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Summary (721 words): 

Food intake ensures ingestion of the main nutrients necessary for survival and good functioning 

of animal organisms. Its regulation is essential to guarantee energetic and metabolic 

homeostasis, namely a balanced energy intake respective to energy costs. It results from a 

complex signalization, including hormonal and neuronal information, from sensorial and 

digestive inputs, and from metabolic and reward systems. All those signals regulate the quantity 

of ingested food, by elaborating hunger or satiety sensations. This study has focused on two of 

these systems, conveying sensorial (olfactory bulb (OB)) and digestive (brainstem solitary tract 

nucleus (STN)) influences on food intake. Information from food odors modulates food intake, 

and reciprocally the metabolic state influences olfactory perception, within the olfactory 

system, notably in the OB. During digestion, the digestive tract sends different signals to the 

brain, using mostly vagal afferences which concentrate in the brainstem STN. In western 

countries, health concerns, environmental preservation, animal welfare, and economic 

constraints, all promote an evolution in protein consumption toward lower quantities and the 

replacement of animal by vegetal sources. However, the consequences of these changes on the 

whole macronutrients consumption are unknown. They could lead to metabolic imbalance and 

favor major metabolic disorders (obesity, diabetes, etc.). Knowledge concerning protein intake 

regulation must therefore be completed with neurophysiological mechanisms that remain to 

understand. In particular, it is essential to study how proteins intake of the mother during 

pregnancy could affect food related behavior of her progeny. 

The goal of this study is to characterize neuronal and glial markers responding to changes in 

the amount and source of ingested protein, during pregnancy and lactation, and after weaning.  

Because food intake is regulated both by sensorial and digestive components, we chose to 

investigate how olfaction and signals from the digestive tract can modify neuronal and glial 

populations in the olfactory bulb and the brainstem solitary tract nucleus. To this aim, female 

rats were exposed to diets which differed by protein quantity (normal amount of proteins (NP) 

vs hyperproteic diet (HP)) and origin (vegetal (peas) vs animal (milk)). Their progeny were fed 

with self-selection diets proposing different sources of proteins, and were studied for their food 

intake and food choices. We analyzed neuronal and glial markers within the OB and the STN 

by immunohistochemistry on paraformaldehyde fixed slices. In the OB, three markers were 

analyzed : Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), to evaluate astrocytes deployment within the 

glomeruli, varying with the hunger-satiety state in the OB (Daumas, 2017); tyrosine 

hydroxylase (TH) enzyme reflecting dopaminergic activity of the periglomerular cells, thought 

to change with a new olfactory environment (Escanilla et al., 2009) ; and serotonin or 5-



 

hydroxytryptamine (5-HT) reflecting serotoninergic inputs from the Raphe nuclei to the OB 

glomeruli, which may vary with protein intake (Ro et al., 2016). In the solitary tract nuclei, the 

spatial distribution and density of those markers (TH, 5-HT, GFAP) were investigated to delimit 

regions of interest for future quantification studies. This analysis was performed on one slice 

of the brainstem containing the vagal dorsal complex, which includes the STN and most of the 

afferences from the digestive tract. 

Our results indicates that protein quantity during offspring development (gestation and 

lactation) does not affect serotoninergic and dopaminergic activity nor astrocytes deployment 

in the olfactory bulb glomeruli. However, serotonin glomeruli could be a marker of how protein 

origin (animal vs vegetal) can influence progeny food choices. Indeed 5-HT quantity and 

distribution in the olfactory bulb varied in the same way as protein intake. No changes were 

observed in astrocytes deployment or dopaminergic activity in relation to post-weaning diets. 

Within the solitary tract nucleus, we proposed several regions of interest to further investigate 

its role in protein choice and food intake regulation. Those regions are particularly rich in one 

or several of the tested markers and can be compared, regarding the different diets. The 

collected images are being used for a three-dimension reconstitution of the STN and 

quantification of the different markers. 

The results of this study are promising, notably the link between OB serotonin and protein 

choice, and the qualitative analysis of TH-positive neurons, serotonin projections and astrocytes 

distribution within the brainstem. They need to be completed and hopefully provide interesting 

tools for studying sensorial and digestive regulation of food intake. The collected data could 

help adapting and precising food recommendations regarding protein intake,  during pregnancy 

and after weaning. 
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INTRODUCTION  

RÉGULATION DE LA PRISE ALIMENTAIRE 

La prise alimentaire assure un apport en nutriments et substrats énergétiques nécessaires à la 

survie et au bon fonctionnement de l’organisme. Sa régulation est essentielle afin de garantir 

l’homéostasie métabolique, équilibre entre réserves et dépenses énergétiques. Cette régulation 

met en jeu un ensemble complexe d’informations nerveuses sensorielles et hormonales, qui 

interviennent avant et pendant la prise alimentaire puis pendant la digestion et le métabolisme 

des nutriments. Ces signaux régulent la quantité d’aliments ingérés via l’élaboration de la 

sensation de faim ou de satiété. La prise alimentaire est donc le résultat d’une intégration de 

signaux digestifs, métaboliques et de facteurs hédoniques liés aux propriétés organoleptiques 

des aliments (odeur, texture, goût). 

Régulation sensorielle : intégration des signaux hédoniques - focus sur le bulbe olfactif  

L’olfaction est l’un des premiers relais sensoriels des propriétés organoleptiques des aliments. 

Elle correspond à l’interaction entre les molécules odorantes et les récepteurs olfactifs exprimés 

par les neurones sensoriels olfactifs (NSO). Chaque NSO présent dans la muqueuse olfactive 

exprime un seul type de récepteurs olfactifs (Lledo et al., 2005). Chez les mammifères, les 

axones des NSO convergent vers les glomérules du bulbe olfactif (BO). Chaque population de 

NSO exprimant un même récepteur olfactif converge dans un même glomérule, dans lequel 

NSO et cellules mitrales (CM) forment des synapses (Gaudry, 2018). Ces synapses sont 

soumises à une régulation par différentes populations cellulaires, dont les cellules 

périglomérulaires et les cellules gliales. Les axones des CM projettent dans le cortex olfactif 

primaire, notamment le cortex piriforme et l’amygdale. Ces deux régions sont respectivement 

associées à l’apprentissage olfactif et l’initiation du comportement associé à l’olfaction (Fig. 

