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Résumé

Résumé

L'hypothalamus est fortement impliqué dans la régulation nerveuse de I'hnoméostasie
énergétique. 1l existe dans cette structure des neurones spécialisés (glesensibles) qui
Ai OAAGAT O 11 OAITATO I EUPAOCI UAiT T EA DBOEO Ai Al
i AET OEAT AA T A clUAii EAn AT OOEI Ol AT O 1T A Oi AOi
astrocytes sont suspectés de participer a la détection neuronale dulgA T OA8 $AT O 1 86 AT OA
cerveau, il existe un couplage métabolique entre astrocytes et neurones. Le lactate, issu de la
métabolisation du glucose par les astrocytes, est transporté par les neurones par des
transporteurs aux monocarboxylates (MCTs). De p$, il a récemment été montré que les
jonctions gap (G))U 161 OECET A AA 1T A & O0i AGETT AA 0Oi OAA
indispensables au passage du glucose de la circulation sanguine vers les neurones en activité.
Ces GJ astrocytaires sont formées fjpatairement de connexines 43 et 30 (Cxs).
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astrocytes dans la détection hypothalamique du glucose et du lactate. Dans un premier temps,
nous avons montré que le lamte, comme le glucose, est détecté au niveau central et induit une
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une hyperlactatémie), nous avons montré que la détection du glucose et du lactate est altérée.
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Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés au role des Cxs astrocytaires. La

(MBH), un site présentant de nombreux narones gluccO AT O E aipr&sSien de 1& Cx30 est
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dans la détection hypothalamique du glucose, nous avons inhibé son expression dans1i&H,in

vivoh AT ETEAAOAT O AAO OE2.! DPAOI AOOABET EEBEBPEARAOA
Cx43 (30% a 72h) induit une diminution de la prise alimentaire sans modification du poids, de la
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connexines, et probablement des réseaux astrocytaires, lors de la détection hypothalamique du
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de fonctions neuronales précises.

Mots clé: Homéostasie énergétique, Détection hypothalamique du glucose et du lactate,
Astrocytes, Connexines 30 et 43, Transporteurs aux Monocarboxylates (MCTS).



Abstract

Abstract

The hypothalamus plays a pivotal role in the nervous control of glucose homeostasis.
This area contains glucesensitive neurons. Some of them detect increases in glucose levels and
regulate glucose homeostasis by stimulating insulin secretion or inhibitingood intake. It is
widely accepted thatastrocytes are metabolically coupled to neurons. Lactate, resulting from the
metabolism of glucose by astrocytes, is transportedvia the monocarboxylate transporters
(MCTs). In addition, gap junctions (GJjhat form networks within astrocytes, are essential to
transfer glucose from the bloodstream to the active neurons. These astroglial GJ mainly consist
of connexins 43 and 30 (Cxs).

The aims of my thesisare twofold: first, to show that an intracarotid lactate injection
toward the brain, as for glucose, triggers insulin secretion and, second, to investigate the role of
astroglial Cxs

Our results demonstrate that lactate and glucose sensing are altered in 48h
hyperglycemic rats (accompanied by high blood lactate I&l). These alterations arenot due to
changes in protein expression of astroglial or neuronal MCTs in the hypothalamus. We then
show that Cx43 is highly expressedn astrocytic endfeet enwraping blood vessels, in medio
basal hypothalamus (MBH) where many gluco-sensitive neurons are present. The Cx30
expression is more diffuse in this structure. We also show that the protein expression of
astroglial Cxs varies very rapidly due to changes in metabolic status (fasting, refeeding and
hyperglycemia). To evalua¢ the involvement of astroglial Cx43 (the major isoform) in the
hypothalamic glucose sensing, we silenced its expression in the MBHvivo by injecting specific
siRNA. A 30% diminution in protein levels (after 72h) induced a decrease in food intake without
changes in weight, blood glucose and insulin levels compared to vehicle treated animalbe
central response to glucose is drasticallynhibited in terms of insulin secretion in siCx43
animals. Similarly, an intracarotid injection of glucose towards the brain does not reduce
refeeding in siRNA treated animals.

These results demonstrate for the first timein vivo, the importance of connexirs and
astroglial networks in hypothalamic glucose sensing mechanism. These new data reinforce the
importance of the metabolic role of astrocytes in specific neuronal functions.

Keywords : Energy homeostasis, Hypothalamic glucose sensing, Astrocytes, CornngxX30 et 43,
Monocarboxylate Transporters (MCTS).
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Préambule

Préambule

A la fin du XIXeme siecledeux grands physiologistes,Claude Bernardet Walter
Cannon,décrivent pour la premiére fois la notiond& homéostasie » comme la capacité
1 61 OC Alm&rdehidune stabilité relative de sonmilieu interne, malgré des fluctuations
AT 1T O0OAT OAO AA Urddkandito@brd de Adctdurs@B que la température

corporelle ou les battements cardiaquessont relativement constantsA £FET A8 AOOOOAO
fonctonnAT AT O AA 1 BBIEQ G ATl EA@ildioeBufiat de nombreux systémes de
régulation qui présentent les caractéristiques fondanentales suivantes 167 1 T ECT AT AT O A

facteur donné de sa valeur physiologique de référence est détecté par des réceptéurs
«senseurs> qui vont informer un centre de régulation. Ce dernier va ensuitacheminer une
réponse adaptée versun effecteur, qui dans un second temps, va agir poyermettre le
retour a la valeur de référence

Le maintien du poids corporel est le reflet del hdméostasie énergétique . Au cours
de la vie, lesapports et dépenses énergétiquesont variables; pourtant, dans des conditions
physiologiques, le poids corporel reste relativement stable. Le retour a une valeur de
référence («pondérostat ») est possble grace a un ensemble de mécanismes qui assurent un
i NOEI EAOA Aul Ai ENOA A1 OOA | AQFighr® §).1 Gete @otidh® 1 AO
peut étre assimilée a une balance.

o]

Apports énergétiques: a @ Dépenses énergétiques
- Prise alimentaire - Métabolisme

- Thermogénese

- Activité physique

EIT il OOAOGEA i1 AOCi OENOA

T AOCci OENOA 0Oi 001 O ArgieA@dla priseNOE T E A ¢
alimentaire AO 1 AO A1 BDAT OAséntéds pair e Aétapalidme @@ basO et celui lié a
| AAOEOE @tilatermap@ ENORS , A | AET OEAT AA AAO i NOEI EAO
DT EAO OOAAT A AO AT 60O AA 1T A OEA AA 16ET AEOEAODS

Figureld . 1 OEI 1 _Ad
.

, 100 A50O1T Ai Oi NOEI EAOA i 1 AO Qe okeN @akepoldi AT O/
Oi OAAT EO 1 81 NGEATEA OAA 1 AAOTA GEINGDARA 8D O1 AR aAA 1 6 E
O OAPAOR 16711 OAOETT AA T A GIlUAiiTEA ETAOEODO «

DAOI AOOOA 1 600EI EOAQET Tl AA @ EQIOGA TAGK PRO@hT AE T IOEC
glucose dans le foie. Ces réactions permettent letoair rapide de la glycémie a savaleur
basale.
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01 60 PAOI AOOOA 1T A POi OAOOAOETT AA 18ETITiITO
tous les acteurs du métabolisra échangent des informations de diverses natures
(humorales ou nerveuses) de facon a coordonner les actions permettant le maintien du
statut énergétique. Cette communication faitintervenir plusieurs grands systémes les
Systémes Nerveux Central (SNC) et Neuroendocrinien (SNE), le systeme nerveux
entérique etle systéme endocrinien

, A Ccl OAT OA AOGO 1T A DPOAI ET OA L&H iOBDARA SAIGEIT 1T A OACE
AAT O 1T A Oi ¢cO1 AOE jlicidighelen padtiEulier & étéOdBrmadtEed dans les
années 1950 par Jean Mayer qui énoncaalthéorie «glucostatique» (Mayer, 1953). Cette
théorie reposaitO O O 1 8 A @dglGo0-dkdeptehirs »Asknsiblesaux variations de glycémie,
gui modulent en conséquence la prise alimentaire (AADans la décennie suivante, Anand et
/' T1T OOA Aii 11001 OAT O 16AZEOOAT ARAnaAddet dl.LA1662] T AO C
Oomura et al., 1969)Le SNC est en effeA ADAAT A A8 AT ATl UOAO AAO OEC
natures: nerveux, via de nombreuses afférences en provenance de la périphérjeet
circulants , tels que des facteurs métaboliques ou hormonaux, comnle glucose ou
1 6ET 001 ET A8 , 6ET Oi COAOQET aboutk A und AapOsk adhpiee, @k OO A A
modulant la PA et les voies anabtiques ou cataboliques selon les besoingg 8 AOO AT T A O
dialoguecomplexeNOE 08 1 OldsAitiéfedis adtéud Gulmétabolisme.

Le dialogue entre SNC et périphéripeut se dégrader eentrainer desdéséquilibres
homéostatiques qui conduisent a des pathologiesAinsi,on constateau sein des sociétes
iTAARAOT AGh O1T A AOCIi AT OAOCET T AAAdeGyhe I1ARUsieBrA O AJ T /
AAAOAOOO DPAOOAT O A oprevadnéAd©ced pathoddiasin @dsdqliliord A 1 A
énergétique «positif » résultant A8 OT A d@idstappdris Quantitt A3 Al EI AT PO ET Ci
associcaundhEil ET OOET T Ei BT OOAT Geét favorabld adafpAs® de(p&iddi D E U (
De plus, nous avons hérité @& mécanismes ancestraux de régulation qui tendcent a
OAOOACAOAAO 1T AO Oi OAOOAO Adi1T AOCEA NOE bDPAOI AO
cas de famine(Berthoud, 2007). A cela,0 & A Elé €r€s8 dont les effets sur le systéeme
hormonal, par exemplene sont pas négligeables.

Devant ce probléme de santé publique grandissant, il devient primordial deieux
comprendre le role des acteWO AA T G6ET I 11 OOAOEM dé mekdxCi OENO
appréhender les défauts qui se déveppent lors des pathologies métaboliques pour mieux
les prévenir et les traiter.
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. 271 cCOl ACETIT 1T AOOAOOA AA TOG8EIT1i11 00/
De nonbreuses structures cérébralesntrent en jeu dans larégulation nerveuse du

métabolisme. Rrmi cellesci, | 8 EUDIT OE Ad tfohcOobrébdI@TC) sont les mieux
étudiés.

A. Le Systétme Nerveux Centra, AAT OOA ABET Oi COAOQE
1. , EUDI OEAI Ai 60
#8AOO A Qa plemiéré®doitiddi XXéme siécle queeas expériences de lésions
électrolytiques AA 1 8 E U D lofd Enis ler dv&nGleux zonesentrainant des activités
métaboliqgues opposéegHetherington and Ranson, 1940; Anand and Brobeck, 1951)a
AAOGOOOAOQET 1T A Aenirodniediad (VRIE) &dt AA DIOI PACT 1 A A3O0T A EUH
ce qui lui a valu le nom deccentre de la satiété». LA 1 7 OET 1 A As lat&dE(UHDT OEAT A
entrainel 6 ET AT I& peltd de poli caractéristiques N O E t ¢olddlitl & étre nommée
«centre de la faimy.

#6AOO OAOI Al AT Ge ndnibfeidx@ouyeauxnoyauk Bypothalamiques
(regroupements de soma neuronaux sur une zone localiség sont découverts. Ainsi,une
quarantaine de noyauxont été décrits (Berthoud, 2002). PlusieursA 8 AT O @akticipkrd &

I1'A Oi ¢OI AGET T AA | 6Band la padeOpéréntdiculaire, HOt@ive &l O A
noyaux impliqués dans la détection des signaux circulants (en provenance du sang ou du

liquide céphalorachidien, LCR), avec notamment les noyaux arqué (NA) et
paraventriculaire (PVN). Dans la partie médiae, les noyaux ventromédian (VMM et
dorsomédian (DMN) recoivent de nombreuses afférences sensorielie et forment de

multiples conmnexe T 1 O AOAA ABSAOOOAO Oi CEteud UIMA O3 AEIUDC
I 6EUDI OEAI Ail OO 1 AOi OAT j , ( QlusNifug de Aed@neAduiin®@ OE O Oi
forme pas un véritable noyau. Les neurones du LH projettent vers de nombreuses aires

intra- et extra-hypothalamiques, et constituent ue ET OAOZELAAA AT OOA 1 3EUDI

régions limbiques et corticales, mais aussi avec le systeme somatigiégure 2).
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ventral

Figure2d 6 OA OOEAEI AT OETTTAITA AA 18EUDPI OEAI Al OO
Vue des principaux noyaux hypothalamiques dansgd E U D1 O Edkdit A& @O En position

ventrale, on distingue lenoyau arqué (ARC sur le schémd) D O1 @E Entir@iice médland 6

(ME)AO 1 6EUDT OE-Aédah @\WH). BrAdor@unel du 3me ventricule (3V), se situe le

noyau paraventriculaire (PVN) dans la partie antérieure dorsale, et le noyau dorsmédian

(DMH) plus postérieur8 , & E U mi$ 18td¢tah (LWA sur le schéma est délimitée par des

DI ETOEITi1 O 000 I A AEOT AEAEBT OABABADT DGEBRDDEEARAI ©G

Les neurones hypothalamiquegpeuvent étre classés en fonction de neuropeptides
N O 6 E Itedt (IAplu® EEéquent) ou encoreleur capacité a détecter directement ou non les
signaux circulants.Dans le derniercasJ ON O3 U EI U Anedhnés de\phemi&A i DOh |
ordre étaient considéréscomme présents uniquement dans le NA, car situés a proximité de
vaisseaux sanguins fenestrés et d@V. Cependant, diverses expériences ont montré que
certains neurones du LH étaientaussi sensibles directement a des variations de signaux
circulants comme b glucose (Karnani and Burdakov, 2011 A8A OO b1 OONOI E
classification est remise en causd! était auparavant proposé que és neuronesde premier
ordre projettent sur des neurones de second ordre , ainsi informés secondairement du

niveau des signaux circulants
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Cortex
Systéme limbique

B / Thalamus
‘l

Moelle épiniére

Tronccérébral

Hypophyse

Figure 3 : Projectionsneuronalesdesdifférents noyaux hypothalamiques

Il existe de nombreuses projections qui relient les différents noyaux entre eux. Sur ce schéma, le

noyau arqué (NA) et le noyau ventromédian (VMHJ] A&l Of AT O 1 6 EUmAs@EAIT Al O
(MBH). Le noyau paraventriculaire (PVN) est situé dans la partie antéredorsale de

1 6EUDT OEAI Al 608 , 8 EUD pl@ Hiflub é heGadmelpds@é @ritable foyag.q A OO
Les fleches noires représentent les principales projections neuronales entre ces noyaux. Les

fleches vertes montrent les projections en direction du tronc cérébral. Seuls le NA et le PVN

DOl EAOOAT O AT AEOAAOQEI T A frojéctivksVedsid®rotdtdedses ajred |, ( Al
cérébrales supérieures.

Les neurones hypothalamiques expriment o trés grand nombre deneuropeptides
(peptides libérés ayant un role de neuromédiateur). On peut classer ces peptides en deux
grandes familles suivant leur action sur le métabolisme énergétiqueles neuropeptides
orexigénes favorisent la prise de poidserOOE| 01 AT O 1 8APPi OEO AO Al A
A1 T NOOEABET OAOOA anbrkxiyeriesdodi@ntraiernt g peedde poids en
ETEEAAT O T A EAEI AO AT Qe BlisBduvent,@esiddiOcondleds AT OA O
sont associés) Les reuropeptides les plus étudiés seront décrits dans les noyaux dans
lesquels ils sontprincipalement synthétisés.

a) Le noyau arqué

Le noyau arqué (NA) est considéré comme un des premiers sites de détection
hypothalamique des nutriments. llse trouve dans la partietubéreuse etmédio-ventrale, en
AT OAOOA AO OOI1 E OEdmindncetddiarn® @ Bileliziedk préséntd Fighire P eb
3). A ce niveau, la barriere hémataencéphalique (BHE) esperméable, de par la présence de
vaisseaux sanguinsfenétrés (Ciofi et al.,, 2009; Mullier et al., 2010; Ciofi, 2011)Les
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variations de concentration des signaux circulantdans le sang ou le LCRermient donc
directement détectées par lesieurones du NAproportionnellement a leur taux circulant.

Ce noyau regraipe le plus grand nombre de neurones de premier ordrenotamment
deux grandes poplations neuronales tres étudiées, aux effets antagonistes : les neurones
orexigénes aneuropeptide Y (NPY) et les neurones anorexigenes @ro -opio-meélano -
cortine (POMC) (Cone et al., 2001)Ces neuronessont sensibles a un ensemble de signaux
métaboliques et hormoraux. lls intégrent ces informations afin de mettre en place des
réponses adaptéesen termes dePAet AA Oi COI AOET T AA 1 6E&lei T OOAC
Systeme Nerveux Autonome (SNA) ou le Systeme Neuroendocrinien (SNE) (détaillés
dans le paragraphe 1.B.

La pro-opio -mélano -cortine

La POMCest un peptide précuseur qui, I I O ON Odotpé, prdiidxOplusieurs
neuropeptides, dont | j8melanocyte stimulating hormone j iMSH)., dction anorexigéne
de 16 -MSHest relayéepar sesrécepteurs aux mélanocortines MC3-R et MC4-R (Bultman
et al, 1992; Miller et &, 1993). MC3R and MC4R sont localisés dans les noyaux
hypothalamiques (NA, PVN, LHYmpliqués dans la €C O1 AQET T  Adle énetdiitue i T OOA
(Mountjoy et al.,, 1994; Lu et al., 2003; Mounien et al.,, 20Q5Ces récepteurs sont
particulierement importants dans le contréle du métabolismeénergétique. En effet, les
souris mutées pour MC4R et/ou MC3R sont hyperphagiques, obeses et diabétiques
(Huszar et al., 1997; Chen et al., 2000; Atalayer et,a2010)." EAT NOA 1 A0 AAO
iTTTciTENOA AEAU 18EIiI T A OTEAT O OAOAOMCE AOG 1 OC
Rsontal 81 OECET A AAT A wais&sdd al. ALAIG; Krude et al., 1998; MacKenzie,
2006). Ces études ont permis de conclure que le systemg |-MSH induit un tonus
anorexigéne et catabolique permanent via son récepteur MC4R. Cette hypotheseest
Oi OELAETi A PAO 1A EAEO NOG6OT AGR,lleEMTMD Ast dagabled U T
A8 ET E EAAchez dled souris hyperphagiquegFan et al., 1997)" EAT NOA |
anorexigéne de la POMC soit relayg&incipalement B A @-M8Hj nousgarderons le terme
de «neurone POMGC» pour décrire les neurones qui sont impliqués dans la régulation de

186ETTi1T OOAOHAI AT ABAT 1 MEKBAT Ab

OET
A

5 AA

Dans le NA,les neurones POMC ceexpriment (>95%) un autre neuropeptide
anorexigene: le CocaineAmphetamine -Regulated Transcrip t (CART) (Vrang et al., 1999)
"EAT RNOBEI dahskrdOgrabdhbnibEe iderEgidiis cérébrales, la populatida plus
importante de neurones CART se situe dans8lE UD T O E(KdylA et&l 1997, 1998)
, 87 OOAA AA etwlO& @i Al &illdnce sa puissante action anorexigéne par
différentes méthodeschez lerat: I8 ET EAAOET 1T A APA#ndutedparBel NPEAA 1| A
1 6 ET BAEQ A& iébro-Ventriculaire ICV) A8 AT OEAT OPO AEOECiT O Al
entrainent une augmentation de la PAKristensen et al., 1998), &tildrAanorexigéne du
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CART passen partiepar I8 A @A E U BliygbEhisaire eh stimulant la synthése de CRH
(Corticotropin Releasing Hormorneau niveau du PVN(Stanley et al.,, 2001; Smith et al.,

2004). La synthése deCART estnotamment régulée par la leptineh 1 61T AOOOAAET 1 A«
(Ciliary Neurotrophic Facto). LA O AMRBIMGIRT est corréléositivement avec les niveaux

de leptine circulante (Kristensen et al., 1998; Wortley et al., 2004)0estradiol et CNTF ont

tous deux des effets anorexigénes en augmentant la synthese de CARTbati et al., 2007,

Silva et al., 2010)# EA U 1 6 Esimuthtidris deACARDNt été retrouvées chez des sujets

obéses(Del Giudice et al., 2001)

Les neurones anorexigene® OMC/CARTprojettent majoritairement vers le PVN et le
LHh T 1 EI O 11 AOI Adrtéins ded ded GeErGnESO Par désh méthodes
AG EI | &bchirkie et de tracagerétrograde, il a été démontré quecertains neurones
POMC/CARTdu NA projettent égalementvers le complexe noteur dorsal du nerf vague
(DMNV) du TC(Zheng et al., 2005)t sur les neurones péganglionnaires sympathiquesde
la moelle épiniere (Elias et al., 1998a) Les récepteurs ME3/4R ont été abondamment
retrouvés dans ces zonegMountjoy et al., 1994) ce quiest en accord avec les études
physiologiques démontrantque les neurones POMC/CARdgissentsur les répases du SNA

i AT BAT OA O enmbdularklesGiEnAug percusau niveau du PVN, du LH et dTiC.

Le neuropeptide Y

Le NPY est principalemensynthétisé dans le NA, T OONOSETI AOO ET EAAOI
hypothalamique ou dans le 3V, le NPY augmente la priakmentaire et la prise de poids
(Stanley and Leibowitz, 1984; Stanley et al., 1986)out en inhibant la dépense énergétique
AO A1 EAAEI EOAT O 1T A 00T AATGABIlkdgion btAIQ 09814 SaA AT O |
DAOEOOGEIT T AEOITENOA AT 1 AOE O (Rapbsinioiedd 200 Ai AT O
1 6ET OAOOAR 1 AO O1 OOEO ET OAI us Aai shntlationl dd @ PAA . 09
classiquement retrouvée suite a une hypoglycémigSindelar et al., 2004)

Le NPY agivia sa fixation sur des récepteurs Y dont cingoustypes ont étéclonés et
caractérisés (Y1Y2,Y4, Y5et Y6)(Lin et al., 2004) Uneétude récente suggereque les effets
de NPY sur la R seraient relayés a la fois par les récepteurs Y1 et f8guyen et al., 2012)

Les neurones a NPY ed @D O E iAdoltiCRelatedl Peptide (AgRP), qui est aussi
anorexigéne.Comme le CART avec laPOME,!I C20 A OO A% dahsAed metrées al wT
NPY du NAet serait libéré en méme temps que ce dernigHahn etal., 1998) Sa découverte
Ai AT O1T A AEOAAOQAIT AloBele A sodrid db&s® AyberphagiquesAy)i qui
surexpriment la proOi ET A 1 ¢T OOE AAT(D et@il, ®O4; Fad t@IC AJE O1 A
, 61 C20h POi OAT O AAT Gantagoiste Aatded Aes Gécepted® Gaux O
mélanocortines MC4R: son action orexigéne passe donc paune inhibition du tonus
anorexigéne induit parl 8WSH (Lu et al., 1994; Olimannet al., 1997; Cone, 2005)Ainsi,
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BET EAAOCETT AAT OOAT A AG6! ¢c20 Al T AOEdntrddarredi A EUE
1 8ET EEAEOEIT AA | AEMhara & &l.AOPOAE ! GRAO RO 1 ADOBBA £l
systeme orexigéne tres puissant, mais quueut étre plastique : lorsque la suppression de ces

neurones est effectuée dek naissance, les souriadultes présentent un phénotype normal,
DOAOOA AA 1T A 1T EOA AT (ErickAoA At alA Bog6l LAiqueét BtialD 2005p A OET 1
%l OAOAT AEAh 1 AOO Aili OETT U 1 @vggehetd 2005)0A AT OC

Les neurones NPY/AgRP produisent également le neurdransmetteur inhibiteur
GABA(Tong et al., 20@8). Lorsque la libération synaptique du GABA par les neurones
NPY/AgRP est empéchée,les dépenses énergétiques des souris sont augmentées, elles
deviennentminAAO AO Oi OEOOAT OAOG U 161 Ai OEQibégpast AAE OO
ces neuronesest également trés importante et limitel AO A1 DAT OAO Adi1 1 AOCEAS

De maniére générale, les neuroneNPY/AgRP projettent en direction des méme
structures que les neuronesPOMC/CART, a savoir principalement le PVN et le LH dans
I EUDT OEAT Al OOk T4 (YokEEyurd3) 08 Ecefidui® Gu NPY de type Y1, Y2
et Y5 sont fortement exprimés dans I&IA, le PVN et le VMiParker and Herzog, 1999)

Interrelations entre neurones NPY/AgRP et neurones POMC/CART

Les neurones NPY/AgRP et POMC/CART sont tres $iécar ils établissent des
connexions fonctionnelles entreeux dans le NA(Cowley et al., 2001; Roseberry et al., 2004)
Chacune de ces populations neuronales exprimertertains récepteurs Y au NPY et les
récepteurs MC3/4RU -MS8H(Bagnol et al., 1999; Mounien et al., 2008}igure 4). On parle
de «systeme des mélanocortines, car les deux populations jouent sur les récepteurs MC
3/4R (Cone, 2005)

Les neurones POMC/CART et NPY/AgRP projettent sur les mémes neurones cibles
du PVN et du LHElias et al., 1998b; Légradi and Lechan, 1999; Fekete et al., 2000@gs
populations innervent directement le TC, et plus particulierement le NT@Palkovits et al.,
1987; Jobst et al., 2004)

Ces deux populations neuronales recoivent dggojections nerveuses excitatrices ou
inhibitrices, via respectivement le glutamate et le GABAe plus, il existe une modulation de
ces deux systemes antagonistes par des connections réciproqudss neurones a NPY/AgRP
inhibent le systétme & POMGjal 8! C20 j AT OA GR)letBeCBDBACAMeDet al.#t o
2001) (Eigure 4). Ces jonctions synaptiques ne sont pas figées et sont soumises a des
PEiTTiIiTTAGO AA DI AOGOEAEOi h NOE DAOOATNhBured OOA O
(Horvath, 2006). Ainsi, les neurones POMC sont notamment activés par des afférences pré
synaptiques glutamatergiques en provenance du VMH, sans doute des neurones SF1. Un

jene de 24h induit une diminution des afférences excitatrices sur les neurones a POMC
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(Sternson et al., 20058 %1 c¢mmnth 1 87 NOE Ddlaldpline bed Godm@liser A 1 11 O
le nombre de projections synaptiques sur les neurones NPY et POMC de sourizb/ob

déficientes en cette hormone, en seulement 6fPinto et al., 2004) Au sein de notre équipe,

TT 006 AOGITO 111007 NOB6ABDGHAAGE EICGOA AMA TRGCTHEITAA O
est modifiée (augmentation du tonus excitateur]Benani et al., 2012)

Target site

Figure 4 : Le systeme des mélanocortines dans le NA

Les neurones NPY/AgRP et POMC/CART forment un réseau coordonné grace aux nombreuses
projections de fibres NPY/AgRP sur les neurones POMC/CART. Ainsi, les neurones NPY/AgRP
exercent un tonus inhibiteurvial A 1 EA7 OAOGET T AA ' 1 "1 h éokdieur§ 20 AO
ABGET OI T 1 PeptiddOO AAAT OO bPIT OO0 Oi ¢cOI AO 1 6AAOEOEOI AA
récepteur de la leptine; HOR, récepteur opioide [; Y2R, récepteur au NPY de type 2. Dans la

plupart des cas, on ne sait pas si ces récepteurs sont pyé postOUT ADOENOAO8 $8ADPO
2005.

