism on insulin, limit weight and fat
gain, and reduce the development of metabolic
syndromes. The objective of this thesis was to better
understand the control mechanisms of protein
intake, their interaction with energy control and the

consequences of these processes on food intake
and body composition regulations. The work
performed showed that although a protein level of
15% was sufficient to ensure protein metabolism, it
was not sufficient to optimize energy metabolism
compared to the level selected by the rats. The
selected protein level averaged 30%, and was
defended by adjusting to the quantity and quality
of carbohydrates provided, particularly by
decreasing in proportion to the decrease in the
glycemic index of the diets. Our results also suggest
that FGF21 plays a role in directing dietary choices
toward protein, as rats in dietary self-selection
maintain very low plasma FGF21 levels. Finally,
FGF21 levels were only regulated by the level of
protein intake, and were insensitive to
carbohydrate intake.
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