1). Comme d’autres régions du cerveau impliquées dans le contrôle de la prise alimentaire 

(hypothalamus), les circuits olfactifs sont sensibles à des variations de la balance énergétique. 

En particulier, l’activité du BO des rats est modulée par leur niveau de satiété (Soria-Gomez et 

al., 2014). Ainsi, le BO constitue le premier centre d’intégration des informations olfactives des 

aliments (Gaudry, 2018; Soria-Gomez et al., 2014) et joue un rôle clé dans la prise alimentaire. 

Neurones dopaminergiques et palatabilité olfactive  

La couche glomérulaire du bulbe olfactif (BO) contient des neurones dopaminergiques, qui 

libèrent de la dopamine et du GABA (Pignatelli & Belluzzi, 2017). Étant les seuls neurones 

catécholaminergiques du BO, ils sont identifiables par marquage de la tyrosine hydroxylase 

(TH), enzyme assurant la transformation de la tyrosine en dopamine, noradrénaline et 

adrénaline. Les neurones dopaminergiques du BO inhibent la transmission glutamatergique des 
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NSO. Ils participent ainsi à la discrimination des odeurs (Pignatelli & Belluzzi, 2017) et jouent 

également un rôle dans l’apprentissage olfactif (Escanilla et al., 2009). En effet, ces neurones, 

activement renouvelés par neurogénèse, sont une source de plasticité olfactive et auraient un 

rôle dans l’assimilation des nouvelles odeurs. Les neurones dopaminergiques sont donc des 

marqueurs potentiels de la préférence pour certains aliments, facteur clé de la décision de prise 

alimentaire.  

Neurones sérotoninergiques et régulation hédonique de la prise alimentaire 

Le BO est soumis à une régulation sérotoninergique qui module l’activité des cellules mitrales 

(Gaudry, 2018). Des axones et terminaisons sérotoninergiques issues des noyaux médian et 

dorsal du raphé du tronc cérébral, se concentrent dans la couche glomérulaire (noyau médian), 

ou dans la couche des cellules mitrales et granulaires (noyau dorsal) (McLean & Shipley, 1987). 

Dans l’hypothalamus, la sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) réduit la prise alimentaire 

et limite la prise de poids chez des rats nourris avec des régimes riches en graisses (Leibowitz 

& Alexander, 1998). La 5-HT jouerait un rôle dans le choix alimentaire chez le rat, en particulier 

afin d’assurer le maintien d’une homéostasie protéique (Harper & Peters, 1989). Dans le BO, 

la 5-HT pourrait donc être impliquée dans la régulation olfactive de la prise alimentaire et y 

constituer un bon marqueur.  

Astrocytes, senseurs métaboliques du bulbe olfactif 

Cellules gliales les plus abondantes du cerveau, les astrocytes participent à la transmission et 

l’intégration de l’information. Regroupés autour des structures vasculaires, ils forment une 

véritable barrière de diffusion (Wang et al., 2008) et sont décrits comme des senseurs 

métaboliques (glucose, O2, CO2, ghréline, Glucagon-Like Peptide-1 [GLP-1], leptine, Peptide 

YY [PYY], amyline, etc.) (Marina et al., 2018). Ils interagissent également avec de nombreux 

phénotypes neuronaux. Grâce à leur grande plasticité morphologique, ils peuvent déployer ou 

rétracter leurs prolongements, notamment autour des synapses et ainsi moduler la 

neurotransmission. La visualisation de ces prolongements est possible par le marquage de la 

protéine acide des filaments gliaux (GFAP), composant principal des filaments intermédiaires 

astrocytaires. Dans le BO, la densité de GFAP est particulièrement élevée dans la couche 

glomérulaire (CGl) et la couche plexiforme externe (CPE). Dans la CGl, les astrocytes 

entourent les glomérules et envoient des prolongements en leur cœur (neuropile central) (Bailey 

& Shipley, 1993). Le déploiement astrocytaire autour des glomérules est un marqueur de satiété 

(Daumas, 2017), et pourrait donc révéler la modification de la perception olfactive, en fonction 

du régime alimentaire.  
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Fig. 2. Intégration des signaux nerveux, hormonaux et métaboliques par le noyau du faisceau solitaire 
(Blouet, 2013) 
La convergence et l’intégration des signaux nerveux (afférences vagales), hormonaux (exemple de la leptine) et 
métaboliques (nutriments circulants), font du NFS une structure clé du contrôle de la prise alimentaire.  
AP : area postrema ; DMX : noyau Dorsal Moteur du nerf X (=NMDV : Noyau Moteur Dorsal du nerf Vague) ; 
DVC : noyaux du tronc cérébral formant le complexe vagal dorsal ; NTS : Noyau du Tractus Solitaire (= NFS : 
Noyau du Faisceau Soliaire) 

 

 

Fig. 1. Organisation du bulbe olfactif chez le rat 
(A) Photographies du cerveau d’un rat (d’après University of Wisconsin-Madison Brain Collection) : vue 
supérieure (en haut), latérale (au milieu) et ¾ supérieure (en bas). Le bulbe olfactif (BO), à l’avant (à droite), est 
réhaussé en rouge. (B) Coupe coronale selon la ligne blanche de la vue latérale précédente (A). (C) Représentation 
schématique des couches du BO (Palouzier-Palignan et al., 2012). Les axones des neurones sensoriels olfactifs 
(NSO) issus de la muqueuse olfactive contactent les dendrites des cellules mitrales (CM) dans la couche des 
glomérules (CGlom).La couche des cellules mitrales (CCM) contient les corps cellulaires des cellules mitrales. 
CPE/CPI : Couche plexiforme externe/interne ; CG : couche granulaire ; ZE : zone épendymaire 

A B C 
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Régulation digestive : intégration des signaux métaboliques - focus sur le noyau du 

faisceau solitaire 

Situé dans la partie dorso-médiane du bulbe rachidien, le complexe vagal dorsal comprend trois 

régions interconnectées : le noyau du faisceau solitaire (NFS), l’area postrema (AP) et le noyau 

moteur dorsal du nerf vague (NMDV) (Rinaman, 1998). Centre de convergence des fibres 

sensitives du nerf vague, il est un premier relais d’intégration des signaux de satiété en 

provenance de l’appareil gastro-intestinal (Reiner et al., 2016) (Fig. 2). Via l’area postrema, il 

est également décrit comme un senseur des nutriments circulants et de nombreux facteurs 

neuroendocriniens essentiels dans le contrôle de la prise alimentaire (Blouet, 2013). En effet, 

grâce à une barrière de diffusion perméable (McKinley et al., 2003), l’area postrema est 

sensible à la variation des éléments circulants et répercute les informations directement vers le 

NFS via des projections très denses (Cunningham et al., 1994). Le NFS peut également élaborer 

une réponse nerveuse motrice réflexe (via le nerf vague, par exemple), à travers le NMDV. Il 

constitue donc une structure clé dans le contrôle central de la prise alimentaire.  