Autres neuropeptides/neurotransmetteurs du NA

Le NA présente également des neanes qui ceexpriment la kisspepine, la
neurokinine B et la dynorphine A (Goodman et al., 2007) Ces neurones expriment les
Oi AADOAOOO AO@ OO0i Ol aAAO OA@OAI O AO O1I 1O EIi PIE
(Smith, 2008). La POMC est un précurseur qui est tronqué en plusieurs peptides, dont
1 8! # 44 r-AA@ T ODP E Edndogphing Ast yn agoniste des récepteurs opoides |, qui
projette vers de nombreux noyaux, dont le PVN, le VMH et le L&& peptide exerce une da-
inhibition des neurones POMEMarkowitz et al., 1992).

b) Le noyau ventro-meédian

Le noyau ventro -médian (VMH) forme avec le NAG EUDT O Eddidbadad
(MBH) dont la destruction entraine une hyperphagiell existe de hombreuses pojections
vers le NA, le PVN, |eH,le DMN et [eTC.
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Le steroidogenic factor 1 (SF1) est exprimé spécifiguement au niveau du VMH
Plusieurs études démontrent la participation de SF1 dans la régulation du métabolisme. En
effet, les souris KO pour SF1 sont obeséMajdic et al., 2002) ce qui suggere son role
anorexigéene Les neurones SF%ont modulés par différentes hormones telles que la leptine
I O 1 6 Edod @4 afdtslsont antagonistes suivant les conditions expérimentaleSuite a
un régime grah 1 A 1 ADPOET A AOOAEO O1 AZ££EAO DOI OAAOA
TAOOTTAO 3&ph Atimula@iah d& @ bsiOnalsatiod eulinique inhibe les
neurones SF1, ce qui conduit a une prise de poi{B3hillon et al., 2006; Bingham et al., 2008;
Klockener et al., 2011) Les neurones du SF1 sont glutamatergiqued.a libération de
glutamate par ces neurones est indispensable pour la misen place des réponses
homéostaE NOAO 11T 00 AA 1 6 EUDIilucdgdnnotdmiaeht)(Toriedad, OET 1
2007).

Certains neurores du VMHexpriment aussi le brain -derived neurotrophic factor
(BDNF). Ce facteur neurotrophiqueest régulé de maniére indirecteD A O 1 8 iti@hAed T OO OF
(Xu et al., 2003) Alors que sonabsenceprovoque | 8 T A [Rio€Eedadl., 2001) 1 OONOSEI AO
injecté directement dans le VMH le BDNHRnduit une chute de poids duea une baisse de la
PA et une augmetation des dépenses éergétiques chez desrats normaux (Wang et al.,
2010a). Par son action anorexigengle BDNF njecté chroniqguement dans le VMbu le PVN
Oi AOGEO 1671 Ai OEOT E i(Walgetah, 2@0bGodai et a0,i2@E I A COAO

c) Le noyau paraventriculaire

Le noyau paraventriculaire (PVN) se situe dans la partie antérieure de
1 EUDI OBAICAIA@®8 OEAT AAO AA ICTARETA ABDIT A6 .1 AQ BDADA
hyperphagie (Aravich and Sclafani, 1983; ShePosner et al., 1985 AA NOE OI1 01 EC1 /
globalement anorexigéne de ce noyalCette action passe notamment par la régulatiodes
hormones pituitaires : les neurones parvocellulaires du PVN produisent la CRH
(Corticotropin Releasing Hormog), la TRH (Thyreotropin Realeasing Hormas) et les
neurones magnocellulaires, | o8ytocine. Ces peptidessont connus pour leurs effets
anorexigenes(Suzuki et al., 1982; Gosnell et al., 1983; Arletti et al., 1990 ont également
une action aul E O A A iypophkse,éndpermettant la libération de neurchormones.Le role
du systeme neuroendocrinien dans la régulation du métabolismaera développéplus en
détails dans le paragraphe 1.B.2

Le PVN forme un carrefour des projections nerveuses de nombreuses structures
cérébrales en intégrant de nombreuses informations autonomes endocrines.Par le biais
desrécepteurs Y1 Y5 et MC4R (Mountjoy et al., 1994; Nguyen et al., 2012)e NPY et la
POMCproduits au niveau duNA module laproduction et la libération des neuropeptides
anorexigeneslibérés au niveau du PVNFekete et al., 2000a, 2000b, 2000c; Lu et al., 2003)
De maniéere similaire a ce qui estetrouvé au niveau du VMH, le BDNF a une action
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anorexigéne sur le PVN. Soadministration chronique entraine une diminution de la PA et
du poids,via la libération de CRHToriya et al., 2010)

Les fibres nerveuses du PVN projettenters de nombreuses structures cérébrales et
en premier lieu, vers les autres noyaux hypothalamiques, notamment le NA_uiten et al.,
1987; Berthoud, 2002; Jobst et al., 2004)Les neurones du PVN émettent aussi des
projections vers le TCou des réponses adaptées serorglors envoyées par le SNA afin de
moduler le métabolisme énergétique périphériqugBlevins et al., 2003)

d, 6EUDI OEA]I Ai OO 1 AOi OAI
I 1 6ET OAOOA A Agpothalad Ohigiéral (LM)A @AOOI ®AO DOi AEC
Ai £ET E A A HiSoriquémbrd meA A A été associé a uncentre de la faim», car sa
destruction entraine une hypophagie(Anand and Brobeck, 1951) Parmi les neuropeptides
exprimés dans le H, les orexineset la melanin-concentrating hormone(MCH) sont deux
neuropeptides orexigénes également fortement impliquéhh AA AAélT 1 ET OAOOAN
veille/sommeil (Qu et al., 1996; Sakurai et al., 1998)

Les orexines (ou hypocrétines)

Lesorexines sont exprimés uniqguement dans le LHDe Lecea et al., 1998; Sakurai et
al, 1998) 16 AAOEOAOGETIT AA AAOG 1TAOOITAO ETAOGEO 11
Oui PAOEENOGA AO AA 1 8AAOCEOGEOi 1 T1TATIT OOEAAN

OA
o]}
notamment une hyperphagie importante et retarde la stété (Rodgers et al., 2002) A

I 8 ET ORALOOBAK brédtikes ¢héz la souris entraine des symptdmes de narcolepsie,
ABEUDPI PEACEA A0 AbE&MDI Giddinetdive i partirddd B2lsénmiAeg 1 i

(Hara et al., 2001)

La melanin -concentrating hormone

Un grand nombre deneuronesdu LH expriment également le neuropeptidMCH.La
MCH est considéré comme orexigen@u et al., 1996)mais s effets physiobgiques sur la
PAOT T O Aiipl AgAO AO OAI AT AT O TEi O U OAO bl OOH
(Borowsky et al., 2002) SonA @D OAOOEI T AOO AOCcCHdjduh éiakourBEEAU 1 6
ob/ob obese(Qu et al., 1996)La pertede son expressiorou de celle de son récepteuinduit
une augmentation des dépenses énergétiqgugsar une hyperactivité) et une réduction du
poids (Shimada et al., 1998; Alon and Friedman, 2006; Chung et al., 20113 MCH est un
peptide qui favorise le sommeid, OT 1T AAOAT AA O AAAT I PACTI A AdOT A
locomotrice des animaux, quicontribue a ses effets cataboliquesnarqués (Verret et al.,
2003; Zhou et al., 2005; Chung et al., 2011)
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Les neurones situés dans le Lirojettent sur de nombreuses régions du cerveau
Ei b1 ENOi AO AAT O 1T A Oi ¢COI AOE umétabdlisme, & isadokfes h A A
autres noyaux hypothalamiquesje cortex, le systeme limbique, le thalamus et la moelle
épiniére ; et recoivent euxmémes des projections de la plupart de ces structure@Berthoud,
2002).E0 OACOi OPAT O O AT OAI Al A dA mdivateh, @LHABE I T O OA
réguler alafoislesasp@ OO AT CT EQOEAO AO AOOT T 1T 1 AdavisBlu 1 6ET I 1
NA en particulier, on trouve des connexons réciprogues avec les neurones a orexines et
MCH (Broberger et al., 1998; Elias et al., 1998b)Ces derniersinhibent les neurones
POMC/CART du NAMa et al., 2007)et activent les neurones a NPY/AgRPAbbott et al.,

2003; Burdakov et al., 2003)

Sur la figure 5 sont représentés les principaux circuits neuronaux hypothalamiques
impliqués dans la régulation du métabolisme.

<__~MCH

MCR
LH
. .
\ orexins VTA
— A Nac
VMN
MCR MCH
¢ ( sF bt l
" BDNF / A
Or(?(;: 1 %R' food acquisition,
hedonic assessment,
(‘ ; reward value
z i

' Behavioral and metabolic
NTS

MC % > —effectors of energy balance
orexins —»

\ 7 ]

)

median eminence

Figure 5: Schéma récapitulatif des circuits netonaux impliqués lors de la détection
hypothalamigue des nutriments

Le systéme mélanocortineest le circuit le mieux caractérisé lorgle la détection hypothalamique

des nutriments. Les neuroes POMC/CART eles neurones NPY/AgRP du NA(ARC sur le

schéma) projettent vers de nomhkreux noyaux, dont le PVN, le VMH (noté VMM le LH. En

retour, le NA recoit des projectionsde ces mémes noyaux_esneuronesa orexines et a MCH du

LH interagissent avec le syste des meélanocortines et intégrentdes afférences sensorielles

associées au plaisir et & la motivatidmn OAT AUT AO AT OOEOA PAO 1 6AEOA OF
noyau accumbens (Nac) pour déterminer la consommation de nourriture. Le NTS recaiés

projections du NA, PVN, VMIget LH etintégre ces informations avec les signaux en provenance

de la périphérie_ pourcontroler a la fois les effecteurs méholiques mais aussle comportement
pourunmaintel AA T 6ET 11T OOAOEA i1 AOCi OENOA8 $8ADPOT O
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2. Le tronc cérébral

, A Oi ¢cOI A OE labie éAelgétiu@ Est doiinglege et fait intervenir plusieurs

OO0OOOAOOOAO Ai Oi AOAT Aoh AT A& 1TAOCETT AA 1T A 1TAO
percus ou nhon. Dans ce manuscrit, nous allons nous limiter a la description rapide du tronc
cérébral (TC)qEh AT i1 A 16EUDI OERI @0 DO addind@ddibnd] A K

mais aussi le point de départ pour certaines fibres nerveuses du SNA

De nombreusesinformations sensorielles viscérales(distension gastrique au cours
du repas, par exemplg ou métabdiques (détection du glucose dans la veine porte$ont
acheminées par les fibres nerveses du systeme nerveux autonoméSNA) et arrivent au
niveau du TC De nombreuses efférences hypothalamiques projettent également vers le TC
NOE 1 AO ET Oi COA AOGAT O AA 11 AOI e SNA(lugDEOE O A
and Lawrence, 2003) Il est composé de plusieurs noyaux, localisés en dessous du plancher
du 4¢me ventricule, qui forme le complexe vagal dorsalHigure 6), & savoiri afea postrema
(AP), le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau dorsal moteur du nerf vague

(DMNV).

Cervelet

Canal central
DMNV

Figure 6 : Organisation ducomplexe vagal dorsal

3AEi I A A6OT A AT OPA &EOI T OAT A AO Al I Pl AgGA OACAT A
iTAITTA i DPETET OA8 )1 AOO AT 1 OOEOOI AA 1 8A0AA DBl O
06i OAT A AA AEANOA AEOi AO A AduAerfvagduk (DO ésBsitug A T T U /
en position ventrale du NTS.

, APAOCO OT 1T OCAT A AEOAOI OAT OOEADOI AEOAR NOE A
ventricule (Figure 6) et de nombreux vaisseauxanguins dénués de véritable BHE, ce qui lui

permet de détecter de nombreux facteurs circulants., AO 1T AOOT T AO AA 18! 0
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nombreux récepteurs a ces facteurs et sont la cible de fibres afférentes du SiAntreras et
al., 1982) Ces neurones prdf OOAT O OAOO 1 8 E UB®hadid and Mi€eltss, AO 1 A
1985).

Le NTSest unevéritable station relais pour les afférences viscérales et gustativelsa
été montré que ladestruction du NTS entrainait une augmentation de la consommation de
nourriture palatable (Hyde and Miselis, 1983) démontrant son importance dansd AT AT UOA

des informations qui contrdlentla PA, 8 AAOEOAOEIT T AAO A&£EE OAT AAOG A
OAQGEi O0i | AEOOAT OETT CAOOOENOGAIh AIOE A1 GAIREA O E OkK
neurones du NTYBerthoud, 2008; Grill and Hayes, 2009}y OAA 1T A .1 h A8AOO O1

cérébrales oules neurones POMGont présents Le NTS présenteine grande concentration

de MC4R (Mountjoy et al., 1994; Berthoud et al., 2006)I8 A A O E deAc@sEréckpteurs

conduit & une réduction de la PAGrill et al., 1998; Willians et al., 2000) De plus,la leptine

AO 1TA .09 DPAOOGAT O 11 ADI AO (GrilbeA A CPAO2;ESChivartAadhed T AOO
Moran, 2002).

Accolé auNTS Eigure 6), le DMNV constitue une composante majeure du SNA
parasympathique (développé dans le paragraphe I.B)L.ll contient la majorité des corps
cellulaires des neurones préganglionnaires vagaux Ceuxci sont la cible de projections
directes des afférences sensoriellevagaleset de cerres supérieurs tels que le PVN, ou
indirectes via le NTS(Luckman and Lawrence, 2003)

Le TC est considéré comme un desieges majeursde la régulation a courtterme de
la PA(Schwartz, 2000; Berthoud, 2008)
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B. Régulation du métabolisme par le Systeme Nerveux Central

Nous venonsAA OT EO NOA 138EUDPT OEAT Ai 66 AO6GO 1A b
signhaux circulants permettant la détection des nutriments. Aprés analyse de ces différentes
ET £ Oif AOET T Oh mét énEplagel désEdpbndes Bd@ptées qui, pour atteindre les
tissus périphériques, empruntent deux voies principales. Les fibres nerveuses efférentes
EUDT OEAT AT ENOAOG O1 1 O 1 lyawahyse AuheGglariedéubbdn@ocrihed OA OO
OAT Ei A U I1sta Unbige(piuAdirel et Ders le TCet la moelle épiniére (colonne
inter-médio-latérale), qui sont les points de départ des fibres efférentes duSysteme
Nerveux Autonome (SNA).

Dans ce paragraphe, nous allons décriferievement ces deux grandes comgEantes,
que forment 1 8 A@A E UBdodhdiiflet Ad A PA  E U-hyipdplydaireA énlinous
ET Oi OAOOAT O PAOOEAOI ET OAT AT O U T A OicOIl AGET I
production hépatique de glucose deux composantes particulierement contrblés par la
détection hypothalamique du glucose

1. Le systéme nerveux autonome

Le systéme nerveux peut étre classé suivant diverses catégori€ oppose souvent
le SNC (cerveau et moelle épiniére) au systeme nervewergphérique, qui comprend
notamment le systéme nerveux entérique On peut également distinguer lessystéemes

nerveux somatique etautonome8 #I1 1 1T A O11 111 18ETAENOAR 1A
ARG TAOEO PAOI AOOAT O 1T A Oi cOIl AGETT 1TAOOAOOA Al
cadre du contdle du métabolisme, & SNAest une voie efférentemajeureD OEONOGET ET 1 /

une grande majorité des organes périphériqugsdont le tractus gastreintestinal et la
plupart des tissus/organes impliqués dans le métabolisme énergétique

a) Organisation générale

Le systeme nerveux autonome (SNA) contréle les fonctions végétatives de
161 OCAT EOI A8 )1 AOO Al 1T OOEOOiI Adysterds @avelg OAT AAO
sympathique et parasympathique . Leur activité sur un organe donné a souvent des effets
opposés. Ainsi, pour ce qui concerne le contréle du métabolisme,le systéme
parasympathique est impliqué dans la mise en place de réactions anaboliques, en favorisant

le stockacdd A8 i .1Ils@aLdethé suite & un repasdans des conditions de repogTeff,

2007)(Figure 78 ! 1 6 ET OAOOAh |1 MOOPDAORI AGOOCAREBENOA
«A 8 OO @Anédedsitant par exemple une activit locomotrice accruef AT I T A 1T 00 A

affrontement ou de la fuite («fight or flight » en anglais), en mobilisant les réserves
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A 8 érdie (catabolisme). Dans le cadree la régulation du statut énergétique, il sera activé
dans les situations de déficienergétique (Scheurink and Nolan, 1996; Teff, 200{Figure 7).

Les modifications du tonus autonomesont rendues possibles par les nombreuses
ATTTAGETT O | O OOAT O Oi AEDPOI NOAOANsi, Ad BHOAst | 6 EUE
interconnecté avec le TC qui contient la majorité des neurones pganglionnaires
parasympathiques Le NA, outre ses hombreuses projections au sein des aayx hypothala
miques et du TC, émet des efférences directes vers la colonne inteédio-latérale de la
moelle épiniecreh  A5T 1T DAOOAT O 1 Alditenfetal Q980 Ellaslet & A908HE NOA O
Buijs et al., 2001) De la méme maniere,d PVNémet des projectionsvers le DMNV, ou sont
situés les neurones préganglionnaires parasynpathiques, mais aussi verda colonne inter-
médio-latérale (Shapiro and Miselis, 1985; Jobst et al., 2004Fes connexions permettent a
I 68 EUBRI ODAITA G E 164 AGDNE CBROGqui Idbiiirdle entre autres, les sécrétions
pancréatiques, le stockage des AGL dans le TA, la thegapése, la capture de glucose da
production hépatique de glucosear exemple

Sympathetic nervous system Parasympathetic nervous system

Hormone release

sulin-independe
glucose uptake

TRENDS in Endocrinology & Metabolism

Figure 7 : Régulation autonome des organes clés impligués dans le métabolisme

Le systeme sympathique présente des neurones pganglionnaires (traits noirs) qui ont pour
origine la colonne intermédio-latérale. lls font relais avec les neurones posgjanglionnares
(traits bleus) au niveau de nombreux ganglions. Ce systéme favagiles réactions cataboliques

il diminue notamment la sécrétion A 8 E1 O €imuel I8 production hépdique de glucose, la
lipolyse et la thermogenése au niveau du TAien que les miscles soient souvent associés a

~ s A L o~ o~

16ETTAOOAOQEIT O1T i AGENOGA i1 OOAT AT OO O1T111 O0AEOAC
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Ei T OOAT O AAT O 1T A AAPOOOA | OOAOI AEOA AA c¢I OAl C
parasympathique présente une organisation en nerfsraniens (traits verts) qui innervent, dans
la majorité des casjes mémes organewvia des neurones postganglionnaires (traits rouges). A

161 BDIT O AO OUi PAGEENOGAR 1T A OUOOI T A DAOAOUI PAC
$8APOT O - AOETT AO Ai8h c¢mpp
Il est important de noter quel & i N OdnireEtdnasAsympathique et parasympa
thique est capitalDi OO 1 A 1T AET OEAT AA 1A lcdt éqliliDe deaiE A 1 T A
modifié dans les pathologies métaboliquesChez des animaux obeses ou soumis a ggime
gras, on assiste a une augmentation du tonus parasympathique couplée a une diminution du
tonus sympathique, notamment au niveau pancréatiquéTakahashi et al., 1995; Magnan et
al., 1999) cequi conduit & une hyperOi AOiT OET 1 (At 8tEll 106 ET A

a)  Larégulation nerveuse dela Oi AOi OET 1T ABET OOI |

Le pancréas endocrine est constitué de plusieurs types cellulaires. On trouve
TTOAITTATO 1TAOG AATT OIAO | AO rh NOE DPOT AGEOAT O
Ces deux hormones sont extrémement importantes dans le contréle du métabolisme
glucidique. Dans ce manuscrit, nous nous limiterons a la desgtion de la régulation

nerveuseAA 1T A O1 hQindETGAOIA 18 O TTA EUBI ClI UAT T EAT O

, 6AAGETT AO 3.! OOCO 1T A Oi AOi OEiIT ABET OOI EIT
dans lesquellesdes rats sont nourris pendant 2h uniquement. Aprés guelques jours, ces
animaux en restriction alimentaire présentent une élévation de leur insulinémie avant
méme la présentation de la nourriture (Woods et al., 1977) De la méme maniere, chez
I 8ET T I AR OTA OOEI Ol AOEI T  in® Adridkion AdIA Alycéinfe) |
AT OOAyT A OT A AOCI AT OA OE (Téff et/all 1903\ On(parld Qi ghdsé 1
céphaliqgue»de A  O7 AOi OE ]| destddir&ld déldtidh heAreusedu glucose dans la
cavité orale (Teff, 2011). Cette stimulationest relayée par le nerf vague qui innerve les
AAT 1 Otelgl anpéliore la tolérance au glucose par la suiteen préparant les flots a
I 6 EUDA O Zhwalkh ét B.A1989; Teff and Engelman, 1996) | & 1 B BbEra&tibnh
A8 ET @8 Iinfibéddpar la noradréndine libérée par lesrameaux du nerf sympathique
splanchnique (Ahrén, 2000)(FEigure 8).

Par diversesexpériences de marquage rétrograde et de lésions, il a pu étre démontré
gue le PVN et |IeMBH (via le DMNV) sontparticulierement important dans ke controle
TAOOGAOD AA 1 A QistAuired BU les ndufbies €eAsIbIES all glucose sont
présents(Berthoud et al., 1990; Jansen et al., 1997; Buijs et al., 2001; #aeal., 2006)
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b) La régulation nerveuse de la production hépatique de
glucose
, 6AAOEOAOGEITT AO 1TAOE OACOA EIT EEAPEPCK,AO Al
Phospheénolpyruvate Carboxy Kinageet activent celles permettant la glycogénogenese
(glycogéne gnthase) ce qui diminue progressivementla glycémie(revu par (Corssmit et al.,

2001; Yi et al., 2012). Ces effets sont abolis par une vagotomi@Matsuhisa et al., 2000;
German et al, 2009)AET OE NOA & ACGEO 1ERREAI QR T OdtolindrdiqdeA CT T E O

o~

muscarinique (Boyle et al., 1988)! 1 6 ET OAOOAhR 1 68AAOEOAQEIT T A 0
une production hépatique de glucose trés mide, via une innervation directe des
hépatocytes et laOOET O1 AOGETT AA 1T A Oi AOi OElaiglycdgéne C1 OA A

phosphorylase est activée, ce qui conduit a une dégradation des stocks de glycog@éeeu
par (Corssmit et al., 2001; Yi et al., 2012figure 8).

Globalement, le LH et leMBH OT 1 O OAOPAAOEOAI AT O U
parasympathiques et sympathiques qui innervent le foie. Le PVN et le TGhsdes relais
(Stanley et al., 2010)Certains neurones hypothalamiquesentU | 817 OECET A AA 16 A
nerf vague pour augmenter laglycogénogenesé€Pocai et al., 2005a, 2005b)

N

Sécrétiond’insuline
Systeme nerveux Systeme nerveux
sympathique parasympathique

Production de glucose

Figure 8 : Innervation autonome du pancréas et du foie

2. Le systeme neuro-endocrinien

Nous venons de voir que la régulation dmétabolisme par le SNC est relayée par le
SNA, quiinnerve OT A COAT AA DPAOOEA AAO 1T OCATAOG8 )1 A@EC
par la production de neuro-hormones qui sont libérées dans la circulation sanguing A3 AOO 1 A
systeme neuro-endocrinien (SNE) Il fait intervenir deux structures importantes:
1 BEUDPT PEUOAentdale ADT D& BB D I(Kprd ) Act ® @édullo-surrénale,
apposéesur la capsule rénaleLe SNA eté SNE présentent des interconnéans importantes,
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Le PVN, qui recoit des projections dMA et du LH, produit des neuropeptides
ACEOOAT O 000 Ichnduht Bdabhdehtsa lisékati@de TRH et CRH, deux
neuropeptides impliqués dans le contréle du métabolisme énergétique.

« Noyaux » de

{ __z_’:' I'nypothalamus
Si?tlizi':a -—;.b L/ \ ~MNeurones
M _ hypothalamigues
I,: Tige hypophysaire ou
1erréseau de capillaires . A ],"1— pituitaire
{l
ADENOHYPOPHYSE‘ /
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Veine porte
¢ Artére
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'1;%1 ..