Neurones noradrénergiques/adrénergiques du NFS et régulation de la prise alimentaire 

Les neurones noradrénergiques et adrénergiques du NFS (regroupés dans les noyaux 

aminergiques A2 et C2) sont excités par la stimulation mécanique du tube digestif qui survient 

durant le repas (Willing & Berthoud, 1997). L’augmentation de leur activité accompagne une 

réduction de la prise alimentaire (Lam et al., 2009). Ils ont été associés à un effet anorexigène 

de la distension du tube digestif (Rinaman, 1998). L’amyline, hormone pancréatique libérée 

lors d’un repas, excite une partie des neurones noradrénergiques de l’AP. Ces derniers, via des 

projections vers le NFS, réduisent la libération de dopamine dans le noyau accumbens et la 

motivation à manger, donc participent au rassasiement (Potes et al., 2010). Identifiables par 

marquage de la tyrosine hydroxylase (TH, cf p1), les neurones noradrénergiques/adrénergiques 

du NFS et de l’AP peuvent donc constituer de bons marqueurs de la régulation centrale de la 

prise alimentaire et de l’effet satiétogène d’un régime.  

Neurones sérotoninergiques du NFS et régulation de la prise alimentaire 

Le NFS reçoit une importante innervation sérotoninergique des noyaux du raphé (Thor and 

Helke, 1987). Cette innervation 5-HT interagit avec les neurones catécholaminergiques (Pickel 

et al., 1984), et participe à l’effet anorexigène de leur activation (Lam et al., 2009). Ils sont 

donc de bons marqueurs de la régulation de la prise alimentaire par le NFS, en particulier 

couplés aux neurones catécholaminergiques.  
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Les astrocytes, des senseurs métaboliques du NFS 

Les astrocytes du complexe vagal dorsal, délimitent la frontière NFS–AP (Guillebaud et al., 

2017). Au sein du NFS, ils participent au contrôle de la prise alimentaire, en modulant la 

neurotransmission glutamatergique des synapses des neurones à GLP-1 (Grill & Hayes, 2012). 

Senseurs métaboliques participant à la sensation de satiété (cf p2), les astrocytes du NFS sont 

donc de potentiels marqueurs de la régulation digestive de la prise alimentaire, ainsi que du 

caractère satiétogène d’un régime alimentaire.  

IMPACT DES APPORTS EN PROTÉINES SUR LA RÉGULATION DE LA PRISE 

ALIMENTAIRE 

La qualité et la quantité des protéines ingérées ont un impact direct sur le métabolisme (Heeley 

& Blouet, 2016) et la sensation de satiété (Fromentin et al., 2012). Les mécanismes impliqués 

sont très conservés au cours de l’évolution et assurent un équilibre alimentaire en acides aminés, 

induisant l’hyperphagie en situation de déficience protéique et la satiété quand l’apport 

protéique est élevé (Heeley & Blouet, 2016). De plus en plus d’études vont dans le sens d’une 

homéostasie protéique, en parallèle des théories glucostatiques et lipostatiques (régulation de 

la prise alimentaire par la recherche de l’équilibre des sucres ou des graisses), évoquant une 

régulation de la prise alimentaire par les protéines.  

Effet satiétogène des protéines – modèles des régimes hyperprotéiques et de self-selection  

Les protéines seraient le macronutriment au pouvoir satiétogène le plus élevé, tant chez le rat 

que chez l’Homme (Faipoux, 2008). En effet, des rats soumis à un régime hyperprotéique (HP, 

>20% des apports énergétiques sous forme protéique) après un régime normoprotéique (NP, 

20%), diminuent leur prise alimentaire avant de la ré-augmenter progressivement (Jean et al., 

2001; Morens et al., 2000). D’autre part, des rats soumis à un choix alimentaire (self-selection), 

s’orientent vers un régime équilibré en acides aminés (Harper & Peters, 1989). La prise 

alimentaire est donc en partie régulée par les apports protéiques, tant en termes de quantité 

(régimes NP vs HP) que de qualité (modèle de self-selection). 

Effet obésogène du régime prénatal riche en protéines 

Une alimentation déséquilibrée durant la gestation expose la descendance à un risque plus élevé 

de maladies métaboliques (Desclée, 2015). Par exemple, un apport prénatal insuffisant en 

protéines a des conséquences directes sur l’enfant (faible poids de naissance, prédisposition au 

diabète, hypertension à l’âge adulte). À l’opposé, les conséquences d’un régime prénatal 

hyperprotéique sur la descendance sont encore mal connues (Desclée, 2015). La consommation 
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importante de protéines au début de la vie expose à un risque obésogène plus élevé. En plus 

d’être satiétogènes, les protéines auraient donc un pouvoir obésogène important.  

OBJECTIFS 

Contexte : Les régimes alimentaires occidentaux contemporains sont marqués par une baisse 

de la consommation de protéines animales et une diversification des sources protéiques. Les 

moteurs de cette transition protéique sont variés : santé, environnement, bien-être animal, etc. 

(Blezat, 2016). Les conséquences sont encore mal connues, notamment sur la régulation de la 

prise alimentaire et le risque obésogène chez la descendance.  