Zeréseau de | ("‘ ri‘? i
capillaires A ”5'

. Neurohormones
[ hypothalamiques
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Hormones ""l//( ormones Hormones
hypophysaires hypophysaires hypophysaires

Figure 9 : Le systéme hypothalamehypophysaire

, 0EUDI PEUOA pDPOi OATOA 1 A DAOOEAOI AOEOiI 1468 00A

T AGOT EUPTI PEUOA j pi 001 OEAOOAQq AO A8OT A OOOOAOBOA
TEOAAO AA 1611 ETATAA 11 AEAT AR AT OOA EUDI OEAI A
vascularisation qui forme un systéme porte dans lequel les newoormones hypothalamiques

DAOOAT O o60O0OA 1 EAiT Oi Abh bPi OO0 AOOAET AOA 1B8EUDPI D
I EUDT OEAT Ai 6O DOT EAOCOAT O AEOAAGAT AT O a0 1A
hypothalamo -hypophysaire , qui contréle un grand nombre de fonctions primaes telles que la
reproduction, la croissance ou encore le stress.

6 A@A E U DB-hypdshiydo Atyrbidien

La TRHstimule la production de TSH(Thyroid Stimulating Hormoné par les cellules
thyréotropes AA 1 8 AAT 1 1T EUDIT bXldlibédiion Ned Bormbiheb thyébEiénnes
T3 et T4 (Figure 10). Ces hormones sont connues depuis longtemps comm&d Ei BT OOAT OC
régulateurs dumétabolisme basalet interviennent dans lathermorégulation (Silvestri et al.,
2005). ) T A1 BAT AAT T AT O AO 1 AET OmAlistingheAdeuk dypeb idé T OEA O
thermogenéses liées au repas une obligatoire, conséqueA A AA 1 8 AT OclidnA1 A AA
métaboliques exothermiques, etune «adaptative» qui est modulée en fonction de
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1 AT OEOT 11T AT AT & 1 OLesAhArmohed Ahyr&idieAre padiGigent & la
régulation de ces deux types de thermogenése.86LET Oi I T A t4notamrdntA O E
I 6 A @Braids@roxéines découplantes UCRUncoupling Protein dans le TA brun riche en
mitochondries, ce qui permet notamment la dissipation A A 1 8 iingéke® exEdlentaire
sous formede chaleur (Fukuda et al., 2007) Ce contréle est assuréale facon synergique
avec celui du systeme nerveux sympathiqgue(Bachman et al., 20Q). Cette thermogenése
adaptive est augmentégapres un repas, on parleausside thermogenese posprandiale non
obligatoire) pour permettre de limiter la prise de poids et varie en fonction des individus,
suivant le fond génétique(Shibata and Bukowiecki, 1987; Cannon and Nedergaard, 2004)

Divers noyaux hypothalamiquesparticipent aux modifications du contréle de la

thermogenése,vial A 3.1 AO T A 3. %8 ,1 00ONOA 1A 6-( AO
thermogenése dans I€TA brun (relayée DPAO 1T A 3.1 OUI PAOEEN&AQ 1T 38A
réponse a une injection de glucose danse noyau(Sakaguchi and Bray, 1987, 1990)En

revanche, elle est toujour® Oi OAT OA 11 OONOA 1 8ET EAAQEI(le AA CI
Feuvre et al,, 1991h DOAOOA AA 1 6EI PI EAAOGETT AA bPI OOEAOQC
détection du glucose et 8 ET A QuicnEdleide |& thermogenése dans I&A brun. Il est

AEAI i OAATE NOA T A Cci OAT OAn ET AT PAT AAT T AT O

thermogeneseviale SN sympathiqugLevin and Sullivan, 1987; Nacht et al., 1987)

Hypothalamus |

&
&7 . .
Q,.L;‘G‘, ’ Rétrocontrile
£ negatif
5 Hypophyse

Tissu

Adipeux Thyroide T3 etT4

7 Lipogeneése

A Thermogenése
A Glycémie
{augmentation de |"absorption intestinale
et production hépatique de glucose)

e
. Glucose

Figure 10 : La thermogenésedanduite par le SNA et les hormones thyroidiennes
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I 181 DOOOIAD IEA] T Ah A£ZET AA 1 EI EOAOTSHAO Ai D
de TRH etdes homones thyroidiennes est inhibée, etelles circulantes sont rapidement
éliminées par le foie. Ces actions sontnotamment régulées par le systeme des
mélanocortines hypothalamiques (Vella et al., 2011) qui participent donca la régulation du
i OAATTEOI A i1TAOCi OENOA ATl phrithAriddgdnes® 1 AO Ai DAT C

, 6 A@A E UDB-hypds ysolsiiriénalien

, 0 A gpBthalrdo-hypophyso-surrénalien (HHS)est impliqué pour répondre & des
réponses de stress, comme lors de la recherche de nourrituree PVN libere le CRHlans le
OUOOT i A PT OOA AA etGBGHIEGIAN AIAA | O (AEEAEQAGOCATIopi6 | # 4 (
Hormone par les cdlules corticotropes, a partir de POMC, au niveal A 1 &hypbphisé.
, 81 1 OA @ETH icondiitalors & la production de glucocorticoideGCs)par la cortico-
surrénale, la partie la plus externe des glandesurrénales. # E A Uoming) § cortisol est la
forme active desG&h AEAU 1T A OAOh .Kés/iGéxerdenhunAcircoddtdk| OOi1 OT
négatif sur la synthése de CRHte qui limite par la suite sa propre productoh A ZET Ad1i OE
ABAOOAET A OAde SBsGoxifluBsDEA K08 et al., 2005)Les actions conjointes du
SNA et du systéme neuroendocrinien sur la production de GG&O A6 AAédpitl AT ET A
représentées dans ldigure 11.

Hypothalamus '

e
&7
& Rétrocontréle
& . .
c;é" ,/~ Hypophyse négatif

Glandes
surrénales

Adrénaline ‘7 | Cortisol
71 Glycémie 7 Lipolyse

{augmentation de la production
hépatigue de glucose et inhibition
sécrétion insuline)

Figure1ld . 6 A@A EsudédnadddnAl Al 1
l?aAns' quNSjtugti9n§ dq stress, comme pela peut‘ éyre le cas Iqr§ dg Ja recherche de nourriture, la
OOEI O1 AGET 1 AA -suriérel@A passe) gnid€dE vbibsAund voie directe par le SN

OUi PAOEENOA NOE AiTAOCEO U 1 A bBorichaltAORODEOABABROT A
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ganglion sympathique); et une voie indirecte, par la libération de cortisoial A 3. %8 , 6§ AT OAI
de ces réactions coduit globalement a une mobilisation des réserves énergétiques (glycogene et
triglycérides) pour faire face a la situation de stresd.a sur-stimulation de cet axe, avec un exces

AA " #0h AT T AQGEO AO Ai OAIl 1 bbAIlahkise@n pade Ad pAtholdgie® EOOAT A
métaboliques(Nieuwenhuizen and Rutters, 2008; Maniam and Morris, 2012)

De maniére paradoxale, alors que la CRHiminue la PA (Gosnell et al., 1983;

Richardson etal., 200y 1 AO ' #0 1 8AO0CIi AT OAT O |IAelinduite?parAT Oi 1
1 6 AAOIT T Al dverSde ipdt Aine Aupplémentation en cortisol revue par (La Fleur,
2006)). # AAE O6Aobl ENOA 11 OAI T AT O PAO 1A EAEO NOA
(Heinrichs et al., 1993) alors que les GCs la stimulentia une augmentation de la synthese

de NPY (Sato et al., 2005)De plus, il semble que le&Csorientent vers la consommation

ABAT ET AT OO DI OO0 O KTerEpki@ndiLdibAvits; 198%E Relihérietal., @006)

Ainsi, les GCsfavorisent la prise de poidsq |1 A0 DAOOI T T AO AOOAET OAO
développent souvent une obésitt Al T OO0 NOA 16AAOiI T Al AAOT T EA EIT
PDOT 01 CA A {Soloméni aAd Magef) 1973; Freedman et al., 1986Pe nombreuses

AO Ai OAT 1T bP AT AGUdlaukdGeritiléel ah, 11998 Qlieuwenhuizen and Rutters,

2008).

Au niveau cellulairg ET A 7 Oi 111 001 GGsO&s ArodificatdrsAT AA £
ABA@GPOAOGOETT AA .09 A0 o0/ -# OOEm&Aentds(UchvaedADOE O/
al., 2012) De plus, le BDNFI{béré par des neurones du VMMparticipe, de pair avec les GCs,

U T A Oi COEHWHSHEA ld produbtion d&é @R par le PViJeanneteau et al., 2012)
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C. Signaux BDAOI AOOAT O 1A i AET OEAIT A A
énergeétique
Afin de mettre en évidenceles signaux hypothalamiques percus et impliqués dans le

AT 1T OOET A AA TB8ET I i1 OO0AedlationiddIOrRA 0@ dmé@dosmel OA A A

différentes approches méthodologiques ont été utilisés. Ainsi, desnjections de métabalites

AOr1 O A d &hsdd paréndh@me ou le 3dnt été réaliséesCes injections sonsouvent

AAAT I PACTi A0 AB6ACAT éuvu deEndadipulatiars gédnddidssOakirO de

moduler les acteursde la détection des signauxPour les signaux nerveux, neseront

développées que les afférences nerveuses en relation avela détection périphérique du

glucose, dans le paragraphe Il.

1. Les hormones
yi AGEOOA O1 COAT A 11 1 ABdeptibked He coritrbldr e® AEOA
apports et/oules b AT OA O A d ABMAREIAA OAOCEDPOETIT AA TB8ET O

leptine, dont les concentrations circulantes sont corrélées au poids corporel et a la masse
adipeuse ainsi qud @elle de la ghréline,unique hormone connue stimulant la PA De
nombreuses donnés montrent le rdle de ces hormones dans la régulatiomypothalamique

AA T A orh AO BPIEAO Al OPI1 OA Leur rdcebtEud estiiddténtzie A A |
AT T AAT O0i AO 1 E Grksh én parkculidr daas)i® NAIMaks At al., 1990;

Tartaglia et al., 1995; Willesen et al., 1999)Ces hormonessont considérées comme des

signaux majeurs de la régulation centrale du métabolisme énergétique (Morton and

Schwartz, 2011) En pages 36 et 37 est décrit brievement, sous forme de tableaug r6le de

ces principales hormonesJe nedétaillerai pas leursvoies de signaligtion, quiont EAEQO 1 61 AE /
A OT COAT A 11 i(Gowdy etfall 2003 Badshuha et al., 2010; Harrold et al.,

2012).

N

Plus récemment, une nouvelle hormone sécrétée par Ah 1 8 APAT ET Ah A 7 ¢
ATT T A EIi PIENOIi A AAT O 1T A Oi COI AAuEriveau ckrkral, | 6 ET 1 i
I 6 A b Adntidle Ae poids corporel, la PA AET OE NOA 1 38ET I iparw@eA OEA C
signalisation NGdépendante (CastarrLaurell et al., 2011) en jouant notamment sur le
systeme des mélanocortinegReauxLe Goazigo et al., 2011)
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Hormone s (Sitesde
production z
Stimulation de la
production)

Cellules/Tissus/
| OCAT AO AT 1
est modifié

Effets métaboliques majeurs

Dérégulations
métaboliques

Insuline

Hypoglycémiante , via

Muscles et TA

O Induit le transport du glucose
via GLUT4(GonzéalezSanchez and
Serranc-Rios,2007)

Résistance a l'insuline
(internalisation du
récepteur, altération
des voies de
signalisation)

Foie

O Supprimela néoglucogenése et
stimule la glycogénogenése (via I¢
SNA)(Obici et al., 2002b)

Hypothalamus : effet
global

Anorexigéne
(McGowan et al., 1990, 1992)

-produite par la cellule
[ pancréatique

Neurones NPY/AgRP

Diminue l'expression et la
libération de NPY(Schwartz etal.,
1992; Kénner et al., 2007)

-sécrétion stimulée par
1 8EUPAOCI UA
principalement

Neurones POMC/CART]

Augmente I'expresion et la
libération de POM{Benoit et al.,
2002)

Potentialise les dfets du glucose

Résistance a l'insuline
(Marino et al., 2011)

Leptine

SNC et de la CCK(Riedy et al., 1995;
Alquier et al., 2003)
Anorexigene
SNC. effet global

dont Hypothalamus
et NTS

(Campfield et al., 1995; Tartaglia

et al., 1995; Seeley et al., 1996;

Halaas et al.1997; Elmquist et al.,
1998; Grill et al., 2002)

-produite par les
adipocytes duTA

Neurones NPY/AgRP

Diminue l'expression etla
libération de NPY/AgRP
(Schwartz et al., 1996a; Morrison
et al., 2005)

(Zhang et al., 1994)

-production stimulée
A O Aaligmieriiation de
la masse grasse

Neurones POMC/CART]

Augmente I'expression efa
libération des peptides
anorexigenes
(Cheung et al., 1997; Cowley et
al., 2001; Hill et al., 2008)

Neurones TRH

Augmente I'expression de TRH
(Ghamari-Langroudi et al., 2010;
Perello et al., 2010)

Neurones CRH

1 OCi AT OA 1 8A@D(
(Schwartz et al., 1996b)

Résistance a la leptine
lors de 'obésité
(Morton and Schwartz,
2011; Ghamari
Langroudi, 2012)
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Leptine

-produite par les
adipocytes duTA
(Zhang et al., 1994)

-production stimulée
AOGAA 16A0CI
la masse grasse

Potentialise les effets centraux dg

Perfusion chronique
diminue la sensibilité
hypothalamique a

SNC la CCK . .
l'insuline (Koch et al.,
(Emond et al., 1999)
2010; BurgosRamos et
al., 2011)
Augmentela thermogenése par
TAbrun I'expression de UCPlyiale SNA

(Scarpace et al., 1997)

Organisme entier

O AugmentA 1 8 AAOE GtE
IT'A ATTOTT 1 AOQEI
(Scarpace et al., 1997)
O Améliore la sensibilité au
glucose(Morton et al., 2005;
Roman et al., 2010)

Ghréline

- Cellules oxyntiques de
I'estomac et duodénum
(Kojima et al., 1999;
Ariyasu et al., 2001)

- Production
augmentée ant le
repas(Cummings et al.,
2001)

Orexigéne

Diminution des taux de
ghréline chez les
personnes obéses

(Tschop et al., 2001)

BN

Hypothalamus (Willesen et al., 1999; Tschop et
al., 2000; Wren et al., 2000)
Augmente la libération de NPY
NeuronesNPY/AgRP
(Cowley et al., 2003)
Augmente la motilité gastrique et
Estomac les sécrétions acides de I'estoma
(Tschop et al., 2000)
Diminution de I'expression de
TAbrun UCP1 et UCP@Tsubone et al.,
2005)
TAblanc Stimulation de la lipogenése
(Tsubone et al., 2005)
2. Les nutriments

Mises a part leurs fonctions métaboliques, enzymatiques ou structurales, les
nutriments ont également une fonction «nformative » pour le cerveay étant donné que

leur concentration est unrefletimmédiat A O

NOSEI O

1T 8AEAT O Ai Al AT AEi

OOAOOQOO
AAO

i T AOCi Gl GdmeA A
i T AgigEfquén@, 1 O

une des premiéres expériences visant a démontrer une détection directe des nutriments par
le SNC consistait a injecter par voie ICV des métabolites dans3é (Davis et al., 1981)

Depuis, lespreuves A A

1 8ET I

1 EI DT OOAT AA AA
iT OOAOEA

I'A Ai OAAOET 1
iTAOCi OENOA OA 01160

Dans les paragaphes suivants seront décritsbrievement les principaux réles des

AAEAAO COAO AO AAO AAEAAO AiETi1 O AAiPGurdeA Oi GC

qui est des glucides, eplus particulierement du glucoseNOE 11 60O ET Oi OAOOA A,

~

elle sera développé plus en détails dans le paragraphe II.
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a) Les acides gras

LeO 1 EPDPEAAO DAOOAT O 800A AEOAAOQAMSA® Ai OA]
augmentation de laconcentration en acides gras libres (AGL(en injectant directement des
AGL ou en inhibant® AT UUT A NOE DAOI Adans ledVinduit Arie QitbikidnA OET T q
de la PA(Loftus et al., 2000; Obici et al., 2002aune diminution de la production hépatique
de glucose(Obici et al., 2002a)eti T AOT A 1 A Oi AOiICERTT edOkegéridddd AAOCET 1
une charge périphérique en glucose (Clément et al., 2002; CruciarGuglielmacci et al.,
2004). Les effets deces acides gras sur les tissus périphériques (foieapcréas) sor dus a
OT A 11 AE /£E A A GEdu ISNAA Blus padtidufle@BedtEuBe diminution du tonus
sympathique, vial 8 EUBD T O EElemehti eDab, 2002 CrucianiGuglielmacci et al., 2004,
2005).

$EALE OAT OAO i N GlEdUkrd lesthbteli® CeflulairedresPonsables des
effets cérébraux des lipides en fonction de leur nature DAT O | 8 &) te@amd |
neurones présentent une modificationA d@ctivité électrique en réponse auxAGL(Oomura et

al.,, 1975; Wang et al., 2006) I A 7 O0i Aii 11007 138A@EOOAT AA AA
COYAA &tionidd daiduA@ A A O E O A O EciFds, d@nfebistrériemts@diriques
invivo ADOT O OT A ETEAAOET T BdiqhOdt pah Blécipphisioladiel A A8 A

i AT OACEOOOAI AT OO 1 O1 OGEAAIT 1 Ol AEOAOGQh T A Oi BT T O/
de la concentration en glucose/la glycémi¢Wang et al., 2006) Ex vivopar exemple, lorsque

1A Al TAAT OOAOGETT AT ¢I OAT OA AOO AA c¢hvuli-nh
DAO 1 6AAEAA T1i ENOA8 %l OAOAT AEAh 11T OONOA

il ne reste que des réponses inhibBEAA O U 1 §ulahdgehah, 2006)i EN O A

)
A

™S M)y

, 6EUDT PEACEA ET AOE O Ayp@hAlémiqledds AGLOSHorAelée®A OE T 1
OT A AEI ET OOE sidn deAMPY (Lotius @thaD,A2000; Morgan et al., 2004)En
revanche, dans ces études, aucune variatio®d D OAOOET 1T 3AA i IOA (Qkisi -OA A Qi A

des neurones POMQJo et al., 2009)

Les mécanismes moléculaires proposés dans la détection des AGL pasgmnt la
métabolisation de ces derniersdétaillée dans Idigure 12.

, A0 AT UUIi A0 EIDPIENOIi AO AAT O 1A 11 O0AATI1 EOI
carboxylase (ACC) et Idatty acid synthasef & ! 3qh AET OE NOA 1-dod® OOAT «
CPT1 et 2(transport mitochondrial) sont exprimés dans le NA et le VMKBorensen et al.,

2002), des noyaux hypothalamiques qui sont donc impliqués dans la régulation de la Ria,
la détection des AGLLes mécanisme moléculaires impliqués dans cettelétection ne sont
pasencoretotalement élucidés) 1| AGPEOOA AAOQ EUDRgEI2OAO NOE OB
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Circulation
sanguine Prise Alimentaire
o~ Production hépatique
M~——— de glucose

Albumine- o -|_
AGL N

™S AGL _ » AAAl-CoA — CPTI —> B-oxydation A7 mEAOs
7 ACS
Lipoprotéines FAs /\
Prise Alimentaire
Malonyl-CoA
ACC
AMPK
Glucose -f--========mmmmmm oo > Pyruvate
Glycolyse

~—

Figure 12 : Représentation schématique du métabolisme cellulaire des lipides ainsi que leur
implication dans la réqulation nerveuse du métabolisménergétique.

5TA A EO U 138ET O Ok giderdest esmnﬁfléslemacﬂ#OIh' | BépTon”
S/nthase(ACS) Le devenir des ag-CoA et leur signalisationfo® 1 61T AEAO AA AAO@ EUE
i Les acylCoA ont deux origines possiblessoit,vial 8 AAOETT AA 168!:#%68th U DA

néformésD A O 1 & A A OE Ealty AAdASyrithAsea®phr® deg malonyl-CoA Le malonyCoA
estlui-il 81T A A1 OE Oi-CoA ArodlitddA 1& glyoadlybeD A @célyHEoA CarboxylasACC).
L6 AT Oe3iacdCal dans la mitochondrie est controlée par la disponibilité en malom@oA En
effet, le malonytCoA inhibe CPT1(Carnitine-palmitoyltransferase 3, un des transporteurs
mitochondriaux des acytCoA(avec le CPT2)Un taux important de malonydCoA ontribue donc
a faire augmenter la concentration cytoplasmique des acyl -CoA Cette accumulation
engendrerait une activation des canaux kp dépendants induisant une dépolarisation du
neurone (Lam et al., 2005c)

., A +ET AOCA AvPOWPBK) jAuerhitié@alement un réle important dans la régulation de
la détection des lipides. Ellgarticipe au contrdle dela formation de malonytCoA, en inhibant de
facon allosgérique | ACC(L6pez et al., 2008)

¢ Les acylCoA sont transportés dans lamitochondrie par | 8 ET OAOI i AEAEOA A
transporteurs, CPT1 et CPTocalisés respectivement suta membrane mitochondriale externe

et interne. La r -oxydation des acyiCoAAT T AGEO U 1T A A& OI ACGETT Ad! 40

1 61T @UuCT 1 A, ATP ptdduitGeth®: les canaux Krp. Quant aux mEAOS, leur(s) cible(s) ne

sont pas encore identifiées.

1) Selon lapremiere EUDT OET QAhA ARDA OD AOET 1T ABdddansle AO A
cytoplasme qui constituerait le signal anorexigene ou cataboliqu®ifférentes études
pharmacologiques utilisant des inhibiteurs de la FAS ou de CPT1, montrent une
AAAOI OI AGEIT T ABAAIUDACT i A AGOT A ETEEAEOQOEIT AA
hépatique (Loftus et al., 2000; Obici et al., 2002a, 2008jm et al., 2004)
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2) #6 AOO 1 idation de® AciCodans la mitochondrie (f -oxydation et respiration)
(Cruciani-Guglielmacci et al., 2004)qui permet notamment une augmentation de la
production A 6 ADHO® AAOEOAO AA | ledpingablegds bidhauk de%atiétéd q
(Benani et al., 2007)En effet, T OONOA 1T A DOT AOAGEI T AAOn T %!/ O
induite par les AGLT 8 AOO D1 Ol signalisaiohvialed mEAOS est également
impliquée lors de la détection du glucoseelle seradéveloppée dans le paragraphe Il

Plusieurs produits de la métabolisation des AGL peuvent agir comme molécule
signal, proportionnellement a leur concentration, pourmodifier le potentiel de membrane et
lafri NOAT AA AAO bl ddneddhdsErOeffel simbduErt & conductancede
canaux ioniques,notamment les Karp (Obici et al., 2002b)ce qui permet ou empéche la
libération de neurotransmetteurs (Lam et al., 2005b; Pocai et al., 2005a; Wang et al., 2006;
Jo et al., 2009)

De plus, €s AG peuvent étre des modulateurglirects de la transcription, car il existe
des séquences régulatrices sensibles aux B&omme les PPAR Peroxisome Proliferator
Activated Receptor(Chakravarthy et al., 2007; Diano et al., 2011)

Il existe des interrelations entre la détection des lipids et celle du glucose, qui
pasent par des voies de signalisation communes/ia le malony-CoAAO 1T 6 AAORIF T 00O
notamment).

b) Lesacides aminés

$ADOEO PI OO AA uvnm AT Oh EI AOGO AiT1 0O NOA 1A
est satiétogeng(Mellinkoff et al., 1956; Porrini et al., 1997)Certains acides aminés semblent
plus particuliérement impliqués: ainsi, une injection de leucine dans le3V inhibe trés
fortement la PA(Cota et al., 2006; Morrison et al., 2007) 1 8 ET OAOOAR 1T A Al 1 Ol
régime carencé en protéines ou en un acide aminé particulieonduit au développement de
préférences alimentairesvis-aOE O AA DBOT 01 ETAO 1 O Adue deBhAEAA /
AEAU 18 (11 (Ghetzen,A998; Kibsorietal., 1995)

La dékction centrale des acides aminégpasse par plusieurs voies directes ou
indirectes. Pour les voies indirectes, lgppassage des @des aminés au niveau duodénahduit
la sécrétion de CCK quiléclenchel 6 A £ZEAO AT 1T OAQGECI T A AAdlabOi Oi E
aussi été démontré & présence de récepteurs hépatportaux sensibles aux acides aminés
NOE 11 OONOSJ E ladiiverd dek &iféredca& he®duse® én direction diiC (Niijima
and Meguid, 1995; Draffourd et al., 2012)

Plusieurs argumentsmontrent également unedétection centrale directe des acides
aminés.Ld ET EAAQET T e MBHInd Arfe bclivatidriddesheurones POMC du NA,
des reurones a ocytocine du PVN, eted neurones du NT&fin de diminuer la PA(Blouet et
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al., 2009)! 1 8 E leaBide®&finés inhibent les neurones MPY/AgRP(Morrison et al.,
2007). Récemment, il a été démontré que les neurones a orexines du LH sont également
capables de détecter des variationgle concentrations en acides aminés(Karnani et al.,
2011).

Parmi lesmécanismes celllaires etmoléculaires impliqués dans ces effefon trouve
1 6 AA OE O A $gadlidationArATOR (Gota et al., 2006; Morrison et al., 2007)Le ratio
l-07!140 OAI AT A 500A AOOAEAI (Pdm@adan TargdtAdDE OAOEI
Rapamycin. , T OO umdhten OECT A A601T | AT NGAAOEDGDI OEANMO/
mTOR augmente, entrainant des phénomeneke transcription (Dennis et al., 2001; Cota et
al., 2006; Wullschleger et al., 2006Pluseurs études mettent en avant le réle de la leucine
comme un signal physiologique de la disponibilité en acides aminé&CN2 et SK1 font
partie des kinases quiparticipent aux réponses mises en jeu lors de la privation deucine,
et induisent des phénomeées de transcription (Maurin et al., 2005; Blouet et al., 2009; Xia et
al,, 2012).

41



Revue bibliographique

. LA Cci OAi OA AAT O 1T A Ai1OOEI A AA 16
Nous venons de voir que des signaubipidiques ou protéiques permettent au SNC
AGADPPOT EAT ARO 1T A OOAOOO i1 AOCi OENOA AA 161 OCA
physiologiques adapées. Au sein de notre équipe, nos recherches visent a mieux
AT T DOAT AOA 1T A Ai OAAOBlicide e paBi¢uk@E feiglicbse. & Qldcosd 6 O
représente une source énergeétique majeure pour tous les organeseat particulier pour le
cerveau, pourlequel il est le substrat énergétique essentiel en conditions physiologiques.
I FET ABAOOOOAO 1 86ET Oi ¢OE Qbnc fhdmerit Gontrol€eAdllEast Ah 1 A
i AET OAT OA AOOT 60 AGOT A OAI AOO eobEMMGEE tonditighE NOA A
basaleAEAU 18 (111 A8

Le SNC joue un réle majeur dans la régulation de la glycémeés premier lieu pour

son propre fonctionnement comme organenais également poui 6 AT OAT AT A AA 168171 C
I FET A 8 A O OO OA Oausai AireieAt que ipaasible Al @4E Eapable de détecter les
OAOEAOQET T O AA ClUAT T EA8 )I AQGEOOA Ticdsl i TET O
variations, AT T O 1 8 01T 1 AA O:fehanbréasedlaeting, el pArkclliérdes cellules

r. Ces différents «étecteurs» périphériques seront détaillés avant de décrire plus
précisément la détection hypothalamique du glucose.

A. Détection extra-hypothalamique du glucose

1. Le pancréasendocrine

Le pancréas endocrine est organisé en flots de Langherans, composés de plusi
types cellulairesq, 1 AO AAA R OB QO synthétisgnthrespectivement le glucagon,
1 8 ET OOI ratodtdiine, lleApolyPdptide pancréatique (aussi appelé PPt la ghréline
(Granata et al., 20108 $ AT O AA DPAOACOAPEAR OAOI A 1T A Ai OAAC
Ai AOEOA8 , A0 AT 11 AEOOAT AAOG OO0 1 A0 11 AAT EOI AO
mis en évidence de nombreuses analogies avec ceux des autres dgiesiétection identifiés
(Schuit et al., 2001; Pénicaud et al., 2006; Diano and Horvath, 2012)

, A AT OAAGET T AO ci OAT OA DPAO (tokparkthdmerdd A | A
AAT T A AA 1 8 EtUdotudénéé AépdO @ngtemps. Cette cellule exprime

Ai10 186AEAETEOT DI OGO 1T A Cl OAIlOD ACOTI AAENPADCH &

transporterlegl OAT OA AAT O 1T A AAIT 1 OI A AA EAeT 1T BOI PI 00
Associéea GLUT2, lgylucokinase (ou hexokinase 1V)a, elle aussi, une faible affinité pour le
glucoseetA1 1 A 1 i6hihé&e@ar EpA @oduit,elle transforme donc rapidement le glucose

en glucose6-phosphate, de maniére proportionnelle a la disponibilité en glucoseAinsi
phosphorylé, le glucosesuit la voie de la glycolyse puis le cycle de Krebs dans la
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mitochondrie. La signalisation la plus décrite implique alors b synthéee Ad! 4 0h NOE ET ¢/

187111 OAOET 1 AO OAOQEI Ad! 407! $0 AUOdaaixi ENOAN
potassiques Katr8 # AAE DOT O NOA OT A Ai Pi 1l AOEOGAOGET T AA
AA AAT AOG@ AAI AENOAO Ol teGAduA @arsAa cblldié deddncdolda , 6 Al
I EAT OAGEIT T AAO (BoAi3di AO ABET OOI1 ET A

Glucose

B \ Glucose-6-P

o |
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° o o ATP _e 3
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Figure 13d 3 AEi I A OADPOi OAT OAT 6 1 A Oi AOi OEi 1l  ABE
réponse a une augmentation de la glycémie.

2. Le systemenerveux entérique

Au niveau du tube digestif, le glucose induit un grand nombre de réponse, a la fois au
niveau intestinal et pancréatique., 1 O Gn repds, lepassage dubolus alimentaire dans la
cavité orale stimule des nerfs sensitifs. Ceci entraine urmgetite sécrétion pancréatique
ABET OOI ET Ahg NDE BAIAADIOAB DI 00 (Tefd 2odig @pred AAO 1
digestion enzymatique, le gDAT OA AOO AEOAAOAT AT O Ai OA%di AAIl
présence est rapidement signaléau SNC, a la fois par un relais nerveyxia les neurones du
plexus myentérique et lenerfvagueh A O ET AEOAAOAT AT &6 PAO 1T A 1 EAi
incrétines, dont leGLP1(Migrenne et al., 2006)

Le glucose est détecté par les cellules entérochromaffinesl duodénum, via le co-
transporteur de glucose couplé au sodiunSGLT3 Cellesci libérent alors de lasérotonine

(5-HT) qui dans un second tempsmodule I 8 A A O E @dtrOries dii dy€éme nerveux
entérique, par son récepteur 3HT3R. Ceci conduit a une activation des afférences vagales

A N o~ N = o~

EONOSAD $- (MnceAtétalA1l) !
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Au niveau AA 1 8 HilédnAeOdIBN proximal), les cellules entéroendocrines L
secrétent du GLP1 en réponse a la présence de nutriments dans le tube digestif. La
signalisation induite par le glucose dans ces cellules est proche de celle retrouvée dans la
celluler pancréatique, c'esta-dire une métabolisation du glucose et la fermeture deanaux
Kate (Reimann et al., 2008) De plus, il semblerait que leSGLTssoient également impliqués
AAT O 1 6AQAEOQOAOQOET T ARRGMaAdad. Q0HO , DPAO T A CciI OAT C

Liu et al. ont montré que certaines cellules entériques excitées par le glucose
présentaient également le récepteur a la leptingeenforcant leur réle dans lecontréle de

186ET T 71T OOAORUueial., ADyi OENOA
<15 8
<
40 10
~ )
€ o Z
>_40 §0.5
E
0.0
60s C1 Gluc C2

glucose

Figure14:, AO AAi 1 61 AO senslbks au §lieds© AOOET Oi 1T O

2ADOT OAT OAGET 1T ARIOT PAOORA CEIOHIOB T AADI 1 O1 A akt OET OAQ
10mM de glucose, appliqué&omme indiqué. A droite, moyenne de la fréquence des potentiels
AGAAOGETIT AOAT O j #p(Qh PAl AAT O i1 OAqQ AO ADPOT O j #¢
8cellule08 $6APOT O 2AEI AT1T AO Al 8h c¢mnny

3. La veine hépato-portal e

Le systeme hépateportal recoit le premier les nutriments issus du tube digestif, juste
apres leur digestion (Figure 15). La veine hépato-portale est doncun site primaire de la
détection des variatons de concentrations en glucoséDelaere et al., 2010)La détection de
I 6EUPAOCI UAiT I EA AO TparalddsOelafiék pardds filkeh &fferdnteEde D A O
la branche hépatique du nerf vaguemodulant les neurones duTCet du LH (Niijima, 1982;
Shimizu et al., 1983; Adachi et al., 1984Des enregistrerentsi T O AET OE 111 007 NO
électrigue de ces fibres nerveuse®st inversement proportionnelle a la concentration de
glucose dans la lumiere de la veine porté.a nature exacte des détecteurs de glucose de
1A OAET A DPi OOA eniehtétabliebEh @valdhel de©ekpédehcAshitilisant des
souris inactivées pour différents génes ou des inhibiteurs pharmacologiques ont montré que
la détection du glucose a ce niveau nécessite la présence tdansporteur GLUT2 et du
récepteur au GLP1 (Burcelin et al., 2000a, 2001)

, 1 One Wyperglycémie hépateportale, ces« détecteurs de glucose permettent la
modulation de différents paramétres du métabolisme énergéque : |irtibition de la PA
(Niijima, 1982; Tordoff and Friedman, 1986) uneOi AOT OEIT 1T OAM®BuUkaydhetah 5 ET OOI
2007)h 1 6 OOEI EOAOETT AO CIiTABIn A sobsiookage Audnivdad® OAT A O
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hépatique (Burcelin et al., 2000b) Les différentes réponses ainsi déclenchées permettent le
retour a uneglycémiebasak. Ces détecteurs hépateportaux sont égalementimportants lors

s s oA o~

del EUDIT Cl UAT T EAh 1T EI O DAOOEAEDA-tédulatiordvial EOA A

I A OOEI O1 AOET 1 -sulrdhal (HévAngrkt alQ PO Pabek ét al., 2008)

Figure 15 : Le systeme hépateportal

au niveau du foie. A ce niveau, le sang est riche des
nutriments absorbés suite a la digestion. Les
cellules sensibles au glucose de heeine hépato
portale sont localiséesdans un site stratégique
pour la détection rapide des variations de
concentration en glucose, suite a un repas, par

exemple.

Large
intestine

Copyright © 2002 WebMD, Inc. All rights resarved,

La néoglucogenéseintestinale participe égalementau maintien de la satiété entre
deux repas(Delaere et al.2010). Pendant la période postprandiale, les peptides issus de la
protéolyse alimentaire bloquent lesOi A A B O-8p0ide®du (SN entérique de la veine
hépato-portale. Les nerfs du SNA relient cette information vers le SNC, qui favorise la
néoglucogenése intestinalgMithieux, 2009; Duraffourd et al., 2012) Cette néoglucogenese
conduit a la libération dans la veine porte de glucose&lont la détection est relayée par les
afférences nerveusesvagales AT i I A AT Oi i 1T ECT A 1 & Adchedded A
souris KO pour la glucose6-phosphatase énzyme de la néoglucogené3eau niveau
intestinal ou suite a une dénervationMithieux et al., 2005; Penhoat et al., 2011)

4, Les orps carotidiens

Juste aprés la séparation des carotidecommunes en carotidesnterne et externe, il
existe une structure vasculonerveuse capable de détecter différents parametres
plasmatiques, appelée corpsou glomus carotidien. Les cellules qui le consituent sont
capables de détecter des variations de la concentration plasmatique de glucds© oxygéne
(Lopez-Barneo, 2003) Ces cellules sonén relation avec les fibres nerveuses afférentes du
nerf vague qui remontent vers leTC Via une modulation du SNApar la libération de
dopamine et/ou de catécholamines elles pourraient participer aux mécanismes de contre
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régulation mis enEAO BT 00 1 OypdafcemieRiOl O GAEKoNRINEE &l., 2000;
LépezBarneo, 2003)

La détection de 1 6 Bglyeemie A7 A1 AT AEA 1 8AAOEOAOEITT AA A
glomus qui met en jewn courant potassique Cecientraine une cascade de signalisatiogui
permet | 8 AT AUOT OA A AelOrotrédhsnetedr (Ldb€xr-Bamdo, 2003; Garcia

Fernandezetal., 2008 51 AAOOAET hdétuhiedresie@ndken/iliéigriner
dans cette cascade de transduction teee par le glucose.

5. Les régions centrales extra-hypothalamiques

Le tronc cérébral

Le premier scientifigue a mettre en évidence le contrble de la glycémie par Te&C est
#1 AOAA " AOT AOA Al puwtws8 )1 A AET OE [ ithdOi ROA
cérébral conduisait & uneproduction hépatique de glucose par le biais d&a modulation de
signaux provenant des afférences nerveuses des tissus périphériqenmais aussi de la
circulation sanguine: a cet endroit, laBHE est trés lache (Gross et al., 1990)t permet le
passage ddacteurs métaboliques et endocriens a proximité decertains neurones du TC.

Certaines zones & 1 86u!NT$et dd DMNVprésentent des neurones sensibles au
glucose (Yettefti et al., 1997; Dallaporta et al., 1999)Ces neurones sont soit excités ou
inhibés par une augmentation de la concentration extracellulaire en glucos€ertains
AAOADBOO 1111 AOI A pandéatique Ant étéAretrBukds iddds$ 1& TQQLUT2,
glucokinase, canaux kre), mais leur participation dans la détection du glucose a ce niveau
T 8 A O Gtal@ei@ démontrée (Ritter et al., 2011). En effet, ces protéines sorggalement
retrouvées dans des neuroneson gluco-sensibles Les neurones glucesensibles du TC ent
aussi impliqués dans la mse en place des réponses de contrégulation lors de
1 8EUDPI Ccl UAT T EAR AT OOEI OI AT O 1T A Oi AwnileOINI T AA
sympathique. LAO 1T AOOT T AO 11 OAAOTI T AOCENOAOG A®nde4a3 OI1
AAOG Oi bi 1T OAOKh 1 A#&sdonkdN O 566 aHESRitédr €t alA 2081). O A

_, 01T OCAT A OOAAEI O1 EAAI

471 00 Oi AAT T AT O6n EI A i 07 Aii11 001l 6NGBEAT AAO
subfornical (SFO)situé dorsalement en bordure du 3Yzone ou la BHE est absente, présente
descellules sensibles au glucos@Medeiros et al., 2012jFigure 16). Certaines sont excitées

DAO O1T A AbOcCi AT OAGETT AA 1T A AT 1 AAT OOAOGET T A@dO/
inhibées (Medeiros et al.,2012)8 , A0 1T AOOT T AO AO 3&/ bDHOT EAOOA
Ai Oi AOAT AO AT I 1 Aind ebdt,u882)GeEpbirrAidnOddnec moduler certains

neurones hypothalamiques.
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-/ Tronc cérébral

SFO

Hypothalamus

Figure16: ., T AAT EOQAQOEI 1T AHO OOI 1T A Ai Oi AOAIT  AddpeA A
sagittale de cerveau de rat (E-0.1mm)

Il existe donc en périphérie comme dans leSNC de nombreux tissus/organes
capables de détecter des variations de la glycémie et de participer a la régulation du
métabolisme énergétique. Dans la suite de ce manuscrit, nhoa®us intéresserons a la
détecti T AO C1 OAT OA PpeApartitueE UDT OEAI Al OO
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B. Détection hypothalamique du glucose
, 6EUDPT OEAI Al OO 1 AAODAla @tectianiEu glucoBe@ i difét QA E AT A
été montré que la détection hypothalamiquedu glucose était altérée chez des animax
obéses insulino-résistants et/ou présentant un diabete de type li(Blouet and Schwartz,

2010; Marino et al., 2011)A 0 NOB8U 1 6ET OAOOGAh 1T A 1T AEEAEAAQEIT I
I AT OEOT 1T 06 AAOG Ai £ZAOOO (HA ét all @) dolbnibéndeh &.F2809;C1 OAE.
Carneiro et al., 2012)

$ADPOEO 111 COAI POh 1868EUDI OEAIT Al écon Alafoi®i EAA]
AA 1 8MQPAA 1 8EUPAOCI UAT T EAn Ai Al AT AE Adardle AAO Oi
Ai AOBO AO OAPAOh OT A 601 O 1Tici OA EUDPICIUAIIT EA

(Louis-Sylvestre and Le Magnen, 1980A O 1 & ((Melarisdh et al., 1999; Campfield and
Smith, 2003). Il a alorsété suggéré que cette diminution de glucose circulant était un signal
Pi 00 1 6ET EOEAMAEIAIA OED 10O Aghitapauatidnid etdinige erdévidence
P A (njedtidn dans le 3VAuh analogue non métabolisable dulgcose, le 2désoxy-glucose
(2-DG), qui mime uneglucopénie (Miselis and Epstein, 1975) Cette détection entraine la
mise en place des réponses dites decentre-régulation », parmi lesquelles on touve une
stimulation de la production hépatique de glucosgla sécrétion pancréatique de glucagoet

1 AOCIT AT OA QMadrty et ah,2007) Aes Qoles de signalisationmpliquées ne seront
pas détaillées dans ce manuscrit.

Dans ce chapitre, nous nous attacherons a la degption plus précise de ladétection
EUDT OEAIT AT ENOA AA qui &&éhb de@ ldeUndon trakzal, 6 AT OAT AT A AA
étudesmend O OO0 AAOOA Ai OAAOGEIT1T 111 O00A OTA 11T AOQI A
des neuropeptides orexigénes etnorexigénes, qui limiteit la PA, accompagres Aune
stimulation du stockage hépatique de glucose sous forme de glycogene, de la sécrétion
A8 ET Ocbdegdédensegnergétiques(stimulation de la thermogenésevia le SNA)afin de
restaurer une glycémie mysiologiqueAO HI1 OO 1 AOCAT AT Oh PAOOEAEDPAO
AA 161 OCAT EOI A

1. Le glucose dans le cerveau
I OAT O A6i OOAEAO 1 A0 17T AATEOI AO Ai Oi AAOD Al
décrirai brievement 1 AO 11 AAT EOI AO A6 ATsQeOBNC aiddd que saDAT OA

concentration moyenne dans ce tissu.

Le cerveau est isolé de la circulation sanguine par la BHE dans la plupart des régions
cérébrales excepté au niveau de régions subventriculairesLes cellules endothéliales
formant les vaisseaux et capillaires cérébraux sont liées entre elles par des jonctions serrées
assurant une perméabilité sélectiveCes vaisseaux sont également recouverts des pieds
astrocytaires. De plus, le glucosest une nolécule hydrosolublequiT 8 AT OOA DBAO 1 EAC
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AAT O T A AAI 1 O0I A8 311 DPAOOACA AO OOAOGAOO 1T A i
partir de transporteurs de glucose(GLUTS, qui assurent une diffusion facilitée suivantle

gradient de concentration. Ce phénomene est stéreospécifique et saturablavec des
variations suivant les isoformes Leur expressioncellulaire et/ou tissulaire ainsi que leurs
caractéristiques cinétiques sont répertoriées dans le tableau edessous.

Transporteur o L, Km pour le
Distribution cérébrale
de glucose glucose

Cellule endothéliale (55kDa)
Astrocyte (45kDa)

GLUT1 Tanycyte 1-5mM
Ependymocyte
Oligodendrocyte

GLUT2 Astrocytes/Neurones (expression discrete) 15-20 mM

GLUTS3 Neurones 1-3mM
Cellules du Cortex, Cervelet et Hypothalamy

GLUT4 . 2-5 mM
(faible)
Microglie, Cellule endothéliale de la BHIE

GLUDB 6 mM
(transport du fructose)

GLUT6 Cerveau (ARNm seulement) ?
Neurones: hippocampe, cortex olfactif,

GLUTS8 2 mM
amygdale, hypothalamus, NTServelet

GLUT10 Cerveau 10,3 mM

GLUT11 Cerveau ?

GLUT1 est exprimée dans la qua$dl OAT EOi AAO AAI1 01 A0 AA
cerveau,I 6 A @b O A GLYElipdr lesicdllules endothéliales et glialesassurel 6 AT 001 A A O
glucose dans le parenchymeérébral (Vannucci et &, 1997). Avecun Kmautour de 1-3 mM,

GLUT3 est saturé a la plupart des taux de glucose cérébraux permettant un
approvisionnement relativement constant en glucose aux neuronesen corditions
physiologiques GLU®, normalement présent dansles tissus irsulino-sensibles (ou ilest
adresséa la membraneplasmique AT D OiT OAT A /st éxpritné ab QiveBu di prtex,

AA 1 & EE bdb teAdidt @ddins abondamment au niveau dé 8 EUDT O@EdloupAi OO
et al., 1996; El Messari et al., 2002)

GLUT2se distingue des autres isoformes par sa faible affinifgour le glucoseCela lui
permet de transporter le glucose proportionnellement a sa concentration circulante et de ne
pas étre sauré lorsque la glycémie augmenteAu niveau central, notre groupe a pu mettre
en évidence la présence de ce transporteur dans différentes structures ifiquées dans la
régulation nerveuse du métabolismeet de la PA,parmi lesquelles différents noyaux
hypothalamiques &ls que le VMHet le NA (Leloup et al, 1994) Notons que dans ces
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structures, GLUT2est exprimé dans les neurones mais majoritairement dangs astrocytes
(Arluison et al., 2004a, 2004b) Son implication dansles mécanismes centraux de la
détection du glucose sera développée ultérieurement.

La concentration en glucose dans le parenchyme nervewsst, en géeral, plus faible
gue la glycémie.Au niveau hypothalamique, ellese situe entre 0,7 et 2,5 mMSilver and
%OAAEJdOEAh pwwtN8AAT ®OEAGORA EUBROCHWAQI EA Oi (
PDAOO 081 1 AOAQ mals nd défuBse jarhais A0mMu niveau du NA, la BHE a été
décrite comme plus labe et ce noyau se situe juste ah A O O O @minkrke rhédiane
richement vascularisée. Ceclaisse a penser que la concentration en glucose dans ces
régions seraient beaucoup plus proche de la glycémi€ette question reste jette a
controverse dans la litérature (Dunn-Meynell et al., 2009)

, A TTAAI EOAGETT AO 1 A daris/ebs leASNCcbndde mim&rA OE T 1
I 8 E UDP A O,CelstWAric Impoktante pour rester dans des conditions physiologiques.
L6 ET EAAOGETT AA cCci OAT OA AAT O 1 Ademémehlecelddando A OT1 A

le NA(Davis et al., 1981; Kurata et al., 188 Cha et al., 2008; Carneiro et al., 2012)orsque

cette injection est réalisée par la carotide vers le cerveau, on note une foréxpressiondu

i AONOAOO AdAAOERAdaSIeNA & ke IPYNGBUIilfoda&imin et al., 2004)

AET OE NOG6OT A AOCi AT OAOGETT AA 1 6AAOEQécdpeti | AADC
al., 2006). Cette activation électrique conduit a une activation vagalqui déclenche une

retrouvée également dans les astrocytegGuillod-Maximin et al., 2004)Figure 17). Par

AET T AOOOh 1 G6ET EEAEOQET T unigemehtiA@A O 11500 RO OA A OA&1 ¢
1 6 AA O médditalE du NA mesurée via cFosAO 1T A Oi AOi OEIT 1T  ABET OO0I
périphérie (Guillod-Maximin et al., 2004)

() *
16
141
12
101

0 0.9 % NacCl
B Glucose

:- i?’*'/‘ 49 ﬁ ﬁ&#

- A
. "
ARC PVN '-l- i’ ;

Figure 17 : Effet du glucose hypothalamique sur les astrocytes

A| Suite & une injection intracarotidienne de glucose, le nonthbA A3 AOGRd+A OAO A
augmenté dans le NA (ARC) mais natans le PVNB|) | | OOOOAOQET 1T Ad&hsle AOOOT A
NA (marquage cFos+) AP O1T O 1 6ET EAAQEIT AA Cl QAAGD8 O AOGAIT }
Maximin et al., 2004.
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, A\ AADPAAEOi AA 1 6 EUDI 9pedyliycdniedast alrelieA avdA A OA O
1 AGEOOAT AA AA pi POI AGET T O TAOOTTAI AO ObPi AE £EX
des concentrations de glucose. Ces populations ont été mises en évidence par des études
Adi 1 AAOOT fECOUPdS frdiche§ E A

2. Les populations neuronales gluco-sensibles

s xooA 2 o~ AN

Les neurones glucesensiblesb 01 OAT OAT O 1T A PAOOEAOI AOEOiT A
comme un substrat énergétigue mais aussi comme un signal». Ainsi, leur activité
électrique est spécifiguementreliée ades variations de concentrations en glucose, que ce
soit une augmentation ou une diminution de cette concentration.

Ou

a) Sensibilité au glucose et/ou lactate

Depuis la découverte del 8 AGEOOAT AA AA 1T AOOT i(Hyldco- OAT OEA
sensibles» ou GS dans | & Bthamus (Anand et al., 1964; Oomura et al., 1969)eur
AAOAAOI OEOAQGETT OBAOCO Ai OGAT T BPi A OEI O1 OAT i1 Al
Al AT NOE Ai 1T OEOOA Al 16AT OACEOOOAI ATIOLeAEOAAOD
neurones GSpeuvent étre classés alon leur réponse a une variation de la concenttan
extracellulaire de glucose. Suivant les études, lessauts» de glucose sont trésvariables.
$ATO 18681 NOEPARh 11 00 leiclés®emedt suivadt Gvec AddsOrineuresd O O
effectuées dans le NA de sourisl) les neurones gluceexcités (GE) et 2) glucanhibés (Gl),
dans la gamme de concentration de glucose de 0 a 5 mM et 3) les neurones glxatés
HGE et 4) gluceinhibés HGI, dans une gamme haute de comteation de glucose, de 5 a 20
mM (Fioramonti et al., 2004)Figure 18). Ces neurones sontespectivement excités ou
inhibés par une augmentation de la concentration de glucose , T OO0 A3 OT A AEI ET C
concentration en ducose, leur réponse est inversédPar exemple,un neurone Gl sera inhibé
par un saut 0 a 5 mMalors que le neurone GEera excité parle mémesaut (Figure 18).