Objectifs : L’objectif général du travail présenté dans ce mémoire est d’évaluer l’influence 

d’un régime gestationnel riche en protéines, sur la prise et les choix alimentaires de la 

descendance. Pour cela, il s’agit de caractériser des marqueurs neuronaux et gliaux dans le bulbe 

olfactif (BO) et le noyau du faisceau solitaire (NFS), pouvant refléter les variations (qualitatives 

et quantitatives) de la prise alimentaire dans les modèles nutritionnels étudiés.  

Marqueurs étudiés : Dans le BO et le NFS, des marqueurs neuronaux (5-HT/sérotonine, 

TH/neurones dopaminergiques/adrénergiques) et astrocytaires (GFAP) sont étudiés.  

Protocoles nutritionnels : Des rates ont été soumises à un régime normo ou hyperprotéique 

(NP, 20% et HP, 55%) pendant la gestation. La descendance a ensuite reçu soit un régime 

standard ou hyperlipidique (cohorte 2015), soit un régime de choix incluant un choix qualitatif 

de protéines (différentes par la source : lait vs pois, cohorte 2017).  

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

MODÈLE ANIMAL 

Animaux : Toutes les mesures ont été réalisées sur de jeunes rats femelles adultes (Wistar), 

âgés de 105 jours (cohorte 2015) et 70 jours (cohorte 2017) et issus de mères soumises à des 

régimes alimentaires différents (composition des régimes cf Fig. 3). 

Protocoles nutritionnels : Deux séries de rates (cohortes 2015 et 2017) ont été soumises à un 

régime normo ou hyperprotéique (NP ou HP) pendant la gestation. Les régimes HP sont enrichis 

en protéines, et proportionnellement appauvris en glucides, pour un taux lipidique constant. La 

descendance a ensuite reçu un régime standard ou hyperlipidique (cohorte 2015), ou un régime 

de choix incluant un choix qualitatif de protéines (lait, pois, ou dinde, cohorte 2017). Les 

animaux ont été sacrifiés 1h après l’ingestion d’un petit repas. Chaque rat étudié est caractérisé 

par le régime de sa mère pendant la gestation/lactation et par son propre régime en post-sevrage 

(Fig. 3).  
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Tableau 1. Populations cellulaires étudiées, marqueurs associés et protocoles de révélation utilisés 
Chaque population cellulaire est révélée par immunomarquage à l’aide d’anticorps couplés à un fluorochrome.  

  

Fig. 3. Protocoles nutritionnels et composition des régimes des cohortes (2015 [A] et 2017[B]) 
(A) En 2015, le caractère obésogène du régime HP pendant la gestation est évalué. Pour cela, un régime à forte 
teneur lipidique et glucidique (HF) est utilisé en post-sevrage (protocole nutritionnel 2015. (B) En 2017, 
l’influence du régime HP et de la source protéique pendant la lactation (lait vs pois) est évaluée. Pour cela, certains 
ratons en choix peuvent s’orienter vers un aliment enrichi en lipides (L100), en glucides (G100) ou en un type de 
protéine (dinde, pois ou lait) (composition des régimes en bas à droite).  
La composition des régimes est exprimée en pourcentage de l’apport énergétique total (en bas à droite). 
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PRÉPARATION DES TISSUS 

Fixation et congélation des organes : Les bulbes olfactifs (BO) et troncs cérébraux (TC) 

prélevés sont fixés par immersion dans une solution de paraformaldéhyde à 4% (24h, 4°C), puis 

placés dans une solution cryoprotectrice de saccharose à 30% jusqu’à imprégnation et 

congélation des tissus (≈ 7 jours, 4°C). Les structures sont ensuite congelées incluses dans du 

Tissue-Tek® (O.C.T compound, Sakura) dans de l’isopentane, entre -30 et -40°C, et conservées 

à -20°C jusqu’à la coupe. 

Coupes : Pour chaque animal, des séries de coupes de BO et TC de 20µm sont réalisées au 

cryostat Leica CM300® (Leica Biosystems), à -24°C. Les BO sont coupés dans le plan 

horizontal, afin d’obtenir des coupes horizontales successives des régions dorsales, médianes 

et ventrales. Les TC sont coupés dans le plan coronal de façon à obtenir des coupes couvrant 

l’étendue du noyau du faisceau solitaire. Les coupes sont montées sur lames gélatinées de façon 

à avoir 10 lames de niveaux de coupe équivalents par animal et sont conservées à -20°C jusqu’à 

utilisation.  

IMMUNOHISTOCHIMIE 

Marqueurs : Dans le BO et le TC, des marqueurs gliaux et neuronaux sont étudiés. Les 

astrocytes sont révélés à l’aide du marquage de la protéine acide de filaments gliaux (GFAP). 

La variation de surface marquée permet d’évaluer la plasticité astrocytaire (déploiement ou 

rétractation), en relation avec le régime alimentaire. Les fibres sérotoninergiques sont marqués 

par leur neurotransmetteur, la sérotonine (5-HT). La variation de la surface occupée par les 

fibres sérotoninergiques permet d’évaluer l’activité sérotoninergique. Les neurones 

dopaminergiques (BO) ou adrénergiques (TC) sont révélés comme des neurones tyrosine 

hydroxylase (TH) positifs (cf p1). La variation du rapport de surfaces TH/noyaux (marquage 

Hoechst), permet d’évaluer l’activité de ces neurones, en fonction des différents régimes.  

Protocole d’immunomarquage : Après sortie du congélateur, les lames sont laissées 20 

minutes à température ambiante. Elles sont ensuite rincées 2 fois dans une solution de tampon 

phosphate salin (PBS 0,1M, pH 7,4), afin d’éliminer le Tissue-Tek. Un démasquage antigénique 

est ensuite réalisé par immersion dans un tampon citrate 0,01M, pH 6 (citrate sodium 0,1M, 

acide citrique 0,1M, H2O) (15min, 94°C). Les tissus sont perméabilisés et les sites non-

spécifiques sont saturés par une incubation dans du PBS contenant 0,3% de triton et 2% 

d’Albumine de Sérum de Bovin (PBST/BSA 2%) (1h, à température ambiante). Les coupes 

sont ensuite incubées en présence de l’anticorps primaire dans du PBST/BSA 0,2%, puis rincées 

au PBS. Elles sont ensuite incubées avec l’anticorps secondaire dans du PBST/BSA 0,2% 

(protocole cf Tableau 1). Les noyaux sont marqués par de la bis-benzimide (Hoechst à 1 µg/ml) 
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qui se lie spécifiquement aux régions riches en bases AT de l’ADN (1h à l’obscurité, 

température ambiante). Les coupes sont finalement rincées au PBS puis à l’eau distillée avant 

d’être montées entre lame et lamelle avec du milieu de montage pour fluorescence (Fluroshield, 

Sigma). Les lames sont laissées à l’obscurité jusqu’à polymérisation du milieu de montage (48h, 

température ambiante), avant leur observation au microscope à fluorescence. 

ANALYSE D’IMAGES 

Acquisition des images des coupes marquées : L’acquisition des images est réalisée grâce à 

un scanner de lames (Pannoramic SCAN P150, 3D HISTECH) à l’objectif X20. Chaque scan 

permet une visualisation dans la profondeur de la coupe (pannoramic scanner, fonction 

extended focus), essentielle à la précision de la quantification. Les prises de vue de chaque 

coupe de BO et TC (au format TIFF) sont ensuite réalisées à partir du logiciel 

PannoramicViewer. Par coupe de BO, les photos sont réalisées sur l’ensemble de la couche 

glomérulaire : grossissement numérique X20 pour GFAP et 5HT et X10 pour TH. Pour les 

coupes de TC, les photos sont cadrées sur le NFS, au grossissement numérique X7,2.  

Analyse des marqueurs dans le BO : Pour chaque photo, une (couche glomérulaire) ou 

plusieurs (glomérules) régions d’intérêt (ROI) sont délimitées. La quantification des marqueurs 

est réalisée par les mesures des surfaces occupées par les marqueurs et des surfaces des ROI 

(ImageJ, version Java 1.8.0_112). 

Analyse qualitative dans le NFS : Sur des photos X7,2 de TC, une régionalisation du NFS est 

effectuée à l’aide des différents marqueurs en fonction de leur distribution. En complément, 

une coloration des ARN et ADN (violet de Crésyl, méthode de Nissl) permet une visualisation 

de la distribution des neurones, dont le cytoplasme est très dense en ARN.  

TRAITEMENT STATISTIQUE 

Les différents groupes sont comparés par une analyse de la variance à 1 facteur (régime) pour 

les marqueurs quantifiés (GFAP, 5-HT, TH dans le BO) (GraphPad, version 7.0).  

 
RESULTATS 

QUANTIFICATION DE MARQUEURS GLIAUX ET NEURONAUX DANS LE BULBE 

OLFACTIF  

La quantification des marqueurs (GFAP, 5-HT, TH) est effectuée sur 8 animaux pour 3 régimes 

(cohorte 2015) ou 4 animaux pour 6 régimes (cohorte 2017). A chaque animal correspond la 

moyenne des mesures effectuées sur l’ensemble de la couche glomérulaire de la coupe médiane 

du bulbe olfactif (BO).  
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Fig. 4. Suivi de la masse corporelle et de la prise alimentaire (cohorte 2015) 
Suivi de la prise alimentaire (A) et de la masse corporelle (B) au cours de la phase de post-sevrage. Pour chaque 
groupe, chaque point correspond à la moyenne des données des 8 animaux correspondant.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              
Fig. 6. Quantification de la TH et GFAP dans le bulbe olfactif (cohorte 2017) 
(A) Surface occupée par les fibres et corps cellulaires positifs pour la tyrosine hydroxylase (TH) dans la couche 
glomérulaire. (B) Surface occupée par les astrocytes et leurs prolongements au sein des glomérules. Chaque point 
représente la valeur moyenne sur toute la couche glomérulaire (TH) ou tous les glomérules (GFAP) d’un rat.  
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Fig. 5. Quantification de la 5-HT, TH et GFAP dans le bulbe olfactif (cohorte 2015) 
(A) Surface occupée par les fibres sérotoninergiques dans un glomérule. (B) Surface occupée par les fibres et corps 
cellulaires tyrosine hydroxylase (TH) positifs rapportée à la surface occupée par les noyaux. (C) Surface occupée 
par les astrocytes et leurs prolongements au sein d’un glomérule. Chaque point représente la valeur moyenne sur 
tous les glomérules (5-HT et GFAP) ou toute la couche glomérulaire (TH) d’un rat.  
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Cohorte 2015 

Les animaux exposés à un régime gestationnel hyperprotéique (HP) et à un régime post-sevrage 

hypercalorique (HF) palatable, ingèrent plus de calories (Fig. 4A) et présentent une masse 

corporelle supérieure (Fig. 4B) à ceux exposés à un régime gestationnel normoprotéique (NP) 

et à un régime post-sevrage standard (NPNP) ou hypercalorique (NPHF). 

Cependant, pour les trois marqueurs testés dans le BO, 5-HT, TH, GFAP, il n’y a pas de 

différence significative entre les groupes (p>0,05 ; Fig. 5) et aucun marqueur n’est corrélé à la 

prise alimentaire ou à la masse corporelle (Pearson, p>0,05). Un régime hyperprotéique pendant 

la gestation n’a donc pas d’impact sur l’activité sérotoninergique, dopaminergique et le 

déploiement astrocytaire dans les glomérules du bulbe olfactif.  

Cohorte 2017  

Les animaux en choix (SS) augmentent leur apport énergétique (+33%, p<0,001) et protéique 

(+40%, p<0,001) comparativement à ceux soumis à un régime standard (résultats non figurés). 

De plus, la consommation protéique varie selon les groupes en choix : les rats NPpoisSS, et 

dans une moindre mesure HPpoisSS, consomment plus de protéines que le groupe NPpltSS 

(p<0,05 ; Fig. 7C). 

Activité dopaminergique au sein de la couche glomérulaire  

L’activité dopaminergique du bulbe olfactif (BO) peut être associée à de nouvelles expériences 

olfactives (Pignatelli & Belluzzi, 2017) (cf p1). Elle est évaluée par la surface occupée par les 

corps cellulaires et fibres positifs pour la tyrosine hydroxylase (TH) rapportée à la surface 

occupée par les noyaux (marqués au Hoechst, cf p8).  