(

Activité électrique en

. : GE | HGE
réponse a une |
variation de glucose
Gl |

| | |
0mM 5mM 20 mM [Glucose]

extracellulaire

Figure 18d 2 ADPO1T OA1 OAOEI 1 OAEi | AOENOA AA 1 8AAOEOA
neuronaux du NA en réponse a une variation de glucose
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Les neurones sensibles au glucose ontélocalisés dans lesoyaux VMH NA,DMN,

PVN, le noyau suprachiasmatique et le LISi on regarde leurs proporions, les neuronesGE

du VMH représentent 15 a 30 % de la population neuronale tale (Song et al., 2001) Dans

le DMN et le LH, € sont ces neuronesGl qui sont majoritairement présents (30-40 % de la
population totale). Dans le NA, 20 a 25%les neurones étudiés sont GE, 19% HGE et 7% HGI.
Par ailleurs, il existe une régionalisation de ces types neuronaux, avec une majorité de GE
dans le NA latéral et une majorité de Gl dans le NA médiéfioramonti et al., 2004; Wang et
al., 2004)

De maniere intéressante,certains neurones GS du NAet du LH sont également
sensibles au lactate (Yang et al., 1999, 2004; Song and Routh, 2005; Venner et al., 2011)

Dans ces études, le lactate a un effet inhibitesur la réponsedes neuronesGlg, 1 T OO0 Ad O1
augmentation de la concentration en glucose, la présence de lactatémite
I 6EUDAODI | AOEOAOGET T AA@ésdntd &@ed lé gluCose spulellactadd Al Al A

est doncégalement détectécomme uneressource énegétique par les neurones GSn vivo,

la perfusion de lactate dans le VMH est suffisante po@mpécher la mise en placales

réponses de la contreOi CO1 AOGET T 11 OO0 (BodgCt &k, 2@08) Bendant UnA i | E A
clamp hypoglycémique la ibeOAOET T AA CI OA A @t forterhedt ditnukd O1 T Al E
résultat également obtenu suite da perfusion de glucosgBorg et al., 2003)

Actuellement, E1  hélds/pas encore été découvert de marqueurs moléculaires
communs aces différentes populations de neuronesensibles au glucosece qui rend leur
étude difficile et parcellaire.

b) Phénotypes neuronaux des neurones gluco-sensibles
, 8 O0EI EQAQET T A génétigjie@EnE four iexprivierdg iIGEAFOGreen
Fluorescent Proteil dans des neurones particuliers a grandement contribué a la
caractérisation du phénotype @ O1 A BARO@IHESGSA

Dans le NA, és réponses de type Gl (neurone excité par une diminution déugose de
5a0i -h AAO ABGEUDPI CIUAiIiT EAQ OI1T O OUOOiIi i AOCENOAIT A
(Muroya et al., 1999; Fioramonti et al., 2007; Mountjogt al., 2007) Cela est cohérent avec le
AAEO NOA I16EUPI CIUAiIiT EA OOGEIOIA TA 0! AO 16Ac
tiers des neurones NPY étudiés sont sensibles au glucotes études sont controversées
quant & la sensibilit¢ au glucose d@ 1T AOOT T A0 o0/ -#8 #AOOAET AO ¢
A6 AAOEOAOGETT 11 AAOOENOGA Al Oi Bl (FordAmoatitet aC,1 OAT OA
2007)h A1 T OO0 Né&dvenduhefaGudénfaldnA Aactvi électriquA A8 AT OEOT T v
des neurones POM@prés un saut deglucosede 3 a 5mM Cette réponsemet en jeu le canal
Katp et une libération dose-dépendants A BMSHen fonction dela concentration de glucose

(Ibrahim, 2003; Claret et al., 2007; Parton et al., 2007Cesétudes ont été effectuées sur
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AE££E OAT OAO TECIi A0 AA OI OOEO ' &aifiérenes deNOE DI
réponses observées

Les nauronesdu VMHO AT OEAT AO AO Cci1 OAT OA 18110 PAO Al
identifié , mais les populations neuronales de ce noyau semblent impliqués dans les réponses
U 1 8 E UDI(Sphgetlal., OBIA Fioramonti et al., 2010Ruelques piste portent & croire
qgue les neurones SF1du VMH qui sont glutamatergiques, pourraient étre Gl et
participeraient a la mise en place des réponses de contrégulation (Tong et al., 2007)

Au niveau du LHJes neurones a oexines présentent quelques particularités quant a

leur réponse au glucoseles neurones a orexines ont des réponses de type GIEAT NOGS EI C
OAT AT AT O ciTAAT AT AT O PI 6O Ei Pl ENMoriguciié&thld AAO
1999; Ca et al.,, 2000h EI A Oi AAT T AT O 101 Aii11007 NOBE

adaptative aux variations de concentrations de glucose, en ajustant leur potentiel
membranaire de reposaux niveaux de glucoséWilliams et al., 2008)$ A B1 O0Oh 1 8 AAQE
des neurones a orexineserait indépendante de la métabolisation du glucoséGonzalez et

al.,, 2009; Karnani and Burdakov, 2011) Les neurones MCH quant a eux, sont
majoritairement GE (Burdakov et al., 2005; Kong et al., 20103 6 01 HT ET O AA OOA
TAOO PAO OO0 aéuddes ANCBet ANdDekinessdiedt inversement stimulés par

I1'A cil OAT OAh AAO EIf&ordbie &l&récherciie dé rurrfuede manitr® AET
antagonisteq, AT A ZEEZAOh 1 6 AA OE Gdvaigellel somidilCalods dud @lieT AO U

3. La transmission du signal

Parallélement a la détermination du phénotype des neurone&S de nombreuses
i NOEPAO 08 AOOAAE Ak $ont lgs vaiés O siyhakshtiBrOgui NodtAnpliquées
lors de la détection du glucose Ainsi, un certain nombreAd AT AT T CEAO [AORG 1 A
pancréas a pu étre mis en évidence, en particulier pour les neurones (fanget al., 1999;
Schuit et al., 2001) Le mécanisme de la détection du glucose au niveau hypothalamique
ferait ainsi intervenir le couple GLUT2/Glucokinase et le canalAfr. Des données récentes
i7T1TO00AT O i CATAIATO T A OEI A AAA 1 B6T codgitdiOA ARG
mitochondriales (MEAOs]Leloup et al., 2006; Claret et al., 2007; Colombani et al., 2009)
, 6 AT OAT A1 A AA shdsse pa br@ iméabolis@tidnOda Iglicoseet implique la
production de signaux par la mitochondrieLd i NOEBDA AA $ AT E Oévite@®@AAET O
dans le LHune détection du glucosendépendantede la métabolisation de celuici (Gonzalez
et al., 2008; Gonzalez et al., 2009)
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a) !'TAITCEAO AOAAR 1A AAI 1O A 1 DPA]
, A AAT T Ol A 1 I1©delluld @iode® & duénh a 1A de®ction du glucose.

"AAOGAT OP Adi OOA AdéemniinerOOEAEBIAMORAEAAGAOOO Al i O AA
DAT AOi AOCENOGA 11 00 AdOT Aégalemenb Apeephtd) aui initedu 1 OAE
hypothalamique. Ainsi, une analogie entre neurones GE et cellsle D AT A Gha pu@teN O A
établie en termesde mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse au gluco®éang
et al., B99)8 2APPAIT T O NOA AAOOA Ai OAAOEIT AO TEO
successivement le couple GLUT2/glucokinase et le canahK(cf.p. 42-43).

GLUT?2

Notre équipe a montrépour la premiere foisque GLUT2est présentdans des régions
cérébralesrenfermant des neurones sensibles au glucosen particulier le NA(Leloup et al.,

1994; Arluison et al., 2004a,2004b). Ce transporteur AOO 11 AAOOAEOA U 1T A A
hyperglycémie cérébrale parle N®T OO | 6 AAOEOAOEIT T-padkckatiqué, DA EUDI
AT TAOEO U O1 A iehdpietE 19988A § BIED GIARIOKL T 1 AsdeAl OEOA’
NA supprimela Oi AOiT OET T ABET OOI ET A E TuAidpémen cémikale OT A E
(voie intracarotidienne, sans modification de la glycémie périphériquejFigure 19). De la

isai A T ATET OAh 1T A DPAOOA AA 13A@POAOGOETT AA ',
neuropeptides NPY et POMC suite a un jeline ou a une réalimentat{Bady et al., 2006) De

maniéreintéressanteh ' , 54¢ 1 68A00 PAO OAOOI 6Oi NOSAD 1 EO,

différents types cellulaires : préférentiellement dans les astrocytes, mais aussi dans les
épendymocytes et les tanycytegleloup et al., 1994; Ngarmukos et al., 2001; Arluisort al.,
2004a, 2004b).

60 — Plasma Insulin (nU/ml)
expressed in A from basal values

Figure 19d 31 AOi OEl ihvivd 8 ET OOI
en réponse a un bolus carotidien de
glucose, vers le cerveau

20 — ® antisense Les rats ayant regus des antisensontre
GLUT2 dans le NAne présentent plus

40 - o control

® missense

| 3 1 8A0CI AT OAGEIGET RA A®ERAOODI
0 pm— —e (n=4) normalement retrouvée chez les
*x T T — rats contrbles ou ayant recu une séquence
missens (control, n=6; missense, n=3
20 . . . : $6ADOT O , Adod OP AO Al 8h
0 1 3 5 10 min

Le r6le de GLUT?2 astrocytaire a également été mis en avant dans la détection de
I 8 E U&ini€. ILaJ réexpression de GLUTainiquement au niveau glial (cellules GFAP
positives), chez des souris invalidées pour ce transporteupermet en effet de restaurer
1 8 AAOE O&é Emisdcrétidrlde glucagon en réponse a une hypoglycéngMdarty et al.,
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20058 , 6 AT OAT AT A AA AAO Oi 001 OAOO 111 O0OA AG
rh EIi DI ENOi AT GCITOATAAAOAMDOEAGIAOOOA b Kkipahdn O
desastrocytes dans ladétection cérébrale du glucose.

La glucokinase

phosphorylation du glucose,a éi | EOA AT 1 OEAAT AA AO 1T EOAAO A,
particulierement au niveau du VMH et du NAJetton et al., 1994; Lynch et al., 2000; Dunn

Meynell et al., 2002) Comme pour GLUT2, la GK est retrougédans différents types

cellulaires: les neurones, les astrocytes, les épendymocytes et les tanycyt&dle est

exprimée dans 64% des neurones GiB vitro et dans 43% des Gl du VMHElle est présente

dans 75% des neurones NPY du NAynch et al., 2000)

Le canal Katp

Les analogiesfaites avec les mécanismes opérant dal O 1 A AAT T OT A 1T
AGEAAT OEZEAO i CAIl Al Adrr@épdndafidamsileEndcArismé de défeGiionA AT Al
AO ci1 OAT OA AO TEOAAO EUDPI OEAI AT ENOA8 , 8AAQOEOE
I ECAT AOG OAT (four fedfdrmen) & '04 0P duand il est ouverd), le PhksP2
(Phosphatidylinositol-45AEDET OPEAOAQh 1 A0 OOI1 A 1T Ul Goa AO Ad
par exemple(Nichols, 2006).

, 6 EI Bl E Ad\caralbldns Idirdponde des neurones GE a été démontr@@unn-
Meynell et al., 1998; Lee et al., 1999; Miki et al., 2001; Ibrahim, 2003; Kong et al., 2018)
1 ADOET A AO I1GETOOIETA O1T1T0 i CAIlAIVRIGT DABADAOAA
de ce canal(Spanswick et al., 1997, 2000; van den Top et al., 200Qette ouverture est
induite par sa phosphorylation parla PI3K,enzyme commune aux voies de transduction de
ces deux hormonegBenoit et al., 2004; Marino et al., 2011)

/T T1TO0A T CAITAITATO 16711 AOCATAA AATO T A .1 A
qui serait indépendant du canal Ktr. Les neurones HGE du noyau arquéient leur activité
augmenter lorsque la concentration en glucose passede 5 a 20 mMvia un mécanisme
indépendant du canal IKrp. En effet, les canauKarpsont déja clos a des concentrations de 5
mM. Un autre mécanisme, non identifié, opérerait danses intervalles de concentrationet
mettrait en jeu une conductance cationique non sélectivéFioramonti et al., 2004, 2007)

Nous venons de voir que la signalisation induite par le glucose impliquait la

POl AOAOCET T AB8! 40 DPAO 1 A I E®mitAdadndrid estudveritabld OO Al |
«détecteur | i OAAT 1 E Neidsion ddsAignBuk én rélafion directe avec le statut
énergétique.
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b) Les mEAOs

Une autre voie de signalisation, mettant également en jeu la mitochondrie, a été
décrite (Horvath et al., 2009; Leloup et al., 2011)Lors de la métabolisation du glucose, les
équivalents réduits formés (NADH et FADH) sont oxydés dans la chaine respiratoire.
, 6 AEEI O AGi 1 AAOGOTT O cCciliOA AkDesphddactivds@e OAAE A
181 gugi DBCEAT A T EOT AET T AOEAT A ji %'/ O0Qqhet@ADOi OA]
DAOI QUAA AbGEFEHWI297 T A (

™ AYmM

NAD*, NADH
H*

aMnSOD
e _ [H,0,)= = = = o
ko)
other antioxidant  , ~ ~
pathways / N

! |

I 1
inner membrane | ‘

‘o

matrix
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A v
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Figure 20 : Schéma illustrant les évenements mitochondriaux conduisant a la production de
MEAOSs

Des équivalents réduits sont produits (NADH et FADH2) suite a la métabolisation des
nutriments. lls sont oxydés par les complexes de la chaine respiratoire (complexe Ng,Ice qui
PAOI A0 1A DPOI AGAOETIT A801T GCOAAEAT O Adil AAOOTI
mitochondriale. La dissipation de ce gradient par le complexe V permétA OUT OET OA Ad!

PAOOER Le& prd)e&es découplantes (UCBsdissipent égdement ce gradient et diminue la

OUT OET OA AB! 408 , T OONOA 1 A ROATI OEOT ASGcae@E OAT AT
et certains peuventalors OA 1 EAO 0O OT A 11171 AOCI A AdT @uciiAh A/
I AT ET T OGQGpdetici@st halsfojmé en HO;, qui constitue la molécule signal» des

MEAOs$ & A EL8IGuet al., 2011

Les mEOAs sont produits de maniere physiologiqusuite a la métabolisation du
glucose et des acyCoA. lls seraient donc un signal A8 A AT T »Aéhérgliidue. Notre
équipe a montré que cette production de mEAOs est indispensable pour la détection du
glucose (Leloup et al., 2006) et que le glucose déclenche la fission des mitochondries,
essentielle a la signalisation mEAO& arneiro et al., 2012) Actuellement, le(s) effecteur(s)
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cellulaire(s) OAT EAT O 1 6AO0CIi AT OAGETT ABAAOEOEOi i1 AA
OECT Al EQGAQETT 1T %! /0 AT 0Oi T 1T O0A AO cCci OAT A TB8AC
c) , 0! -0+

, 0! - (BMP activated protein kinageest décrite comme une jauge intracellulaire
du statut énergétique del 8 I O C ABelgabdt ét al., 2009; Stark et al., 2018) #8 AOO OT /
enzyme ubiquitaire constituée de trois souDT EOi O AT 1T O 1 8AAOQEDEODI
énergétique de la cellule.Ainsi, son activit¢ est augmentée en condition de déficit
énergetique (jeGne, hypotycémie) (McCrimmon et al., 2004) Pour limiter les dépenses
A8 i 1T A OCE iAHibe lbsdvbies tnétaboliques cataboliques, telles que faoxydation (via
1 8ET EEAEQOEIT AA #04pq AO AA@&deAndiCéibg, (00EMA O D OT /
1 6ET OAOOARK 1 & AdkrinEeCapr&s EriePA(Minkkoshicet al., Q004)

Qu Ou Qu

L6 AAOEOEOIAOA [1i16AGIGi+A DPAO 1 86ET OOI ET Ah 1 A 1 AE
U T A 11 AEZEEAAOEet |k libdrdhion s Aadd@gtide® NFYIAgRP et POMC
conduisant ala production hépatique de glucosea la régulation de laPA etin fine du poids
corporel (Minokoshi et al., 2004; Claret et al., 2007; Mountjoy et al., 2007; Cha et al., 2008;
Yang et al., 2010; Kohno et al2011).

#1 11T A TATOETTT7 Bl OOmédnBofisme dedacyiCosen infhibArdl A 1 A
1 8! ##h Aédhe M fréduclioh Be malonyiCoA et induit une augmentation de la PA
# 6 A O Oundidighalisation aucarrefour de la détection du glucoseet des AGL(Kim et al.,
2004; He et al., 2006; Pocai et al., 200@pir Figure 12, p.39).

Ou Ou

d) Détection indépendante du métabolisme

Nous venonsde voir différents acteurs de la détection hypothalamique du glucose.
Toutes ces signalisations nécessitent la meétabolisation du glucose par la mitochondrie, qui a
un role de «détecteur» métabolique.

#AO AAOT ET OAO ABuidakdvGihmis ledéviderdd qud lesfndurones a
I OAGeETl AO AO ,( DOi OAT OAT O AAO AAOAAOi OEOOENOA
plus tot, 70% des neurones a orexines présentent une réponse Gl avame
hyperpolarisation transitoire suite & une augmentation de la concdmation extracellulaire
en glucose (Williams et al., 20088 $8AO000A b A Gebthindépehddile dola BT T OA
métabolisation du glucose(Karnani and Burdakov, 2011) En effet,la perfusion de glucose
directement dans lacelDl A T 8 ET AOEO DAO AA Oi b1 1 OA ET EEAE(
Oi PTITA 11 OONOA T A ci OAT OA A OGonZehet 4 0BDeU 1 6§ A D
plus,1 8 AAOEOEOi A ApersB@O ATA OO DinhiBideirdde laAglucokinase
(Gonzaélez et al., 2008)Curieusement, le 2DG(non métabolisable)induit une augmentation
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des réponses par rapport au glucose seGonzalez et al., 2008)alors que la présence de
métabolites alternatifs (pyruvate ou lactate) inhibe la réponse a uneugmentation de
concentration en glucosede 1 a 5 mM(Venner et al.,, 2011) Leur hypothése est que k
neurones a orexines se conduisent comme des détecteurs de glucossrditionnels » qui
répondent préférentiellement au glucose lorsque le statut énergétique est diminu@enner
etal., 2011)

$6A000A0 i NOEPAO 1 16 @ittgdbivikd, del néuroed 6D GUO O |
répondent & des analogues non métabolisables du glucoge/ 6 - Al 1 AU AQette Al 8 h ¢
réponse passerait par Istransporteurs SGLE, qui induisent une dépolarisation de la cellule

suite al 8 AT O O1qdi ackokpagnk le transport de glucose.

Enfin, il faut savoir que le transporteur GUT2 peut également agir comme récepteur,
en engageant une signalisation intracellulaire indépendante du métabolisme du glucose
(Stolarczyk et al., 2010)Lessouris dont GLUT2est tronqué en Gterminal j D1 00 A8 AAOEOE
Oi AADOAOOR 1T AEO 1 6 AAOE O grésentedt Ane GuQriehtaion d®Buk OO0 A O
PA,adl | DPACT i A AGOT A AOCIi AT OACETT AAOG '2.1 AAO 1
qui va dans lemémesensque les effets observés lorge la suralimentation (Stolarczyk et al.,
2010). Les voies de signalisation induite par la stimulation du «transcepteur» GLUT2 sont

encore inconnues.

4, Les cellules gliales et la détection du glucose

Les cellules gliales, astrocytes et tanycytes, sont présentds 1 6 ETedtleO£AAA
vaisseauxsanguinset neurones ou au niveau desentricules. Leur réledans la transmission
de «l 6 ET A&l glicosed Buxreurones adjacents est donc non négligeab{Peruzzo et al.,
2000; Ciofi et al.,2009; Mullier et al., 2010) Astrocytes et aanycytes sont issus du méme
lignage et partagent des caractéristiques communes. Dans ce paragraphe, nous ne décrirons
NOA 1 A0 OAT UAUOAOh 1 A0 AOGOOT AUOAO EAAEOAT O 181 A
$A PI OO édlidesbl DOOAIBO 1 8EI Bl E AJArG Hal détectdiA O OAT
centrale du glucoseEn effet, & destruction des tanycytes bordant le 3V est suffisante pour
modifier la glycémie et la PA chez des ra{Sanders et al., 2004)Notons que les tanycytes en
bordure du MBH expriment abondamment GLUT2 et la GKles acteurs essentiels de la
détection du glucose (Garcia et al., 2003; Arluison et al.,, 2004a; Millan et aR010;
BalmacedaAguilera et al., 2012)

Yyl £ZAOO OAOT EO N Otgped de AagyEye@d fen fonGiarOdeAleurol OO
localisation et de leurs propriétés Figure 21)(Mullier et al., 201008 , A0 OAT UAUOA O |
présentent une morphologie caractéristique, avec la présence de longs prolongements dans
le MBH, ce qui sou$end une interaction avec les neurone$Sde cette région. De plus, de

par la désorganisation des jonctions serrées &e niveau, les tanycytes sont plus
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«perméables» au passage de molécules en provenance du LCR, que les autres cellules
bordant le 3V (Mullier et al., 2010).

~ o~ o~ = A

* OONOGB8 U DOi OAtlddh ontbrappotided Or@ Gaugmentation du Ca
intracellulaire des tanycytes en réponse au glucosé) vitro ou ex viva Les tanycytes sont
activésviaOT A OECIT Al EOAOEI T DOOET AOCENOAR OOEOA U I
du glucose(Dale, 2011; Frayling et al., 2011)Les tanycytes expriment égaiment GLUT1
(Peruzzo et al., 2000)kt des transporteurs aux monocarboxylates (MCTs) qui exportent du
lactate (Cortés-Campos et al.2011).. T OO0 OAOOI T 6 AAT O T A POI AEAEI
montré que le lactate, outre sa fonction énergétique, est un acteuntermédiaire
probablement trésimportant dans la détection neuronale du glucose.

Figure 21 : Les tanycytes en bordure du 3V

I CAOAEARh AT OPA EEOOI I 1T CENOA ABEUD] édEdgeAln OO AA
vimentine, marqueur des tanycytes), AO OAT UAUOAO 1 p AO ¢ O1ITO 11A/
du 3V, avec des prolongementsestreints et ne permettent pas le passage de molécules du LCR

AO DPAOAT AEUI A EUDPI OEAAADENAAS AR EB &MOBADIRAL OROOI
Evans injecté dans le 3V diffuse dans le MBH) et la présence de prolongements dans le b+

OAT UAUOREO (AT O U PAT OAO NOGEI O AOOGEAEDPAT O U 1A
métabolites dansle LCRE3 AP OT O - O1 1 EAO AO Ai 8h ¢mnpms8

, A~ OET A 11 AOCAAT O AAO OAT UAUOAOG A1 OAT O K
souléve des questib O OO0 1 6ET OAOPOT OAOETI T AAO i OOAAO Oi
AEEAOR 1T AO Oi 601 OAOGO 1 AGAT OO 061 OEAT OAT O POI A&
uniquement en négligeant les tanycytes, qui sont pourtant les premieres cellules emntact
avec les métabolites/agents pharmacologiquedepuis cette voie L8 i OOAA AO OEIT A OE
des tanycytes in vivo reste cependant délicate, car ils présentent beaucoup de

caractéristiques communes aux astrocytes.
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lll. Les astrocytes, partenaires de la détection du glucose

Les astrocytes ont longtemps été sousstimés dans leurs fonctions considérés
comme des cellulesde soutien des neurones sans fonction particuliere. Pourtant, depuis
quelquesdécennieh  O1 T 1T 1 AOA AOT EOOAT O Adidés@dirdeytehi | 1T 1T OC
dans le maintien de la physiologie erveuse, mais aussprobablementdans| 6 T OECET A A
certaines pathologies(Allaman et al., 2011) Parmi les nombreuses fonctions guleur ont été
attribuées, onpeut citerd, 1 6 E T [ hiydriqd€) idvrigiaeXpH) et du glutamate dansé SNC,
la réparation tissulaireh 1 A 11T AOI AQET T A Aia lh Bb&#RichES kgha- OUT AE
transmetteurs » ainsi que le remodelage des synapses la participation aux défenses anti
oxydantes. Dans un souci depriorité, ces aspects ne seront pas développés dans ce

manuscrit.

De par leur équipement protéique et leur localisation, lesstrocytes sont «en
premiere ligne» pour capter les métabolites énergétiques nécessaires au fonctionnement
neuronal. La spécifité du mécanisme de détection duglucose entre les compartiments
Ci OAT OA 1 6 A dléanmpispludielrs dtudek laissent & penser que les astrocytes
sont des intermédiaires indispensables pour que cettdétection se réalise correctement par
les neurones GS.

A. Les astrocytes: U 1 6 ET OAOZEZAAA AT OOA OAIl
neurones

Des 1893, Golgi etses collaborateurs suggerent quela glie pourrait étre un
ET OAOIi i AEAEOA DI OO 1 6ADPDI OO0 i 1 Aeo¢€lfetdne pbéithn OAOO |
stratégique entre k circulation sanguinej OT O O Aefde Bubstrats énergétiques ainsijue
pour 16 i 1 E I nEdksAdéchelts) et le parenchyme nerveugn 1895, Lenhossek introduit le
OAOI A OA ©db Ods Adllidel dprésentent de nombreux prolongements, les faisant
ressembler a une étoileEn leur donnant un nom a part entiére, il voulait souligner que les

astrocytes sont aussi importants que les neurones.

Les astrocytes représentent plus de la moitié de la population cellulaire cérébralen
moyenne). lls forment des cellules arborescentes qui présentent de nombreux
prolongements. Certains sont fins et entourent les boutons synaptiques, formant ainsi la
OUTl ADOA OOEDPAOOEOAhR A-syhaptique,iAlin pAsisihbptiqllele®aih T A D O
AOOOT AUOASB $ 6 A0 Ospéacialised plisi lardes AdcdirédiOles vaisseaux
sanguins e constituent les pieds astrocytaires . En raison de éur grande hétérogénéité, li
T6AGEOOAR Eil AO PTI OGO T A I1T1 AT Oh PAOGO AA 1 AONOA
connus.lls présentent effectivement des caractéristiques morphologiques et des propriés
trés diverses.
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Au niveau morphologique,les astrocytes de primates sont plus conigxes et plus
divers que ceux des rongeurgOberheim et al., 2009) les astrocytes humais sont en
général plus large en diamétre et présentent plus de prolgements. Ces différences entre
Homme et rongeurs sonpeut-étre U 1 6 1 OE CE T Acérdbralésplaicdnipléxesikitzz
| Hhbmme. Les mieux décrits sontjans la substance grisegek astr ocytes protoplasmiques
qui présentent de nombreux prolongements tres finset occupent un volume assez
important. Organisé& en micro-domaines (Bushong et al.,, 2002) chaque astrocyte
protoplasmique limite les chevauchemens de prolongements avec les @irocytes voisins
(Figure 22). Dans la substance blanchees astrocytes fibreux ont desprolongements plus
larges et moins nombreux.

Figure 22 : Les astrocytes protoplasmigues sont organisés en micidomaines

Coloration de deux astrocytes corticaux de rat (en rouge et en vert). Chaque domaine occupé par

un astrocytes est délimité avec des tirets. Trés peu de prolongements va@®superposer sur le

AT T AETA AA 1 6A0O0GEMaAURY$ SANPROOET /jAAMOENGET AO Al 8h

Les astrocytes font partie de labarriere -hémato-encéphaliqgue (BHE). Cellei a été
décrite suite a la découverte desa capacité a exclure des sondes injectées dans la circulation
générale De cette maniere,d BHE limitele passagede certaines substances neuractives,
pour assurerun environnement optimal pour la transmission synaptique(Pardridge, 1999).
Seuk quelques composé lipophiles et des substrats pour lesquels il existe des
transporteurs peuvent franchir cette barriere. En partant de la lumiére du vaisseau, la BHE
est conposée de cellules endotéliales,qui forment entre elles des jonctions serrées, puisal
lame basale (oubasal laming et enfin les pieds astrocytd OAO NOE AT OAOOAT O
capillaires encéphaliques (Simard et al, 2003; Abbott et al., 2006)Comme mentionné plus
tot, la BHE peut étre plus perméablé certains endroits, notamment au niveau du NA, en
raison de la désorganisation des jonctions seées des cellules endothélialegCiofi, 2011).