Il n’y a pas de différence significative entre les groupes (p>0,05 ; Fig. 6A) : ni la quantité 

(régime hyperprotéique vs normoprotéique), ni la nature protéique (végétale vs animale) 

pendant la gestation/lactation, ni le régime post-sevrage (standard vs en choix) n’ont d’effet sur 

l’activité dopaminergique dans le bulbe olfactif.  

Déploiement astrocytaire autour des glomérules  

Le déploiement astrocytaire dans les glomérules du BO, est un marqueur du pouvoir satiétogène 

d’un repas (Daumas, 2017) (cf p1), au sein du BO. Il est évalué par la surface occupée par la 

GFAP rapportée à la surface du glomérule.  

Les groupes ne sont pas significativement différents (p>0,05 ; Fig. 6B) : ni la quantité (régime 

hyperprotéique vs normoprotéique), ni la source protéique (végétale vs animale) pendant la 

gestation/lactation, ni le régime post-sevrage (standard vs en choix), n’ont d’effet sur le 

déploiement astrocytaire au sein des glomérules du BO.  
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Fig. 7. Analyse de l’activité sérotoninergique dans le bulbe olfactif (cohorte 2017) 
(A) Quantification de la surface de 5-HT par glomérule. Chaque point correspond à la moyenne de tous les 
glomérules de la coupe médiane d’un animal. (B) Classement qualitatif des coupes médianes de BO en 4 
catégories. 0.5 : peu de 5-HT dans peu de glomérules ; 1 : quelques glomérules marqués ; 1.5 : plusieurs 
glomérules bien marqués ; 2 : beaucoup de glomérules très marqués. Chaque barre correspond à un rat. (C) 
Proportion de l’énergie apportée par les protéines en post-sevrage (de 28 à 70j), a ≠ b ≠ c . (D) Représentation de 
la surface de 5-HT par glomérule le long de la couche glomérulaire. Chaque glomérule est numéroté de 1 à n, en 
suivant le pourtour du BO.  

B 

C D 

Fig. 8. Régionalisation du NFS sur coupe colorée au violet de Crésyl (méthode de Nissl) 
Photo d’une coupe de TC au niveau du NFS (X7,2) marquée au violet de Crésyl, au marquage architectonique. 
Les noyaux et cytoplasme de tous les neurones sont marqués. Leur taille étant différente, la densité de marquage 
reflète des ensembles différents de neurones: noyaux moteurs, noyaux sensitifs, etc. AP : Area Postrema (vert) ; 
NFS : Noyau du Faisceau Solitaire (noir) ; NC : Noyau Commissural (noir) ; FS : Faisceau Solitaire (supposé) ; 
NMDV : Noyau Moteur Dorsal du nerf Vague (rose) ; CC : Canal Central 
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Activité sérotoninergique dans les glomérules  

La sérotonine dans le bulbe olfactif pourrait jouer un rôle dans le choix des apports en protéines 

lors d’un repas (Ro et al., 2016) (cf p2). L’activité sérotoninergique dans les glomérules est 

évaluée par la surface occupée par les fibres 5-HT positives rapportée à la surface du glomérule. 

La quantité de 5-HT glomérulaire est similaire chez les rats en régime standard, quel qu’ait été 

le niveau d’apport protéique pendant la gestation (NPpltNPplt vs HPpltNPplt). En revanche, 

chez les animaux en choix (SS), une tendance se dégage (p=0,07 ; Fig. 7A). Les animaux ayant 

reçu un régime gestationnel normoprotéique (NP) et des protéines végétales (pois), présentent 

plus de 5-HT que les autres. A l’inverse, les NPpltSS présentent le moins de 5-HT. Lorsque les 

animaux sont en régime hyperprotéique (HPpltSS vs HPpoisSS), cet écart est atténué. 

Le marquage 5-HT étant globalement plus faible que celui de la cohorte 2015, la présence de 

nombreux vaisseaux sur les coupes fait ressortir une auto-fluorescence, qui a pu biaiser la 

quantification. Une évaluation semi-quantitative visuelle a donc été réalisée. Les coupes ont été 

classées en quatre catégories, selon la quantité et la répartition du marquage 5-HT (Fig. 7B). Ce 

classement visuel fait apparaître les mêmes tendances qu’avec la méthode quantitative.  

La répartition du marquage le long de la couche glomérulaire augmente linéairement des 

glomérules du cadran postérieur-interne vers les glomérules du cadran postérieur-latéral externe 

des BO (p<0,001). Cette distribution (caractérisée par la pente des droites représentées Fig. 7D) 

est particulièrement marquée chez le groupes NPpoisSS (R=0,6 ; p<0,001) et au contraire peu 

marquée chez le groupe NPpltSS (R= 0,02 ; p>0,05). Les différences de pentes entre les groupes 

suivent les différences observées de consommation protéique (Fig. 7C) et l’activité 

sérotoninergique totale (Fig. 7A). Ainsi, le groupe NPpoisSS consomme plus de protéines et 

présente une activité 5-HT plus élevée, avec un gradient spatial plus marqué, que le groupe 

NPpltSS ; tandis que les groupes HPpoisSS et HPpltSS présentent des valeurs intermédiaires. 

L’ensemble de ces données suggère un lien entre la quantité de protéines ingérées par choix et 

l’activité sérotoninergique glomérulaire. 