Pour permettre le passage du glucose dans le parenchyme nerveux, astrocytes et
cellules endothdiales de la BHE expriment GLUT1l existe une différence deglycosylation
entre les transporteurs retrouvés dans ces deux types cellulaires (45kDa dans les astrocytes
et 55kDa dans les cellules endothéliales)nais leurs charactéristiques cinétiques resént
identiques (Simpson et al.,, 2007) GLUT1 est exprimée sur les membranes luminales et
abluminales des cellules endotéliales, permettant ainsile passagedu glucose dans k
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parenchyme cérébral (Figure 23). Il est possible de suivre sorpassage dans les cellules
grace au 6NBDGun glucose fluorescent non métabolisabléBarros et al., 2009)

Capillary lumen Capillary lumen
Endothelial layer

Basal lamina

R 4

7 W A BN f
ihastroeyte B
:T--.A { A L A 2 .} 3

Figure 23 : Le passage du glucose au niveau de |&6B

Image de microscopie électronique montrant les trajetpossiblesb1T OO 1 6 AwbsrhtOde A A

la circulation sanguine au cerveau. A gauche, on distingue la couche de celluledoéméliales,

séparée des piedsstrocytaires par la lame basale. Les neurones sont également entourés par les
prolongements astrocytaires. A droite, est représgée un schéma desheminspossiblespour la
AEZAZOOCETIT AO cCci OAT OA Ades avail t@verEéde0ain® badale@glucoled OT T A O
peut atteindre les pieds astrocytaires (Chemin 1). Le glucose peut étre métabolisé en lactate

et/ou étre libéré directement dansle milieu interstitiel . Le glucose peut aussi diffuser dans le

milieu interstitiel (Chemin 2),0u il est accessible auxeux types cellulaires$ 8 ADOT O 3 EI BDOT 1
al., 2007.

B. Le couplage métabolique astrocyte -neurone

Le cerveau représente 2% de la masse totale du corps mais recouvre 20 a 25% des
besoins énergétiquesBien que lademandeénergétiquesoit forte, le cerveau necontient que
00T O PAO AA Oi OAOOGAOG8 )i AOGO Ai T A EAOtdl AT O A
fourni a partir du sang.

Dans les années 80, alors que le fonctionnement cérébral était imaginé comme
strictement Ai OT AEAh AAO A@gbi OEAT AAO ABEI ACAOEA &1,

1 6A0CI AT OACET T AA 1 A AT T OT I itidnodeiph ragpobrt agd OAT OA
AT T OT 1 1 Aexyéne (Fok &and Raichle, 1986; Fox et al., 1988)Ces résultats
conduisirent la communauté scientifique a admettre que les besoins énergétiques cérébraux

étaient, au moinsen AOOEAh AOOOOi O PAO O1 i1 OAATTEOI A cCI

recherches ont alors été effectuées afin de mettre en évidence les acteurs et mécanismes
cellulaires qui permettraient de réconcilier la coexistence de ces deux types de métabolisme
lorsAA 1 AAOEOAQEIT TAOOITAI A8
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1. Spécialisation métabolique

Alors que les neurones sont considérés comme les plus gros consommateurs
AGi T AOCEA A @anidrd Sipranardd) le dlucose est utilisé préférentiellement par
les astrocytes (Bouzier-Sore et al., 2006; Chuquet et al.,, 2010Plusieurs études ont
finalement mis en évidencaune spécialisation métabolique entreneurones etastrocytes.Les
astrocytes expriment effectivement en quantité trés importante des enzymes glycolgies
par rapport aux neurones. Les astrocytes expriment abondamment la ghosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase3 (Pfkfb3), qui produit du fructose-2,6-biphosphate, un

al., 2009) En revanche, la pyruvate deshydrogénasg’DH), enzyme permettant la synthese

A8 AAT OUl #1! bl OO 1 & Aledids feuadtivel(LGughtoh et AIUZ007R A A
De plus, il manque aux astrocytes le transporteur mitochondrial agptate/glutamate, qui
permet le transport du NADH dans la mitochondrie pour sa régénératiofRamos et al.,

2003; Berkich et al., 2007) Afin de maintenir un niveau de glycolyse élevé, le NADH est
régénéré par la conversion de pyruvate en lactate par la LBHFigure 24).

+ (

glucose glucose lactate

GLUT1/2 | GLUT3 MCT2
/ Ty Astrocyte\ / Y Neurona
glucose glucose lactate
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puryvate -------------
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\ actate
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30-34 ATP Coy

-
lactate

Figure 24 : Lamétabolisation du glucose

i $AT O 1 8 A®dlubokelebt@ Aans la cellule par GLUTau 2, expression plus restreinte)

et il est phosphorylé par une hexokinase (HK) pour produire du glucos@phosphate. Le

glucose6P peut étre métabolisé par la voie € la glycolyse en donnant 2 molécules de pyruvate

AA 18140 AO AOD I $( 8

AUAl A AA +OAAO AO 1T A DPEI OPET OUI AOEIT T @UAAOQEOA

peut sinon étre réduit en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH5). Le lactate est alors libéré

AAT O TA TEIEAO AQOOAAAIT T Ol AEOA -6b pelt étbeAtOckéséug O8 $ 6 (

Al O A A860O1T EOi Cl1 UAT OUl AT cl UAiTCcilAS

¢ Dans le neurone le glucose rentre dans la cellule par GLUT3, puis est métabolisé

préférentiellement en pyruvate qui rentre dans la mitochondrie pour permettre la production

Ad! 408 , A0 TAOGOITAO AAPOAT O i CAlvRIMCTD qife COAT A

transformé en pyruvate par la LDH1.

LDH5
30-34 ATP  CO,+ H,0

’’’’’ 1 AO60 AIi
les astrocytes, et oxydatif pour les neurones.
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0AO AEI T AOOOh 1TAO 1TAOOITAO bDPOi OALt@GAT O Of1
glycolytique est méme délétere pour la survie neuronalgHerrero-Mendez et al., 2009)Les
TAGOITAO 110 ABGAEI T AOOO O1T A bPOi £ OAT Achdebl OO |
glucose(ltoh et al., 2003; BouzierSore et al., 2006; Ivanov et al., 2011)

, 6 A @bodiftérérdlle de ces acteurs de la métabolisation du glucose met en
avant la« coopération métabolique» qui existe entre astrocytes et neuronesKigure 24).

2. , 0! ., 3
, 6 AT OAT AT A AA AAO AT 1171 AO ddoiie@e l@navete@DOA ATl
lactate entre astrocytes et neuronesAstrocyte Neuron Lactate Shutt]eANLS), élaborée en
1994 par Pellerin et Magistretti (Pellerin and Magistretti, 1994). Suite a de nombreux
résultats obtenusin vitro, ex vivq in silico et in vivo, cette hypothese a été majoritairement
AAAAPOIi A PAO T A ATi1 01 AOOi OAEAT OEZENOA8 , §!
libéré suite & une activation neronale, qui déclenchdd APDDT OO shpplénertaye&abixA

neurones par les astrocytes En efet, 8 AAOE OE Qi Ci OOAI AOAOCENOA

la substance gris§Shulman et al., 2004)

Initialement, le glutamate est capté par les astrocytega ses transporteursde haute
affinité GLT et GAST;} OAODPAAOEOAT AT O %! ! 4¢ Atfanspart tqud p AEA
O6 AAAT I PACT A A+Mand 1& dkllul® @ifinAle litniker cetafflux, la pompélat/K +
' 40A0A AOO AAOEOi Ah AA EN @BEon Ad Te® in¢iadblisma A 1 &!
essentiellement gycoUOENOAR 1T A OUT OET OA AA T1TOOGATTAO 11
glycolyse.Ceci stimulela capture de glucosepar les astrocytespour alimenter la glycolyse.
Le lactate alors produit par la glycolyse est libéré vers les neuronefFigure 25).

#A Al OPI ACA AOO EAOTI OEOi PAO 1 86AGPOAOOET T 1/
(avec des propriétés cinétigues distinctes) par les deux populations cellulaired.es
astrocytes présentent les transporteurs MCT1 et 4Rafiki et al., 2003; Pierre and Pellerin,
2005lh AT T O 1T A Ai1 OOAT OA ABAALEET EdeB5 B340 13 A 1 AA
expriment aussi une isoforme particulierede la LDH la LDHA (ou LDH5), retrouvés dans
les tissus glycolytiqueg(Bittar et al., 1996; Laudpton et al., 2007) Les neurones, quant a eux,
expriment MCT2 (Km =0,7mMA O 1 & E OT-BHouLDIL), avéc(une plus haute affinité
pour le pyruvatej " EOOAO AO Al 8h pwwen "AOCAOOAT AO Al 8
2008)8 #AO DOI £EI O A6 AZDPOAOOET la lib&Aton do lacedeip® AT T A
les astrocytes alors que les neurones sont de bien meilleurs candidats pour la capture et la
consommation de ce lactate comme substrat énergétiqudsiure 25). Ceci est en accord
avec les études montrant la consommation préférdielle de glucose au niveau astrocytaire

et de lactate au niveau neuronal.
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neuronale

i La stimulation de neurones glutamatergiques active descepteurs postsynaptiques AMPA et

ET AOCEOGAT O O1 bDi OAT OEAI DI O00OUT ADPOENOA AQAEOAOAODC
, A Ai DI 1 ACOEOAOGETT OA pPOi PACA AA 1671 PET A AAT OOEO
de canaux sodiques voltagdh i DAT AAT OO0 AO 1 6 AAME ATPEE, led quisduit 1| A DT |
une augmentation de la demande énergétique (ATPE En réponse,la phosphorylation

oxydative est rapidement activéer Le cycle de Krebs (TCA cycle) est approvisionné en lactate,

capté par MCT2 du milieu extracellulaire.¥ En paralléle, le glutamate estcapté par les

astrocytes et active la pompe gliale N&K+ ATPaseD1T OO | EI EOAO |1 6 AGAEOI Ol QEA
converti en glutamine grace a la glutamine synthase exprimée spécifiguement par les

astrocytes. La glutamine est ensuite exportée vers les neurones pour permettre la resynthése de
glutamate. | , 8 AOCI AT OAOET T AAO AAOTET O i1AOCi OENOAO
dans le cytoplasme astrocytaire§ 01 0O DAOI AOOOA 1T A [ AET OEAT A6 01
NAD+ doit étre reconverti par la conversion du pyruvate en lactate par la LDH. lactate est

1 EAT Oi  AAT Ocelluléird, @énsdulkmett ipddcOmpléter le pool extracellulaire, mais

circulation sanguine, capté par les pieds astrotgires ou libéré directement dans le milieu

intersticiel. Modific A8 ADOT O 0AT 1 AOET AT A - ACEOOOAOOEh ¢mnnt 8
AMPAR,0i AAD OA OO |-Andino-3-HydkokyE5A hethyl-4-isoxazole propionique ; GLU, glutamate;

LAC, lactate; PYR, pyruvate; TCAgide tricarboxylique.

Le glutamate a divers effets a la fois sur les neurones et les astrocytBgns les
astrocytes, | augmente le transport de glucosein vitro, par une signalisation qui nécessite
une augmentation de la concentration intracellulaire de Niaet de C&* (Loaiza et al., 2003;
Porras et al., 2008) En paralléle, le glutamate inhibe le transport du glucose dans les
neurones (Porras et al.,, 2004) De plus, suite a la capture de glutamate, les astrocytes
1 EAT OAT O AA 1 8AAEAA AOAI OAENOGA NOE OA AEI ET O,

aucun effet sur GLUT1(Castro et al., 20073 , 6 AAEAA AOAT OAugmedds OA 1 C
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1 8AAOEOEOI AAO - #40h A Qcasrb et &l A2008)CA @urén&dntenr# 4 ¢ 1 A
redirige donc le glucose des neurones aux astros, et accroit la capture de lactate par les

neurones.

Dans le cadre de la fourniture énergétique, il est important de noter quees
astrocytes sont également capables de stocker du glycogénedont le turn-over est tres
rapide (Figure 24). Dans les annés 80, il a été démor®d i NOGOT 111 AOA Oi
neuropeptides induisaient la glycogénolyse la noradrénaline, le peptide intestinal vase
AAOE £ j 6) 0 QpadeRemple{Madistrettl eDal.|1881). La libération de lactate issu
AA 1T A Ai COAAAOGETT AO cliUATCcCiTA OA 1 AO Al bl AA
dans desconditions de carence en glucosdPellerin et al., 2007) Ainsi, pendant une
privation en glucose, le lactate issu du glycogenmodule la forction axonale et la survie
dans la subsance blancheet le nerf optique de souris(Wender et al., 2000; Tekkdk et al.,
2005; Walls et al., 2008)En absence de glucose 1 6 AAOEOEOT 1T AOOT 1T AT A AC
ce que les niveaux glycogéniques chutent. De plus, le maifite AA 1T 8 AAOEOEOi AOO
des inhibiteurs ou des molécules compétitricesddes MCTs sonfajoutés dans le milieu ou
lorsque la glycogénolyse est inhibéece quidémontre que le lactate issu du glycogene
astrocytaire PAOI AO 1 6 AAOE OE Genceldd glxdsgWender ef dl., 2000;A A
Tekkok et al., 2005; Walls et al., 2008)

Bien que la plupart des résultateen faveur del 8! . , 3 A E Oinvit©,iex vivaAk OAT OA
(sur des tranches de cerveaux par exemple) oun silico (modélisation mathématique),
certaines études récentes, réaliséem vivo, soutiennent aussile role capital ce la fourniture
en lactatepar les astrocytes dansA | AET OEAT AA | GOANAMAE GE Qié GOED EIA.
6-NBDGin vivoh #EONOAO AO AT 11 AAT OAOGAOOO Aii i1 O0ATC
vibrisses, la capture de glucose est augmentée uniqguement dans les astrocytks cortex
somatosensoriel (Chuquet et al., 2010) # 6 A ® @011Aque la premiére démonstration
DPEUOET 1 1 CE NiHvoest Appdrtée(Newntan et al., 2011; Suzuki et al., 2011pans
le cadre de la formation de la mémoire a long termdprsque 16 ! S est bloquée par
1 O0EIT EOAOQET Tla glycdgérioliisE astodyfaitew® d&ACA2, les rats ne sont plus
AT T AOOOA AGADPDPOAT AOA O1T A @awhanfet al\ RO1DSuRNikOA CA A/
al., 2011)

Pour ce qui est de la détection hypothalamique du glucose 1 61 NOEPA AA 21
ainsi élégamment démontréen 2005 invivoh NOA 1871 OAPA AOOOI AUOAEOA
glucose en lactate est particulierement importante dans la détdon hypothalamique du
glucose(Lam et al.,, 20Ba). Ainsi, une injection de lactate au niveau hypothalamique a les
il A0 AEEAOO NOG6 O1 AS OmhiliR6A GeEld produbtibn hedatfydel d& A
Cl OAT A8 ,86ET EEAEQEI 1 PEODI OF WAAADBNOA / RAQl AT T §
glucosesET EAAOT AAT O 1 8EUDI OEAI Ai OO OO0 1 Aiohi OAAT I
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de la PDH par le dichloroacg&te (DCA) reproduit les effets du glucose et du lactaigam et
al., 200sap #AAE {11 O00A NOA T A AI1TOGAOOEIT AO 1 AA[
indispensable a la détection hypothalangue du glucose.

Figure 26 : Représentation schématique de la
modulation du couplage meétabolique entre
astrocytes et neurones

Le glucose entre dans les astrocytes ou il est
métabolisé en pyruvate par la glycolysele
pyruvate est préférentiellement converti en
lactate (L-LACT) par la LDH (LDHA ou 5 dans
L-LACT L-LACT les astrocytes) et peut étre capté par les

OXA e oxa heurones pour produire du pyruvate grace a la
Neurons ons! [iPos Yiowe)
_— Acetyl-CoA

LDH-B ou 1. Puis le pyruvate est converti en
acéyl-CoA parla PDH., 8 | @Al AOGA j /81 q A
inhibiteur ~compétitif de la LDH. Le
dichloroacétate (DCA) est un actvateur de la
DCA 0$(8 $8APOT O , Al AO Ai8sh ¢m

Il a également été montré que le lactate circulant est directement détecté au niveau
hypothalamique et régule la synthese de neuropeptidesrexigenes et anorexigenes ainsi
gue la PA et la production hépatique de glucosgam et al., 2008; Cha and Lane, 2009;
Kokorovic et al., 2009)

3. Le couplage neuro-vasculaire

Il existe un couplage spatieO Al BT OAT AT OOA 1 8AAOEOEOI 1 AQO]
flux sanguin cérébral.Les astrocytes ont longtemps été soupconnés de participer a la
Oi ¢OI AGET1T AO &£ 6@ OAT COET Ai Oi ACAT AO A DPAOI
de leurs pieds astrocytaires entourat les vaisseaux sanguins

, 6 AAOEOEOT 1T AOOIT AT A Ai Al AT AEA OT A AOCcIi AT 0.
en C&" dans les astrocytes,via la recapture de glutamate par les mGIuRFEi{gure 22).
, 6 AOCIT AT OAOEN AOEAA 1#AM AOEOAOETT AA 1T A DPET OPET I |

1 6AAEAA AOAAEEATTENOGA j11q U PAOOEO AAO 1 EDE/
prostaglandines (PGE2) ou en acides epoxyeicosatetranoiques (EETS), qui produit une
vasodilatation des artérioles (Zonta et al., 2003; Metea and Newman, 2006; Takano et al.,

2006) (Figure 27). En paralléle, 8! ! DAOO AOOOE Ads masbudife®lis@®A 00 1 A
de la paroi des artérioles et induie une vasoconstriction(Mulligan and MacVicar, 2004) Ces

A~ sz s oz 2z z =z

Oi AACET 1 O PAOAEOGOAT O AT OACTI T EOOAOG 1T AEO o110 Al
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celui-ciestbas O EOA U 1 6AAOEOAOQEIT TAOOTTAI Ah 1T AO AOO
AA 16AATTT OEODAODPDRAGEEDRET A 1 A OAAADPOOOA AAO o0
cellules musculaires lisses, ce qui favorise finalement la vasodilatati¢g@ordon et al., 2008)

(Figure 2778 , AO AOOOT AUOAO O1 10 AT T1T OOcapran®O 1 E

neurotransmetteurs et potassium de la fente synaptiquell a également été montré que
18 AOCI AT O Aextiadelluldivk a praximité des artériolesfavorise leur vasodilatation
(Knot et al., 1996)

AA — AA

/ 20-HETE
[Ca*]t adenosine—| ¢

—» PLA, » AA

7 B : ’mGIuR constrict
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} 'AETS\ e =
B g B PGE, EETs__
A
GIuR \ dilate
e

PGE, <———@8)— PGE;"

Smooth i Smooth
Neurons Astrocyte lactate =nionth Arferiole Mot

cell cell

Figure 27 : Représentation schématigue des voies principales par lesquelles les astrocytes
régulent le flux sanquin cérébral

Suite & une activatonAAOOAET O 1T AOOI T A0 DPOI AGEOGAT O AA |
nNOS. Le NO diffuse librement a travers les membranes et atteint les pieds astrocytaires qui
recouvrent les vaisseaux sanguins. Le NO peut moduler la production astrocytaire de
peptides vasoactis, ou agir directement sur les cellules musculaires lisses, en activant la
synthése de cGMP par la guanylate cyclage NO alors un effet vasodilatateur.

Dans le modéle & ANLS les interactions entre neurones et astrocytes sont souvent
réduites a BT AEAT T A AA 1T A OUl ADPOA OOEDPAOOGEOAR 11T I
AOOOTI AUGAO TA 0110 PAO 01 6O U pPOI @EI EOi  Ad Ol
cellules sont organisées ende véritables réseaux coordonnés, interconnectées par des
jonctions communicantes ¢ap junctionsen anglais, GJ). Comment circule le glucose au sein

de ces réseau® Comment ces réseaux sofils regulés?
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C. Lesréseaux astrocytaires

Avec le développement des organismes pluricellulaires, de multiples voies de
communication se sont mis en place pour permettre & dezellulesdistante0 A8 ET OAOACEO
communication intercellulaire permet a deux cellules proches de se connecter et de se
cd OATTTAO AT OOA Ai 1 A0 AO OAET Ad01T OEOOO Al
électronique dans les années 50, les premieres études sur la communication intercellulaire
ITO0 i0i Oi ATEOi AOGs ' OYAA U AAO OAAEtiodggtasOAO Ab
semblaient reliés entre eux et formaient un syncitium. Cette notion ne refléte pas la
AT i1 Pl AGEOT AA 181 OCAT EOAOCETIT ARG AOOOI AUOAOK 1
Al bl AAA8 %l AZEEAOh AAO A@bi OE AdsAdsdaux,@and AT OA O
lesquels la diffusion de molécules est finement régulée, grace aux jonctions comrivamtes
formées de connexines.

1. Les jonctions communicantes : généralités

a) Nomenclature et topologie des connexines

, 6 ADD AT | jAnotidris comukicakiies» ougap-junctionsen anglais (GJ) trouve
son origine dans le travail de Revel et Karnosvsky 19§Revel and Karnovsky, 1967)Les GJ

0110 &l O0ii AO AA 1 6ADPDPI OEOGEIT AA AAOo 1 Al AOAT Ac
de 2 a 3 nm de large, avec présence de structures pentalaminaires caractéristiquies GJ
(Figure 2608 0AO AAO i OOAAO Al 1 EAOT OAT PEA i1 AAOOI I

I AOGAOOI 06 A00 0Oi:0ded icentatné€s OA pluseurs rillies Ade canaux
intercellulaires forme ainsi des plaques ¢onctionnelles» ou la concentraion de GJ peut

A~ 2 o~ o~ = A

Al 1T A0 ECaduinide membrane(Lauf et al., 2002)

Figure 28 : Image en microscopie électronique de jonction communicante

$86APOT O 2A0AT AT A +AO0T T OOEUR pwoyx

69



Revue bibliographique

#EANOA AAIT 1 OI A A1 OOEAOA U 1T A & Oi AGEIT Ad
ou hemicanal, avec son homologue de la celluloigine (Figure 29). La GJ est maintenue
grace a des interactions hydrophobegMusil and Goodenough, 1991)Le connexon présente
un pore aqueuxde 1,5a 2 nm de diamétre. Chaque connexon est formé de 6 saustés
poOi 0i ENOAO OOAT Oi Ai AOAT AEOAO NO8iI T APPAITTA Al
codant pour des Cxsonit Oi Ai AOEOO AEAU 1T A O1 OOEO jc¢p AEAU
sur des chromosomes différent§Sohl and Willecke, 2004)

Progynapt

Figure29:2 ADOi OAT OAQET 1
Chaque cellule présente des connexons qui se font face pour former la GJ. Un connexon est formé

de six sousunités protéiques, les connexines. Les six connexines peuvent changer de
configuration pour ouvrir ou fermer le connexon. La fermeture du canal esibtenue lorsque les

sousOT EOi O AA #@ DPEOI OAT O 1T AO OT AOG AT1 O00OA 1 AO AO(
$6ADPOT O 3EEI AO Al 8h ¢mnmnt8

Les Cs présentent la méme topologie elles sont formées de 4 domaines
transmembranaires (TM), reliés par 2 boukes extracellulaires et une boucle intracellulaire.
Les extrémités Cet N-terminales sont donc cytoplasmiques. Les domaines TM et les boucles
extracellulaires sont trés conservées entre les GxEn effet, ils permettent respectivement la
formation du pore A0 | 6 ADPDAOEAI AT O A1 OOA AAOGw AiT1A@il O
1 6ET OAOAAOGEIT 111 AT OA1 AT OA A1 OOA o OiaeEAOO AL
qui forment des pontsdisulfures (Sosinsky and Nicholson, 2005Figure 30). Ledomaine G
ter et la boucle cytoplasmique sont les parties les plus variables, ils forment des sites
ABET OAOAAOEIT AOAA AAO bPOIT Oi ETAO AUOi Bi Al ENOA
de fermeture du canal(Sosinsky and Nicholson, 2005)Lesconnexons peuvent étre formés
de connexines de méme nature (homomérique) ou non (hétéromérique), et peuvent faire
face a des connexons identiques ou non, formant respectivement des GJ homotypique ou

hétérotypiques (Sosinsky and Nicholson, 2005]Figure 30).
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Figure30:2 ADOi OAT OAOGEI T OAEi i ACENOA AGO01T A AilTTAQEI
$6 ADPO1T O 3 E EiEvahandMairh 20Q2m 1t 1

Il existe plusieurs nomenclatures pour décrire les @x La plus connue estelle
établie par Beyer en 1987, qui repose sur le poids moléculaire des<CAinsi, la connexine
ayant un poidsmoléculaire de 43kDaestbaptisée Cx43.

b) Synthese et dégradation

Les Cx sont synthétisées et dégradées en continu, ce qui est peu commun paiés
protéines membranaires. Leur demivie est donc trés courte pour la Cx43, elle est comprise
entre 1,5 et 4hin vitro et in vivo (Solan and Lampe, 2009) Ce mécanisme permet des
adaptations rapides des tissus aux conditions environnementales. Less&ont synthétisées
par la voie classique,via des vésicules de sécrétion. Les connexons assemblés dans le
AUuOi Pi AGI A OAOCOAT O ZAOIi i1 O EOONOBU 1 AOO AOOEOi £
de microtubules. Une fois insérés dans la membrane plasmique, les connexons sont libres.
Quand deux cellles rentrent en contact, en quelques minutes, il y a formation de Geldure

31).