RÉGIONALISATION DU NOYAU DU FAISCEAU SOLITAIRE 

Avant de proposer une méthode de quantification des marqueurs d’intérêt (GFAP, 5-HT, TH) 

dans le noyau du faisceau solitaire (NFS), l’analyse de leur distribution et densité est nécessaire, 

afin de délimiter des régions d’intérêt. L’analyse est réalisée sur des coupes de tronc cérébral 

(TC) contenant à la fois l’area postrema (AP) et le NFS, et donc la majorité des projections 

nerveuses en provenance de l’appareil digestif. Partant de l’hypothèse que la répartition des 

marqueurs serait conservée d’un animal à l’autre pour des coupes homologues, le repérage a 

été effectué sur trois animaux pris au hasard.  
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Fig. 9. Délimitation et régionalisation du NFS par marquage des astrocytes (GFAP) 
(A) Les variations de densité de marquage GFAP délimitent du NFS et des structures juxtaposées. (B-D) Prises de 
vue au grossissement X30 suggérant une évaluation morphologique des astrocytes marqués : morphologie 
tanycyte-like (B,C), ou fusiformes (D). 
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Fig. 10. Délimitation et régionalisation du NFS par marquage de la sérotonine (5-HT) 
(A) Les variations de densité de marquage 5-HT démasquent des sous-ensembles dans le NFS et les structures 
juxtaposées. (B-D) Prises de vue au grossissement X30 mettant en évidence des fibres dans l’AP (B), une 
absence de marquage dans le FS (C) et une limite inférieure nette NMDV (D). 
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Première régionalisation du NFS par la coloration de Nissl  

Une première approche consiste à délimiter les principales zones visibles, par comparaison de 

la densité de marquage au violet de Crésyl. En se référant à un atlas anatomique de cerveau de 

rat (Paxinos & Watson, 2007), une délimitation du complexe vagal dorsal (AP, NFS et NMDV) 

est établie (Fig. 8). La limite NFS-AP et le canal central (CC) constituent des repères 

anatomiques systématiques. 

Organisation cellulaire du NFS grâce aux marqueurs GFAP, 5-HT et TH  

La présence ou l’absence de marquage GFAP, 5-HT et TH dans le complexe vagal dorsal (AP, 

NFS, NMDV) est évaluée. La variation de la densité de marquage en permet un découpage.  

Marquage GFAP : La frontière NFS-AP est particulièrement riche en astrocytes dits tanycyte-

like (Guillebaud et al., 2017) (Fig. 9A, 9B, 9C). L’AP étant fortement vascularisée, ces 

astrocytes constitueraient une barrière de diffusion entre une structure vascularisée et le système 

nerveux central (Wang et al., 2008). Alors que le NFS n’est pas particulièrement dense en 

astrocytes, on constate une accumulation d’astrocytes orientées dans le NMDV (Fig. 9D).  

Marquage 5-HT : Le marquage 5-HT montre des fibres sérotoninergiques dans l’AP (Fig. 10A, 

10B), dans le NFS avec une accumulation dans la région dorsale (Fig. 10A), et dans le NMDV 

(Fig. 10A, 10D). Cette répartition est cohérente avec la présence de nombreux récepteurs 5-HT 

dans le NFS (Manaker & Verderame, 1990) et les afférences du noyau du raphé dans le NFS 

décrites par Thor & Helke (1987). L’absence nette de marquage dans la partie caudale du NFS 

laisse deviner le faisceau solitaire (FS) (Fig. 10A, 10C).  

Marquage TH : Le marquage de la tyrosine hydroxylase (TH) révèle des corps cellulaires 

positifs pour la TH dans l’AP (Fig. 11A, 11B) et le NFS (Fig. 11A,11C). Cette répartition est 

similiaire à celles décrites par Kalia et al. (1985) et Thor & Helke (1987). L’absence de 

récepteurs dopaminergiques et la présence de récepteurs noradrénergiques dans le NFS 

(Tohyama & Takatsuji, 1998) suggèrent que les corps cellulaires marqués sont 

noradrénergiques ou adrénergiques. Des fibres TH positives dessinent la frontière inférieure du 

NMDV (Fig. 12A, 12D) et seraient dopaminergiques (Kalia et al., 1985). La présence de 

neurones monoaminergiques dans le NMDV est cohérente avec une interaction NFS-NMDV 

dans la régulation centrale des fonctions digestives (Kalia et al., 1985). 

L’étude couplée des marquages GFAP, 5-HT, TH montre une juxtaposition dans la région 

dorsale du NFS et dans le NMDV (Fig. 12A, 12C). Les astrocytes présentant à leur surface des 

récepteurs de la sérotonine, la présence conjointe d’astrocytes et de fibres sérotoninergiques 

suggère une interaction neurones-cellules gliales. En effet, Miyazaki et al. (2013) mettent en  

X30 X30 
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Fig. 11. Délimitation et régionalisation du NFS par le marquage des neurones TH positifs 
(A) Les variations de densité de marquage TH délimitent le NFS et des structures juxtaposées. (B-D) Prises de vue 
au grossissement X30 mettant en évidence des corps cellulaires TH+ dans l’AP (B), des corps cellulaires TH+ 
dans le NFS (C) et des fibres TH+ délimitant la frontière inférieure du NMDV (D). 

 

X30 X30 X30 

A 

B C D

A B 

C 

Fig. 12. Régionalisation du NFS par superposition des marquages GFAP-5HT et GFAP-TH  
(A) Superposition des marquages GFAP-5HT. (B) Superposition des marquages GFAP-TH. (C) Schéma 
interprétatif basé sur les colorations au violet de Crésyl et les marquages GFAP, 5-HT et TH de coupes de tronc 
cérébral de rats (n=3).  
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évidence une fonction neuroprotectrice des astrocytes, notamment des neurones 

dopaminergiques du NMDV, via la sérotonine. D’autre part, la superposition des marquages 

TH et 5-HT dans le NFS (Fig. 12B, 12C) est cohérente avec la modulation sérotoninergique 

des neurones catécholaminergiques du NFS montrée par Pickel et al. (1984).  

Proposition de quantification dans le NFS 

L’étude de la répartition des différents marqueurs dans le NFS met en évidence des zones bien 

délimitées dans lesquelles certains marqueurs s’accumulent (Fig. 12C). Ces zones constituent 

des régions d’intérêt (ROI) qui peuvent être aisément détourées par un opérateur : AP (5-HT, 

TH), limite NFS-AP et séparation NFS droite-gauche (GFAP), partie dorsale du NFS (GFAP, 

5-HT), partie ventro-caudale du NFS (TH), et NMDV (GFAP, 5-HT, TH). Selon le marqueur, 

une quantification de surface (surface marqueur/surface ROI, pour GFAP et 5-HT) ou un 

comptage cellulaire (nombre de corps cellulaires, pour TH) est possible. L’impact du régime 

alimentaire sur le NFS pourra ensuite être évalué en comparant les différents groupes, pour ces 

trois marqueurs.  

DISCUSSION  

Cette étude montre principalement que la 5-HT dans les glomérules du bulbe olfactif pourrait 

être un bon marqueur du choix protéique de la descendance, en fonction de la nature protéique 

reçue pendant la gestation. En revanche, il ne semble pas que la GFAP et la TH soient des 

marqueurs adaptés, pour les modèles nutritionnels testés. D’autre part, une régionalisation du 

NFS va permettre une analyse quantitative des marqueurs d’intérêt dans le cadre d’une 

régulation digestive de la prise alimentaire. 

Les résultats ne montrent pas de modification du déploiement astrocytaire (repéré par la GFAP), 

ni de l’activité des neurones dopaminergiques (TH positifs) ou de l’activité sérotoninergique 

(fibres marquées à la 5-HT) dans le bulbe olfactif, en fonction du régime prénatal 

hyperprotéique (cohorte 2015) ou du choix protéique après le sevrage (cohorte 2017). 

Néanmoins, l’analyse de la cohorte 2017 doit être complétée à 8 animaux par condition. 

Le plasticité astrocytaire est un marqueur de faim/satiété chez des animaux nourris vs à jeun 

(Daumas, 2017) donc dans une situation très contrastée de faim vs satiété. Dans les cohortes 

2015 et 2017, les animaux ont été sacrifiés 1h après un « petit repas » (cf p6). L’absence de 

différence pour la GFAP entre les groupes suggère que les différences potentielles de satiété, 

induites par ce petit repas, sont trop subtiles pour être mises en évidence par ce marqueur dans 

le bulbe olfactif (BO). 

Concernant le marquage TH, l’hypothèse était que l’activité dopaminergique dans le BO soit 

influencée par un régime hypercalorique (HF), plus palatable (2015) que le régime standard 
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(NP), et par les régimes en choix (SS), qui exposent les animaux à un environnement olfactif 

plus varié (2017). Cependant, les animaux ont été sacrifiés après 78 jours (2015) et 43 jours 

(2017) d’exposition aux mêmes odeurs alimentaires, dans chaque groupe. Ils étaient donc 

habitués à leur environnement olfactif. Or, si le renouvellement des neurones dopaminergiques 

par neurogenèse dans le bulbe olfactif reflète la plasticité associée à des odeurs nouvelles, il est 

possible que les changements histologiques ne soient repérables que peu de temps après la 

découverte du nouvel environnement olfactif. Il serait donc intéressant de comparer des groupes 

de rats plus récemment exposés à de nouvelles odeurs alimentaires.  

Enfin, la sérotonine a été associée au choix des apports protéiques (Ro et al., 2016). Pour la 

cohorte 2017, la différence entre les groupes va dans ce sens mais n’atteint pas le seuil de 

significativité. Chez les animaux exposés à un régime gestationnel normoprotéique, il semble 

que le niveau de 5-HT glomérulaire puisse refléter une consommation de protéine animale (lait) 

vs protéine végétale (pois) et/ou un choix de consommation en protéines accru. En particulier, 

les animaux ayant reçu des protéines végétales (pois) pendant la gestation présentent un 

marquage sérotoninergique plus intense avec une localisation particulière dans leurs 

glomérules, que ceux ayant reçu des protéines de lait. Or, ces animaux NPpoisSS se sont 

davantage tournés vers des sources protéiques différentes (protéines animales : dinde et lait) de 

celles qu’ont reçu leur mère (protéines végétales : pois), que les rats NPpltSS. Ils ont donc pu 

avoir une recherche olfactive plus ciblée, qui pourrait expliquer l’augmentation de la sérotonine 

préférentielle sur certains glomérules (un glomérule étant associée à une odeur, cf p1). De plus, 

la quantité de 5-HT dans les glomérules semble suivre la quantité de protéine ingérée par les 

animaux : elle pourrait donc être un marqueur du comportement alimentaire résultant d’une 

recherche olfactive intense (quantité de 5-HT élevée) et ciblée (certains glomérules plus 

marqués que d’autres). La 5-HT pourrait être un bon marqueur de l’effet de la nature protéique 

reçue pendant la gestation/lactation sur les choix alimentaires de la descendance. 

La délimitation de zones d’intérêt au sein du complexe vagal dorsal (noyau du faisceau solitaire 

[NFS], area postrema [AP], et noyau dorsal moteur du nerf vague [NMDV]), rend possible 

l’analyse quantitative des différents marqueurs, pour étudier l’impact des différents régimes sur 

la régulation digestive de la prise alimentaire. Au plan fonctionnel, la superposition des 

différents marqueurs montrent bien qu'ils ne partagent pas tous les mêmes territoires au sein du 

NFS, ce qui suggère un ensemble plutôt complexe de sous populations neuronales, chacune 

dédiée à une partie du contrôle du tube digestif. Cette quantification est également possible par 

reconstruction 3D du NFS (en cours). L’étude des neurones catécholaminergiques dans le NFS 

(révélés par marquage de la tyrosine hydroxylase [TH]) pourra être affinée par un double 

marquage TH - enzyme dopamine-β-hydroxylase (DBH), afin d’identifier précisément les 
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neurones noradrénergiques (Potes et al., 2010). De plus, un marquage de l’activité neuronale 

par la protéine c-Fos permettra d’évaluer l’activation de ces neurones (Potes et al., 2010), et 

celle des neurones sérotoninergiques dans l’AP (Lam et al., 2009) (en cours). Enfin un 

neuromédiateur n'est efficace que s'il rencontre un récepteur sur la cellule cible. Il reste à 

identifier quels récepteurs (et leurs nombreux sous-types) seraient les plus pertinents à étudier. 

D’autre part, un lien entre régulation hédonique et digestive de la prise alimentaire peut être 

envisagé, notamment par le biais de la sérotonine. En effet, sur des coupes plus antérieures de 

tronc cérébral, un marquage de la 5-HT dans les noyaux du raphé permettrait d’établir une 

éventuelle corrélation avec les variations de 5-HT dans le bulbe olfactif.  

D’une façon générale, les données fournies par ces études devraient contribuer à enrichir le 

corpus des connaissances sur la régulation intégrée de la prise alimentaire et pourraient conduire 

à de nouvelles recommandations alimentaires concernant les apports en protéines. 
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