Les GJ nouvellement formées sont sur les extrémitdss plagues jonctionnellesalors
NO6AO AAT OOAR TAOG '* O110 AAQGHels edal.,2008)OA ET O
disparition des GJ ne correspondpas &1 AEOOT AEAOET T AAO AT TTA@i 1 Oh
~~~~~~ {7

ARG '* AT O1T A OOOOAOOOA (RuGdah dt al. Acpom)kibureB).ET T AOE
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Figure 31 : Cycle de vie de la connexine 43

Al, A #8t1c AOGO OT A pPOT Oi ETA 1T Ai AOAT AEOA ET Oi COAT A
un connexon.B| La Cx43 est insérée dans le réticulum endoplasmiquau elle correctement

repliée (sinon ellesort du RE pour étre dégradéls $ AT O 1 & A i) BIA &oligbmérsde. ' T 1 C
Aprés avoir été transportésDPAO 1 AO T EAOT OOAOI AO EOONOGBU 1T A 1 AT 2

"*h AO OB6ACCIT I i OAO jobdichrelle. EesGbnAeRonstpkeudentBaleiehtA
rester non appariés et former des hémicanaux, qui échangent des petites molécules avec le
milieu extracellulaire. Aprés quelques heures, les GJ sont internalisées en jonctions annulaires
AOAT O Ad & G0ehsdisilysosomég AADPOT O . AOO AT A , AEOAh ¢qmpm

C) Autres canaux

Pendant longtemps, les connexons dispersés dans des zones +amctionnelles
étaient considérés comme fermeés pour éviter la mort cellulaire par dispersion du gradient
EITENOA8 -AEO EI A i0i 1 EO Al i OEAAT AkselOGEI O
étre modulés par divers facteurdSéez et al., 201Q)

yi AGEOOA AGAOOOAO POIT Oi ETAO POi OABdRAT O AAc
Cxs: lespannexines, qui sont retrouvées chezds Vertébrés et les Invertébrés. Malgré une
topologie voisine de celle des &x elles ne forment que des hémtanaux (Scemes et al.,
2009). Elles sont trés exprimées dans le SNC en développement. Chez les invertébrés, on

trouve aussi desnnexinesh 1 61 NOE OA1 Al(Scenededal. 2000)T AGET AO

Qu

, 61 OOA OO O Gdhnauk kOx) l&issait Eupposer de graves conséquences pour
I 8ET Oi COEO1 AAI 1 Ol AEOA8 - AEO OE /Jebdffdtsrdstord O O £EAE



Revue bibliographique

physiologiques(Saez et al., 2010Ainsi,I A | EAT OAOET T Aparcedcaaki AOA A
été montrée (Stout et al., 2002; Ye et al., 2003hais aussi du GSH par les HCx de CxX&ana

and Dringen, 2007) Les HCx peuvent étre ouverts par la présence de radicaux libres lors de

1 8 E O ARetaindt & al., 2006)

2. Distribution, fonctions et régulations

a) Distribution des connexines
471 OOAOG 1 AOG AAIT 1 OIAO AA 161 OCATEOI A A@GDPOEI
musculaires striées matures, des spermatozoides et des cellules circulantes du sang. Une Cx

peut étre exprimée dans différents tissus et un tissu peut exprimer plusieurs Cx La Cx43
est la plus ubiquitaire, elle est présente dans 35 types cellulaires différenflsaird, 2006).

Au niveau du SNC, les astrocytes expriment principalemera Cx43 et la Cx3QNagy
et al., 1999) Certains astrocytes de la pienere etles épendymocytesprésentent également
la Cx26(Mercier and Hatton, 2001; Nagy et al., 2004).a Cx30 et la Cx43e peuvent pas
former de GJ ensembledans les astrocytes elles ne forment que des jonctions
homomeériques et homotypiquesentre les astrocytes(Orthmann-Murphy et al., 2007) Les
oligodendrocytes présentent les Cx29, Cx32 et Cx47, avec différentes localisations -sub
cellulaires (Nagy et al., 2004) lls peuvent former des jonctions hétérotypiques ¢x47/Cx43
et Cx32/Cx30) avec les astrocyte@Orthmann-Murphy et al., 2007) Les neurones expriment
principalement la Cx36, la Cx45 et la Cx57. Les GJ neuronales permettent la formation de
synapses électriqgues, mais sont plutbét falement exprimées par rapport aux Cx
astrocytaires (Sohl et al., 2005a)

b) Propriétés z régulations dans le SNC

"EAT NOA 1TAO '* OIEAT O Al 1T OEAi Oi AOG AT i i A
canaux, leur perméabilité est treontrélée. La premiére barriére au passage de molécules
IO ABGEIT T O AOO10B A5 ndddeHohg ef1,54A Ghm Bddi@metre, qui ne permet
pas le passage des molécules de plus delb kDa. Cependant, toutes les molécules
inférieures a ce poids ne circulent pas librement entre deux astrocytes couplés. La sélectivité
de passage dépend de leonstitution en Cx du canakt del 6 AT OEOT T T AT AT O 1117
ionique de la plague(Harris, 2007). Le passage de molécules données dépend aussi de la
POl AAAEIT EOi A $ét dd Golnbrdde pldques jchionelis.

Les GJ sont modék par le potentiel trans-jonctionnel (Vj), c'esta-dire la différence
entre les potentiels internes des deux cellules interconnectéesPour la plupart des
connexines, & conductance maximale est obtenue lorsque la différende potentiel entre les
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deux cellules estnulle Qe AO AT T A Ai ATET A DOI COAQOE OAIT AT «
plus, les GJ sont sensibles au potentiel de membranenf\(Gonzalez et al., 2007)L1 OO A3 O1 A
dépolarisation membranaire, lacommunication par les GJ (GJA)OO AOCi AT 01 A AO |
hyperpolarisation, elle est réduite(De PinaBenabou et al., 2001)

0 OOEAOOO i1T1i AOI A0 DPAOCGOAT O 11 AbOdedionsi 61 OO/
(Cet, K-, H), des madifications posttraductionnelles (phosphorylations), des seconds
messagers (HO2), des neurotransmetteurs (glutamate) et des molécules chimiques
endogénes (endothelines).

La conductance des GJ est trés sensible au pH intracellulaire, mais quasénsible

I 8 AOC (PAracnia, 20048 , t&dd pBADAracellulaire sur la conductance jonctionnelle

OAOEA AAAGAI OP ABOTA #@ 0O 15A000A8 )i EAGO O
OAAAT I PACT A AO BRAOBDACKNOES WAOEOEOK 1 6A1 AAI ET ¢
| 8 AAEAE £E kohéEdnpeutiddn@uggelerN OA 1 5 AT AAT ET1 EOAOET T EI

du lactate induit une augmentation de la GJCa conductance des GJ eégalementréduite
guand la concentration intracellulaire en C&* augmente. Cet effet passe notamment par

| AAOEOAOCETT AA 1A OIEA AAO AReladchiad @Qo0H1 A EE]
, 6A0CI AT OAGEIT T AA AT 1 AAddépaidisetet dstrodyt@OeDauigmbitd Ol AE C

la perméabilité des GJen passant également par la voie des Cam kinagPg PinaBenabou
et al., 2001)

.1 00 AOGITO OO0 NOA 1 A0 AOPT ARO AAOEOGAO AA 1
A8 OT A OECT Al E OAdFde la défettionfpdtihalarmidué duBlacdde 1 1 OONOBS E|
sont produits en petite quantité et rapidement éliminés. La GJC astrocytaire est également
i T AOI1 i A,OpduDndiitdife augmentation de la perméabilitén vitro (Rouach et al.,
2004).

Les Cs ne sont pas glycosylées mais peuvent étre phosphorylées, notamment sur
1 6 A@OOtetmindd (Laid, 2005; Solan and Lampe, 2009)Ces phosphorylations
permettent la modulation de la fonctionnalité des GJ AT T AOAOAT AAh DBOT AAAEI E
sensibilité au pH ou au potentiel), mais ne sont pas indispensables a la formation de GJ
(Musil and Goodenough, 19918 , A #@ocmn 1 6A00 PAO DPEI OPET OUI i £
multiples isoformes électrophorétiques en SD®AGE PO, non phosphorylée est la plus
mobile, alors que desstades intermédiaires de phosphorylation P1 et P2 peuvenétre
présents. La phosphorylation a majoritairement lieu sur des résidus Sérine/Thréonine, bien
gue guelques résidus Tyrosine aient aussi étéentifiés (Marquez-Rosado et al., 2011)Les
effets de ces phosphorylations dépendent des sites de phosphorylations et peuvent module
le trafic intracellulaire vers la membrane plasmique ou la régulation de la communication
intercellulaire (conductance, appariement de GJ). Dans les plaques jonctionnelles, la Cx43

= s 9~ A X

74



Revue bibliographique

de signalisatiors peuvent encoremoduler laGJa), | 8 AAOEOAOGET T AA T A 0+!
de la Cx43 a la membrane alors que celle de la PKC ou de la voie des MAP kinases accélére
son internalisation (Rackauskas et al., 2010)

, 0 AGPOAOGOETT AT OOEAAT A AAO #@om AO 10 AOO
régulation nécessite une interaction etre les deux types cellulairegKoulakoff et al., 2008)
La GJCest modulée par des neurtransmetteurs, notamment le glutamate(Rouach et al.,
2002b, 2008). Il reste encore difficile de déterminer si le glutamate joue a la fois directement
000 T A "*# AOTY1I O OB8EI Ebsduibiodile éetoAdaiehedits"\GIA AA OE

Les endothélines sohdes molécules endogenes qui sont connues pour réguler le flux
sanguin, mais aussi pour inhiber les GJ astrocytairéBlomstrand et al., 2004) Ainsi, leur

ETEEAEQOETT AOO AAAT I PACTI i A A8OT A Adgsirdkyte® AOET 1
(Tabernero et al., 1996, 2006)qui passeDAO | 6 AOCI AT OAGET 1T AA 16A@PC
OAT T AAT EQGAQGETT U 1T A 1 AT AOAT Adlierdedtre BAC et gludogeD OA OO

sera développé dans les paragraphes suivants.

C) Fonctions

La fonction principale des Cs est la formation des canax, qui permettentl 8 i AEAT CA
de petites molécules (Harris, 2007) entre deux cellules voisines ou avec le milieu
extracellulaire (hémi-canaux) (Scemes et al., 2009) Les Cx peuvent aussi exercer de
multiples fonctions non associées a leur capacité a faire des GJ, parmi lesquelkes
Oi ¢cOI AGETT AA 16APPOAOGOETT CiAKENDAAARAGETA BAX
migration cellulaire (Elias et al., 2007; Kardami et al., 2007; Naus and Laird, 201@ans ce
paragraphe, nous nous limiterons a la description des fonctions des Cx astrocytaires
associées a l&JGlans le SNC.

Lors du développement et de la différenciation, les GJ font circuler des signaux
morphogénes entre les cellules. Elles interviennent dans le développement de la créte
T AOGOAT As , 6AAOGAT AA 1O 1T A OOOAGPOAOOEIT AA 1A ¢
comme par exemple la modification de la mise en place des couches corticales du cerveau
(Ewart et al., 1997) Les Csx interviennent lors de la migration de la glie radiaire lors du
Ai OAT T PpPAT AT Oh TAEO AAT O AA AAOh 1 AO@laET A T 6/
al., 2007) De plus, la présence de GJC par les Cx43 et 30 entre les cellules de la glie radiaire
est indispensable pour la neurogenése dans le gyrus dént AA 1 8 EEDDPIT AAT PAh U
(Kunze et al., 2009)

Les GJ neuronales permettent la formation de synapses électriques par échanges

ABETT O AO 1A OUT AEOT T EOAOQOET 1 (SéhRetdl. 20030PE OEOi AdC
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Dansles astrocytes, la GJC permet demponnA O 1 8 XK@AG O Hidibtaxkitél 8 A @
OOEOA U 1 6 AAQwaliafOeEdl.,12006; Rabriasch ek al. £2011)

Les astrocytes,via la communication par les GJet/ou les hémicanaux de Cxs
modulent la survie neuronale en libérant des molécles bénéfiquesou délétéres. Ainsi,
suivant les études réaliséesn vitro et in vivo dans desconditions physiopathologiques, la
communication par les Cx43participent a la fois a la survie neuronalepu au contraire,
favorisent la nécrose(Giaume et al., 2010)

NoussAOT 1T O NOGEI AQGEOOAEO O1 A1 Op1 AcCA &£ 1 AOQGET
OAT COET h AO NOGBSEI vikQGTPA ENEOQAIEA H OO0 BAI CBOaH AAQIAORRET hi
passe par une signalisation calcique. Diverses études ont montré que la GJC participait a la
propagation de ces signauxA Al AENOAOh 11T OAI | Aforiationheld. Plusi 8 EUD A
généralement, les réseaux astrocytaires sont capables geopager des vagues calciques
(Scemes and Giaume, 200€Figure 32). La signalisation calcique induit la libération de
molécules neuroactives telles que I€1 OOAT AOAh -dérné. LaDpropaGation Ae cés
vagues se faitpar deux voiesq A8 OT A DAOOh O1T A OITEA AOOOAAA
I EAi OAOEIT Ad8!40h NOE OOEIi OI A AAOG Oi AADPOAOOO
engendre une signalisabn calcique (Guthrie et al., 1999, A6 AOOOA DBAOOh Ol
iNODOAAAT 1T Ol AEOAh DAQ PIOA ADA DO OOE ORAE WA pa@eABI)EMA OE
, @nsemble de ces voies abotta la libération des stocks internes de calciur(Figure 32).

Stimulation

Figure 32 : Les vagues calcigues

 5TA OOGEIOI AGEIT ji1AAGOENOAR AEEIENOARSBQ AA 15
AT TAAT OOAOET T Al A Aipéd kdbératibnidesGtodkdinkenes@é akciuroviah
I A EAEQ@AOCETT AA 1 8) 0 eau dud@iculundddoplagniighedd 1@ Aaliomdet AO 1T EO

18)0c DAOOAT O AEEEOOAO AO OR Enpardiée A OA G 0A RAGA AL
dans le milieu extracellulaire, et vient se fixer sudes récepteurs purinergiques P2Y sur les

ET OOAAAIT T Ol AEOA Ad)ooc AO AA AAIT AEOi h NOE O1 106 U
de calcium intracellulaire affecte différentes protéines membranaires et intracellulaires, et
permettent la libération de «gliotransmetteurs ».
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3. Les connexines et la fourniture énergétique

Nous venons de voir que les GJ participent a la propagation de signaux erige
astrocytes, mais aussi entrdes neurones et les astrocytesDe plus, les astrocytes sont
connus pour approvisionner les neurones ermétabolites énergétiques In vitro, il a été
montré que les vagues calciqueprésentes dans les astrocytes suite une stimulation
mécanique ou é€lectrique, sont aussi accompagnées devagues meétaboliques

(Bernardinelli et al., 2004)Figure 338 %1 AZAAOh | 32Adaasildié@MOET T ¢
astrocytaire induit une augmentation de N6h NOE DAOIi AO OT A AOCi AT OA

énergétique par la capture de gluose. Les vagues sodiques déndent en partie de la
présencec’ *# j NOE DPAOI AO 161 NOEI EA OBnCfel, tes vagdes. AC A

sont inhibées de moitié en @i OAT AA AGET EEAEOADOOO AAO ' *#38
| Na* wave >

| Metabolic wave >

_——— -

~q s S

@ Glu ™ Na* Gle Glu " Na

S - -

| Ca’* wave >

Figure 33 : Les vagues métaboliques

i, 6AOCi AT OAOCETT AA AAI AEOI OOEOA U¢ ladib&atorE OE O1
Ad! 40 AO AA Ccil OOAT AGA AAd 08140 IGA EEBORBOOAAAIAI
purinergigues des astrocytes voisins, ce qui induit une réponse calcique qui participe a la
propagation de la vague calciqué (libération de Ca* A O A & )EdD path8ele, le glutamate

libéré est récupéré par les cdransporteurs Nat/Glutamate, ce qui augmente la concentration
intracellulaire en Nar. | Le Na a la capacité de diffuser par les GJ, ce qui génére une vague

Ol AENOA8 , 6 AOCIAKDIOO AXEA&AE OMA OAA PT OO AOCI AAKOAO 1 84
ATPase, ce quparticipe a la capture de glucose¥ Bl OO0 &I OOTEO 168! 40 17
fonctionnement de la pompe.

Au-dela de leur propre utilisation de glucose, nous avons vu que les astrocytes sont
également capables de fourniplus de substrats énergétiquesaux neurones en activité. Le
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glucose et le lactate font partie des molécules qui peuvent passer par leq&bernero et al.,

1996). De maniére trés intéressante, il a réecemment été montré que les réseaux de GJ

1 8 EE Db Ii(Rodathbek al., 2008; Giaume et al., 2010Ceci a été possible grace a

I & O 6da Id& dérvés fluorescents du glucose, le-RBDG (métabolisable) et le &NBDG

(non métabolisable) (Figure 34). Le trafic de glucose dans le réseau astrocytaire est di a une
AAOEOEOi ¢Cc1 OOAI AOGAOCENOA8 $A DI OOh dalactated AAOAT
AAT O O1 OAOI AOOOI AUOA OOAZZEO U | AET OATEO 1 6AA
30 et la métabolisation du glucose en lactate, car ces effets ne sont pas retrouvés dans des

OOAT AEAO ABGEEDDI AATI BA AA oQiorén0eEud inhibiteurBlds MOTs1 A O # ¢

est utilisé (Figure 3)8 ! 117 OAO NOA A8AOO 1 A AEAAE OAT AA
iTAOCi OENOAO NOE COEAA AA OOAT O&EZAOOKh AAO EI 16

Cx43-/- Cx30-/-

D 1Hz 20 min

Figure 34 : La fourniture énergétigue par les réseaux astrocytaires permet le maintien de

1 6AAOEOEOiI  OUI ADOENOA AT 1 6AAOCAT AA AA ciI OAT OA
Gauche| Images de & diffusion de glucose dans les réseaux astrocytaires en condition basale (C)

et apres stimulationélectrique (D) descollatérales de SchafferDroite | Images de la diffusion de

glucose ou de lactate avec une sonde fluorescer{gilfornodamine 101)U DAOOEO A8 01T AO
(Astr)etde aDEDAOOA ABAT OACEOOOAI AT O AA Qastimwltbmdds A6 O1 1
collatérales de Schffer (Stm)h OO0 AAO OOAT AEAO ABEEDDPI AAI PA AA

Les connexines sont trésxprimées au niveau des pieds astrocytaires, qui entourent
les vasseaux sanguins(Simard et al., 2003; Rouach et al2008). Le glucose capté de la
circulation sanguine pourrait donc étre rapidement redistribué dans les astrocytes
périvasculairesh 11T OO0 A8 O1 A Il B Wepen@eni diéAmontiA vitro par des
OAAET ENOAO AA &2%w4h NOA 14d cobcentbatodied gludoSeCi AT OA
extracellulaire, les astrocytes captaientrapidement ce glucose(Prebil et al., 2011) Les
astrocytes pourraient donci I AO1 AO 1 6AAOEOEOiI AOr1 & 1 A Ai OARZ
libération de glucose et/ou de lactate.
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Objectif du travail et approches expérimentales

Au sein de notre équipe, nous nous intéressons a la détection hypothalamique du
glucose.Cette détection déclenche des réponses régulatrices a coderme, telles que la
Oi AOi OET 1T AGET OOI ETTAOGN®DGIAA T AABOOORA Ok «o@tsA h Al T
pas correctement mises en place efparticipent au développement de pathologies
métaboliques.

, @ude de la détection hypothalamique du glucose a souvent porté sura
caractérisation des neurones gluco-sensibles (GS) qui ont la capacité de détecterdes
variations de concentrations en glucose. A OOAT OEAOO AO CciI OAT OA EOON«
cependant peu étudié. Plusieurs études récentes, notamment au sein de notre équipe,
montrent la participation des astrocytes dans cette détection. Les astroms sont des
cellules gliales caractérisées par leur lien étroit avec les vaisseaux sanguins et leur réle dans
1 8ADPOT OEOCET 11T AODBED®A 1 0 ADGAABKDASD E onl parlerd 6O1T T AT A
«fueling » dans la suite de ce manuscritls présentent tn métabolisme plutét glycolytique,
en transformant le glucose en lactateOr, plusieurs études ont rapporté le réle du lactate
dans la modulation de plusieurs fonctions physiologiques, telles que la mémoire notamment
(Newman et al., 2011; Suzuki et al., 2011)

Dans le cadre plus spécifique de la détection du glucosesgnsing»), ou ce dernier
est a la base méme du mécanisme mis en jeu, les astrocytes porteraient urgouble
casquette»: le gOAT OA AO 1T A 1 AAOCAOA APPIi 00i O AO@ 1 ADOI
mais aussi signal, déclenchant des réponses spécifiques des neurones GS. Il a ainsi été
Ai i 1T1T00i NOA 161 OAPA AOOOT AUOAEOA i+ OAEO ETAE
I EUDPT OHA laddteD d88vé du glucosedu pyruvate ou du glycogéne, pourrait
traduire des variations de glycémie ou au moins moduler la réponse des neurones,GS
suivant le ratio glucose/lactate présent(Lam et d., 2005a)

De plus, il est important de noter que les astrocytes sont organisés en réseaux
structurés, qui peuvent étre recrutés dans des phénomeénes de couplage métabolique avec
les neurones, pour assurefle fueingOOE OA U |1 8 AA ORGuAcD Ethl], 2008 OOT T Al
I OAOT A i OOAA U 11 O0OA ATT1TAEOOAT AA T Aet@d®dAOO EI
lactate au sein de ces réseaux astrocytaires dans le cadhe sensinghypothalamique du
glucose.

La modulation de la détection hypothalamique du glucos@ar les astrocytes est
étudiée depuis peu- A OET OA O6AO00 T OesAduikintFloblldrerdidea@ AAOQ@
mieux comprendre le rdle des astrocytes dans la détection hypothalamique du glucose.

1) Dans un premier temps, nous avons voulu étudier le coulagmétabolique entre
AOOOI AUOA A0 1T AOOIT T Aanalydéld @poasd téiéidalefhite@O A

Qu
>\
>
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une injection intra-carotidienne de lactatevers le cerveauy en termes de sécrétion

AGET O0OI ET A8 $AT O O OAAITA OAI paHologiqieDO AOT |
le rat hyperglycémique pendant 48h (48RHG). Il avait déja été rapporté une
modification de la commandeautonomede ces animaux aprés 48h. Nous avons voulu

savoir ici quelle était la réponse de ces animaux suite a une €élévation transitoire e
concentration cérébrale en glucose et en lactate, sitelle pouvait étre corrélée a une

i TAEEAEAAOQETT ABAOGPOAOOEIT AAO -#40 EUDI OEAI
de lactate entre astrocytes et neurones.

Le deuxieme objectif de ce travail a #® de déterminer si les réseaux astrocytaires

formés de Cxs peuvent participer a la détection hypothalamique du glucose. Cette

i OOAA OBAO0O0 AE OEdaiisAn pkeimier Aefnfs@nowd laohs @éalisé la
AAOAOEDPOEIT EIi I OTT EEOORADBE i#ENDOAA AA KO 11 BAIDI A
1 6AT A1 UOGA AA 1 AOO A@bOAOOEIT AAT O AEZEAE OA
OAATT A OAipOh AZET Adi OOAEAO 1 A OEI A biI OO
AGPOEI 1 A AAT O 16EUDI OEAI Al 60OQh pédifiqueraentAOT T O
dans le MBH par interférence ARN. Nous avons ensuite évalué la sensibilité
hypothalamique au glucose par le biais de deux tests fonctionnelda sécrétion

AGET OOI ETA AT I 1T AT AA OACAIT AqQ AO 16AEEAD OAC
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Partie | z Résultats et discussion

Partie | : La deétection hypothalamique du glucose dans un
modele physiopathologique : implication du lactate et de son
transfert par les MCTs ?

, A POAI E1 OA PAOOEA ApBlus pakticul@emedt’d A@IOA Odd i IO@RAART
lactate et des MCTdors de la détection hypothalamique du glucose# A OOAOAEI AZEAEO
A6 OT A POAIT EAA Géub presse Aad@urnbl ANéubdciénces Letters

Les résultats principaux sont les suivants.

1) Nous avons montré quele lactate, comme le glucose, pouvait induire des
réponses périphériqued AT T T A T A Oi AOi OET1T AGET OOl ET A8 , A
plus faible et retardée par rapport a celle du glucose.

2) Nous avonsensuite utilisé un modele animal développé au laboratoire, le rat
rendu hyperglycémique pendant 48h (48RHG) par la perfusion de glucose Nous avons
démontré que dans ce contexte, la détection hypothalamique du glucose et du lactate était
perturbée8 , A O1 AOi OET bnsefad gucadeperBur¢du-déla de ©Oimi)au lieu
de revenir a un niveau basal observé dés la 8 minute chez des animaux témoins. En
réponse au lactate, deux profils de réponse se dégagertertains rats 48hHG présentent la

méme réponse que les rat&moins (pic de sécrétion a t=3miny] Al T O @e Mbliddded 6 A O
rats 48h-HGvoD 1 AOO Oi AOi OET 1 AGET OOI ETA AAEOOAO AOA
3) En dépit de la modification de la détection cérébrale du glucose et du lactate,

I 6 A @BnQlAsOMTHS hypothalamiques des rats 48HG ne varie pas par rapport aux rats
témoins.

Plusieurs points de discussion aent soulevés par ces résultatsPremiérement, la
Oi AOi OETT AGET OOI ET A OOEOA U 1T A Ai G CGrlilT AO 1|

suggére sans doutegn premier lieu, une différenceAA OOAT OPT OO EOONOBSAOED 1

Nous avons montré qued détection hypothalamique du glucose et du lactate est
iTAEAZET A ADPOIT O 1YE ABEUDPAOCI UAiITEA jAOOI AEIV
hyperlactatémie)., A Oi AOi OET 1T O OOAT OA ABET OOI ET A OOEOD!/
avec des données de la littérature qui rapportent une st OEIT O1 AOET 1 AA
parasymathique dans ce modélg . Gyen@t al., 1994)

De maniere intéressante, on distingue deux typede réponsesau lactate chez les rats
48h-HG.CA PEi 11 OUPA DPAOO 800A OAPDPI 00i AO AEAAEO NO
était non-consanguine. Ceci appoéplus de variabilité dans les résultats obtenus, mais cette
hétérogénéité se rapproche de la «réalité physiologique». Cette dichotom{0%/50%)
O00CCi OA 1T A POi OAT AA Ad ONOARA 11WiA aEpEARGIEA 1,CiAGIGIE
retrouvé uniquement dans le cas de la stimulation avec le lactate, en condition
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DEUOEI PAOET 1 T CENOA jlegkicosd &tEI& TadtadeC pourdAient BEvAiIC 8
différents effets sur les mémes neurones et/ou différentes populations de neurones, en
fonction du statut métaboliqudA A A 1 8 AT Ei Al 8

Les MCTs sont des acteurs importants du transport de lactate et sont modifiés dans
1 EUDI OEAT Al OO0 @hdz ledirafs @845, 1 I6AA ZPDRORSOOET T D OT Oi E N
EUDT OEAI AT ENOAO T8A00 PAO 11 AEEEIT A8

Ces différents points seront repis dans la discussion générale (111).
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highlights

Brain lactate injection, as for glucose, triggers insulin secretion in normal rats.
48 h-hyperglycaemia alters both hypothalamic glucose and lactate sensitivity.
Protein levelsof MCT1, 4 (glial) and 2 (neuronal) are not modified in this model.
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Hypothalamic detection of nutrients is involved in the control of energy metabolism and is altered in
metabolicdisorders. Although hypothalamic detection of blood lactate low ershepatic glucose production
and food intake, it is unknown whether it also modulates insulin secretion. To address this, a lactate
injection via the right carotid artery (cephalad) was performed in Wistar rats. This triggered a transient
increasein insulin secretion. Rats made hyperglycemic for 48 h exhibited prolonged insulin secretion in
response toaglucoseinjection viathe carotid artery, but lactate injection induced two types of responses:
half of the HGrats show ed no difference compared to controls and the other half had markedly decreased
insulin secretion. Astroglial monocarboxylates transporters MCT1 and MCT4 isoforms transfer lactate
Hyperglycemia from blood to astrocytes and release lactate to the extracellular space, w hilst the neuronal MCT2 isoform
Monocarboxylates transporters MCT1, 4 permits neuronal lactate uptake. We found that astroglial MCT1 and MCT4, and neuronal MCT2 protein
and 2 levels in the medio-basal hypothalamus (MBH) were not modified by 48 h-hyperglycemia. Together,
these results indicate that hypothalamic sensing of circulating lactate triggers insulin secretion. Both
glucose and lactate sensing are altered in a model of hyperglycemia, without alteration of MBH MCTs
protein levels.

Keywords:
Hypothalamus
Glucose sensing
Lactate sensing

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction Astroglial GLUT1 and GLUT2 play important rolesin central glu-

cose sensing. Their disruption leads to metabolism dysfunctions

Central glucose sensing is mediated by gluco-sensitive neu-
rons (GSneurons), mainly localized in the medio-basal part of the
hypothalamus(MBH) constituted by thearcuate and the ventrome-
dial nuclei. Thisdetection participatesin the control of food intake
and energy balance [5,14]. Recent studies suggest that astrocytes
are involved in this process [12,17,22]. Astroglial end-feet enwrap
blood vessels, making astrocytes an obligatory pathway for nutri-
ents such as glucose and lactate. Shuttling fuels to neurons via
astrocytes may be important for hypothalamic nutrient sensing.

* Corresponding author at: CSGA, UMR6265 CNRS, UMR1324 INRA, Université de
Bourgogne, F-21000 Dijon, France. Tel.: +33 380 681 665; fax: +33 380 681 601.
E-mail address: leloup@gict.fr (C. Leloup).

0304-3940/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2012.11.033

[3,8,20,22]. Moreover, some MBH-GS neurons are also lactate-
sensitive [29,33,34]. Lactate has been demonstrated to mimic
glucose effects [17] and to regulate hepatic glucose production
via hypothalamic sensing [15]. Lactate transport occurs through
monocarboxylates transporters (MCTs). MCT1 is expressed by
endothelial cells, ependymocytes and astrocytes. MCT4 appears
specific to astrocytes. The predominant neuronal isoform is MCT2.
These MCTs are crucial for the metabolic shuttle between blood,
astrocytes and neurons [25]. Both high fat diet-induced obesity
and diabetes models exhibit alterations of hypothalamic MCTs
expression, suggesting that these transporters may be involved in
impaired nutrient sensing [6,26].

Here we tested whether: (1) increased cerebral blood lactate
might trigger insulin secretionin rats, (2) protracted hyperglycemia
(48 h) affectscerebral glucose and lactatesensingin termsofinsulin
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Fig. 1. Glycemiaand insulinemiain response to a carotid load of NaCl, glucose or lactate toward the brain. Measurements were performed before and 1, 3,5 and 10 min after
the injection of either NaCl (controls, white circles, n=7), glucose (9 mg/kg) (black circles, n=5) or lactate (17 mg/kg) (white triangle, n=7) in rats. Delta glycemia (A) and
deltainsulinemia (B) are compared to value at time 0, before injection. Values are represented as mean + sem. **p<0.01 and ***p <0.001: significantly different from control
rats. ##p<0.01 and ###p <0.001: significantly different betw een the glucose and the lactate group.

secretion, (3) hyperglycemia causes early defects in MBH protein
levels of MCT1, 4 and 2.

2. Materialsand methods
2.1. Animals

Outbred Male Wistar rats (2759, Charles River) were main-
tained in a controlled standard environment. All procedures were
in accordance with the European Communities Council Directive
(86/609/EEC) and the Animal Use and Care Advisory Committee of
the University of Burgundy. The perfusion-induced hyperglycemia
in unrestrained rats was done as described previously [18,23].
Briefly, a 30%glucose solution was perfused for 48h at 2-3 ml/h
via the jugular vein. The hyperglycemia obtained is close to those
found in uncontrolled diabetes mellitus (15 mM). Control animals
were perfused with saline.

2.2. Cerebral glucose and lactate sensing tests and biochemical
analyses

Cerebral sensing tests were performed on pentobarbital-
anesthetized rats (Centravet, Velaine-en-Haye, France) and are
further described in supplementary data and a previous publica-
tion [19].Briefly,acarotid load of NaCl (0.9 g/l), glucose (9 mg/kg) or
lactate (17 mg/kg), (iso-osmolar and pH 7.4), was injected toward
the brain. Insulinemia (Ultra Sensitive Rat Insulin ELISA kit, Mer-
codia, distributed by Eurobio, Courtaboeuf, France), plasma lactate
(LDH from Roche,Meylan, France, adapted from [30]) and glycemia
(glucose analyzer PerformaAccuChek, Roche,Meylan, France) were
measured before and after the injection at several time points.

2.3. Western blotting

Whole MBH protein extracts (20 g) (DCProtein Assay kit, Bio-
rad) were migrated onto 12%denaturant polyacrylamide gel, then
transferred onto PVDF-membrane (Biorad) and blocked 1 h 30 with
a 5%nonfat milk-TBST solution. Membranes were incubated with
primary rabbit polyclonal antibodies (anti-MCT1,2 and 4, Millipore,
Saint Quentin-en-Yvelines, France) and secondary antibodies. A
monoclonal mouse anti-[-actin (Millipore) was used for standard-
ization.Bandswererevealed by chemiluminescence (WesternCkit,
Biorad,Marnes-la-Coquette, France) and quantified (ChemiDocand
the Imagelab software, Biorad). Further detailscan be found online,
in supplementary materials.

2.4. Satistical analysis

Data are expressed as mean + sem. Saline and 48 h-HG groups
were compared by a two-way ANOVA followed by Bonferroni
post hoc test (Graph Pad software). When an interaction between
treatment and time was present, a one-way ANOVA followed by
Dunnett’s test was performed. For Western blotting, groups were
compared with an unpaired Student’st-test. Significant levelswere
set at p<0.05.

3. Results
3.1. Insulin secretion after cerebral glucose and lactate injection

As described previously [1,11,12,19,20], the intra-carotid glu-
cose load resulted in a transient increase in insulin secretion
without alteration of glycemia ( | at 1min: 41.2+7.8 U/ml,
p<0.001). The lactate injection resulted in a delayed insulin
transient compared to the glucose injection ( | at 3min:
195+ 7.2 U/ml, p<0.01) again, without affecting glycemia
(Fig. 1A and B). A saline bolus (control group) had no effect on
insulin secretion.

3.2. 48 h hyperglycemia causes alteration in cerebral glucose and
lactate sensing

Glucose-perfused rats (HG rats) exhibited hyperglycemia
throughout the 48h (153+0.8mM) while saline-perfused
rats were normoglycemic (6.6 0.1 mM) (Fig. 2A). Before per-
fusion, insulinemia was similar between groups (28.7+ 50
and 27.3+29 U/ml for saline vs. HG, respectively). The
glucose perfusion led to hyperinsulinemia (214.4+ 104 and
177.0+ 26.9 U/ml at 24 and 48 h, respectively, p<0.001) (Fig. 2B),
whereas plasma insulin in saline perfused rats remained stable
(27.0+ 3.5 and 20.3+ 3.5 U/ml, at 24h and 48h, respectively).
Thus, HG rats exhibited hyperglycemia and hyperinsulinemia sim-
ilar to that of diabetic rodent models. Blood lactate concentration
also significantly increased in HG compared to saline rats after the
48 h glucose perfusion (4.0+ 0.3mM vs.2.6+ 0.3 mM, respectively,
p<0.001) (Fig. 2C), in agreement with acidose seen in diabetic
subjects.

The 30s intra-carotid glucose load did not modify the glycemia
of 48 h-saline or glucose-perfused rats (Fig. 3A). Saline-perfused
rats exhibited increased insulinemia 1 min after glucose injection
(47.5+ 9.2 U/ml),which disappeared thereafter (Fig.3B),asfound
in controlsrats(without perfusion) (Fig. 1B).In HGrats, thisglucose
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Fig. 2. Glycemia, blood lactate and insulinemia during the 48 h perfusion with 30%
glucose or saline. Glycemia (A), n=9 for saline rats and n=18 for HGrats), insuline-
mia (B), n=6 rats in each group) and blood lactate concentration (C), n=6 rats in
each group) in glucose-perfused rats (HG rats, dotted line and white bars) and in
saline-perfused rats (solid line and black bars). Values are mean + sem. **p<0.01,
***p<0.001: significantly different from saline-perfused group.

challenge resulted in a prolonged insulinemia increase that never
regained basal values( lat 10min: 57.8+ 17.3 U/ml) (Fig. 3B).
Blood lactate levels increased in HG rats (Fig. 2C), but lactate
is not a secretagogue for pancreatic ' -cells, ensuring the effect
following theintra-carotid injection of lactate is solely due to cere-
bral lactate change [28]. No changes in glycemia in both groups
occurred during the test (Fig. 4A). In HG animals, lactate injec-
tion induced two types of responses (Fig. 4B): 50%of the animals
exhibited increased insulin secretion, similar to saline-perfused
rats (Area Under the Curve (AUC)=389.9 in HG-Non Responder
(HG-NR)ratsvs.AUC=127 4 in salinerats) and the other 50%exhib-
ited astrong reduction of insulin secretion compared to saline rats
(AUC=-926.6 in HG-Responder (HG-R) rats) (Fig. 4B).

3.3. Nochangesin MBH MCTs protein levels between saline and
HGrats

Western blot quantification reveal no significant variations of
MCT1 (90.5+ 9.5%), MCT4 (102.0+ 3.7% or MCT2 (92.2+ 3.1%
protein levels in the MBH of 48 h-HG rats compared to MBH of
saline-perfused rats (Fig. 5).

4. Discussion

We show for the first time that cerebral blood lactate triggers
insulin secretion in normal rats. The secretion profile was quite
similar to that observed after a glucose challenge [1,11,12,19,20],
with insulinemia peaking 3 min after the load. The discrepancies
in response time and amplitude observed may be explained by the
presence of different transporters with specific kinetics (GLUTs for
glucosetransport and MCTsfor lactate) and/or,thefact that the gra-
dient concentration might belessfavorable for lactate transfer from
blood to astrocytes than for glucose. Nevertheless, this response
is in accordance with a previous report showing that hypothala-
mic sensing of circulating lactate is required to regulate hepatic
glucose production [15]. Consistent with these findings, increased
blood lactate also rapidly suppresses the expression of the orexi-
genicpeptide NPY and increasesthe expression of the anorexigenic
peptide POMC, which decrease food intake [7,16].

During normoglycemia, brain lactate mainly derives from
astroglial glucose metabolism and istransferred to the extracellular
space close to GSneurons. During persistent hyperglycemia, blood
lactate is proportionally increased [9,27], and may participate to
dys-regulations in nutrient sensing. In 48 h HG-rats, we showed
that a carotid injection of glucose triggered a sustained insulin
secretory response instead of the transient increase normally
observed in control rats[1,11,12,20]. Thisillustratesthat brain glu-
cose sensing is sensitized by chronic hyperglycemia and capable
of mounting a compensatory hyper-response to a glucose chal-
lenge[23].Both parasympatheticand sympatheticactivities,which
activate and inhibit insulin secretion respectively, are profoundly
modified in this 48 h-hyperglycemic model [23]. The prolonga-
tion of brain glucose-induced insulin secretion in HG rats may be
the result of increased vagal command as previously reported [2]
which could be a factor contributing to energetic imbalance via
inappropriate insulin secretion and eventually exhaustion of [ I-cell
function.

Insulin responses to the cephalic injection of lactate in HG
animals were heterogeneous. Whilst half of the animals exhib-
ited a secretory pattern similar to control rats, the other half
exhibited a profound decrease in insulin secretion. We infer these
discrepancies to the use of an outbred strain of rats. Complex
traits (phenotypes governed by several genes) display higher vari-
ability in such strains due to the heterogeneity of their genetic
background. Thesestrainsarethusgenerally moresuited to physio-
logical studiesbecause: (1) they closely mimicahuman population,
(2) the threshold to expose differences between groups is inher-
ently higher thus preventing the study of microphenotypes and
(3) it isless likely to miss a phenotype of interest than in isogenic
strains [10]. If, however, the heterozygosity level of an outbred
population falls due to genetic drift [32], any phenotype may well
segregate closer to its mean value or, occasionally, several means.
The Wistar rats provided by Charles River, have been rederived
twice, in 1947 and 1975 (data provided by supplier), which is
enough tointroduce geneticdrift [32]. The bimodal lactate-induced
insulin response thus highlights the presence of a genetic poly-
morphism affecting this phenotype. Interestingly, the same 50-50
pattern has already found in outbred Wistar rats with "low” and
“high” responders in cephalic insulin response to oral glucose [4]
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and in another outbred rat strain (Sprague-Daw ley), w hich present Sal HG Sal HG Sal HG
adual sensibility todiet-induced obesity [21]. Thesedistinct pheno- MCT1 | e = MCT4 [
typic profiles may be relevant for quantitative trait locus mapping ) y

in genetic studies that have recently focused on outbred popu- Actin Actin: | —
lations [10]. At the cellular level, glucose-mediated inhibition of
orexin neuronsissuppressed by lactate exposure[31],whichisten-
tatively similar toour observationsinvivoalthough itisnot possible
toascertainin our casew hether glucose and lactate-respondingcell
populations are the same. We speculate that the energetics and
redox state of these fuel-sensitive cells might be involved. When
blood glucoseincreasesin normal status, lactateismainly produced
from glial cells and is not provided from the blood, a process that
uses NADH, leading astrocytes into an oxidized state, which favors
lactate export through MCT (co-H+ transport) [13]. Neurons con-
verting thislactateinto pyruvate will increase their NADH content,
increasing their oxidative metabolism and the production of reac-
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tive oxygen speciesw hich may then be used asdow nstream signals
for the modulation of neuronal activity [19]. However, an abnor-
mal rise in blood lactate as observed in recurrent hyperglycemic
statuswould lead to excessivelactatetransport from blood to astro-
cytes,thusslowingdown LDH activity or even reversingitsactivity.
Thismay in turn decrease lactate export to GSneurons and lead to
decrease of NADH suppliesto neuronsmitochondria (from lactate),
finally decreasing their response in vivo to lactate, as observed in
48 h-HGrats.

Fig.5. Effect of 48 h-hyperglycemiaon MBH MCT1, 4 and 2 protein levels. Western
Blot analyses of MCT1 (~43 kDa), MCT2 (~40kDa) and MCT4 (~45 kDa) protein lev-
elsin MBH homogenates of HG-rats (w hite histograms, n =12) compared with saline
rats (black histograms, n=6). Results are expressed as percentage of saline after
optic density had been normalized using [ I-actin signal (~42kDa) as a reference.
Statistical analysis was performed using Student’s t-test.
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MCTs expression is altered in the hypothalamus of diabetic [6]
and obesity models[26], suggesting that altered transport of mono-
carboxylates may interfere with hypothalamic nutrient detection.
We thusexamined the protein levelsof MCT (1,2, 4) in the MBH of
HGanimals but report no alterationsof the three isoforms of MCTs.
Thus, the perturbation of hypothalamic glucose and lactate sensing
in this model of early chronic hyperglycemia are not associated
with MCTs levels. These results however don't exclude alterations
of the transport activity, which will need further in vitroinvestiga-
tions.

Altogether, these experiments highlight that increased brain
blood lactate modulates insulin secretion, mimicking glucose
effects. A 48 h-hyperglycemia, which simulates early defects of
untreated diabetestype 2, was associated with alterations of nutri-
ent sensing: exacerbated insulin secretion in response to glucose,
but reduced secretion in response to lactate for some of the ani-
mals. These results demonstrate a distinct role for glucose and
lactate during metabolic disturbances, at least for the brain control
of insulin secretion.
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Partie 1l z Résultats et discussion

Partie Il : Rble des connexinesastrocytaires dans la détection

du glucose

Dans la deuxiéme partie de ma these, nous avons étudié les connexines (Cxs) qui
participent & la formation des GJ astrocytaires. En effet, les astrocytes sont organisés en
réseaux, qui permettent le passage de pges molécules. Récemment, il a été démontré que
AAO Oi OAAOGD AA #@O0 O1I 10 EI AEODPAT OAAT A0 AO OOAA

neurones en activité(Rouach et al., 20088 . 1 OO Aofdichradtéridédlal distribution
hypothalamique des Cxsastrocytaires, les Cx43 et 30qui sont les isoformes majoritaires
$AT O O1 OAAITTA OAiBOh 1100 AOTIT O OOEOE 1 6ABDPOA
AE ££ OAT OAO AT T AEOEITO 171 OAAT 1 ENOAO8 %l AET h 11

I Gpfesion de la Cx43 (la plus exprimée) dans le MBH et testé la détection hypothalamique
du glucose chez ces animaux.

l. Matériels et méthodes

A. Animaux

Les expériences ont été réalisées sur des rats Wistar Han (22@5g, Charles River,
Lyon, France). Les rats ent maintenus dans une piéce éclairée 12 h par jour (7h309h30),
a la température de 22°C, avec la nourriture et la boissaad libitum. Les chirurgies sont
réalisées sous anesthésie gazeuse (Isoflurane 255ph | AAT OOh AAT O pl ¥i EIl
Liguide, France). Aprés opération, les rats sont isolés dans des cages individuelles. Le suivi
quotidien du poids corporel (3h apres le début de la phase diurne) permet de vérifier la
bonne santé etfla récupération des animauxLes animaux sont anesthésiés avant ehdinasie
par une injection intra-péritonéale de pentobarbital (50 mg/kg, Centravet Velaine en Haye,
France).Les protocoles expérimentaux suivent les directives européennd86/609/EEC) et

ont étéapprouvéO DAO 1 A Al | E Giversité deBAUEBGNOA AA 1 65

B. Conditions métaboliques

Plusieurs groupes de rats ont étéEl Of i 68 01 60O 1671 OOAA AO 00O
groupe nourri (Fed) a été sacrifié au début de la phase diurne. Le groupe a jeun (Fasted) a
été sacrifié aprés 20h de jelne, au méme momemue le groupe nourri. Le groupe
«renourri » (Refed) a été sacrifié aprés 20h de jelne et 4h de réalimentatiau libitum.
01T 60 1671 OOAA AA 16AEEAO AA 1 6 FElé&sbaAi0apx &bAti | EA
anesthésiés au pentobarbital(4h apres le retrat des croquettes) pendant la durée de
1 6A@Dbi OEAT AR j ocEQ A0 Olkadndedd i=th etAAIBD deFsérimdA AOET 1
physiologique (groupe témoin «NaCl») ou de glucose 60% (groupe 8h-HG»). La glycémie
est mesurée toutes les 30minSeuls s anmaux dont la glycémie dépasselOmM ont été
CAOAT O AAT AOI 81 60ADAD AUAT O OOAE-HG)ysént dédditk UPA OCI
AAT O 1 6AOO0EAI Asd AT OET 117 AT DACA
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C. Stéréotaxie et injection de siRNA

Avant la chirurgie, les animaux recoivent une injection souscutanée de
buprénorphine (0,03 mg/kg Axience). Sous anesthésie gazeuse, aprés avoir fixé la téte du rat
U 1T8AEAA AAO AAOOAO AG1T OAEI T AO AAT O 1T A AAAOA «
AO 1810 AOGO 1T AOOT Ui sbtirésOle gnidecandNeOaishal ebtAnsé@OA A A C
EOONOSGADO T EOAADO AO -"( OOEOAT O 1TAO ATTOATTT i/
Watson, soit 3,1mm en arriére du bregma, 0,4mm sur le c6té latéral et 9 mm sous la surface
du créne. Aprés avoir désinfectéa plaie et injecté en sousutané de la lidocaine 10 mg/kg,
Cevg, le guidecanule est maintenuen place avec de la colle chirurgicalePour les
expériences de réalimentation, les animaux sont ensuite opérés afin de poser un cathéter a
demeure dans la ceotide en direction du cerveau. Celuci est mantenu en place par des
suturesAO O1T 0O AT OOA 1T AO Ti1i1DHPI AGAG AA T G6ATEI AT R 1
point de colle. Le cathéter est rempli de sérum physiologique hépariné pour éviter la
coagulation. 2 ml de sérum physiologique sont injectés en sousutané dans chaque flan,
DI OO0 i OEOAO 1 A Ail &tebshie Ai®dadsisa dage sur un Aabischauffatt
OOOOAEI1TiT EOONOG6U OiIT Oi OAEI 8

, 0ET EAAQEIT 1 éalisde5 plraprbslaktirdgieQtéréotaxique, lorsque le
rat a bien récupéré (prise de poids et de croquettes normaled)essiRNA de 21 nucléotides
(Genecust, Luxembourgsont préparés en utilisant le systame JetS(Ozyme, Sant-Quentin-
en-Yvelines, France)et injectés (400 pM) via le guide-canule pour atteindre le MBH La
séquence de siRIA cible spécifiguement la Cx4&t nous a été gracieusement communiquée
par Arantxa Tabernero (siRNA, brin OAT O- GCUGGHUACUGGUGACUGKIT-0 8 IGh8
AET ET OOET 1T AdA@DbOdsGOMBHIa étd Mesuréapres 28148 et AZh.Les
cathéters carotidiens (animaux pour le test de réalimentationseulement) sont contrélés
tous les deux jours, en injectant 50ul de sérum physiologique hépariné.

D. Injection intracarotidienne de glucose vers le cerveau

Le test dela détection du glucoseest toujours réalisé enAi AOO And@ifsait®a O
une période de4d heures sans croquettes, permettant ainsi unstabilisation des glycémies et
une homogénéisation du groupe.

Le test est pratigué sur des ratsanesthésiésau pentobarbital. Une incision est
pratiquée a la base dicou, les tissus conjonctifs et musculaires sont dégagés. La carotide est
isolée, ligaturée a I'extrémité la plus proche du coeur. Le cathéter est inséré dans la carotide
en direction du cerveau et ligaturé pour le maintenir en place. Suite a la cathéterisation, on
injecte une solution saline héparinée (50 Ul/ml) dans le cathéter pour éviter la coagulation.
Aprés stabilisation de la glycémie, I'animal regoit un bolus de glucose 9 mg/kg. helus de
pnmt t1 AOO EtEhnied B0 sdcdhde€Dbd éHantillons de sang (environ 200
t Is@htprélevés au niveaude la queueau temps EOminy EOOOA AOAT O 1 6ET EAAOD
glucose), t=1 min, t=3 min, t=5 min,t=10 min, pour le dosageA A 1 6 ET OO1 ET i | EA8 |
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prélevé dans des eppendorfs contenar2t I AJ8ET PAOET A U 1T A AT 1T AAT OC
pour éviter la coagulation. Le sang est ensuite rapidement centrifugé a 5000 g/min pendant

5 minutes. Les plasmas sont alors isolés, congsl et conservés apnJ# EOONOSU |
utilisation.

E. Test de réalimentation

Les animaux sont mis a jeun juste avant le début de la période diurne (10h) 48h
ApOi O 1 8ET EAAOEIT AAO OE2.!'8 ! POT O ¢mE AA EA
siRNA), les amnaux éveillés recoivent par le cathéter carotidien une injection de sérum
physiologique (NaCl) ou de glucos®mg/kg (Glc), 100ul en 30sec. Des croquettes sont
disposées dans leur cagetéa prise alimentaire est mesurée pendant 4h, toutes les heures. A
la fin du test, les animaux sont anesthésiés, une solution de bleu de bromophénol est
injectée afin de vérifier le bon emplacement du cagter carotidien et du guidecanule. Les
animaux sont ensuite sacrifiés et le MBH egirélevé et immédiatementcongelé dars de

1 8AUT OA 1 ENOEAAS

F. Immunohistochimie

Les animaux sont anesthésiés au pentobarbital puis recoivent une perfusion
intaAAOAEANOA AA ym i1 AA 0"3 Ei DPAOETi | %001 AET |
cerveaux sont ensuite rapidement prélevés, congelés-c v J # AAT O AA 1 6EOI PAI
puis stockésa-gymtI #8 , A ET OO AA 16A@bi OEAT AAh 1T A0 AAOO
cryostat dont la température est descendue &20°C. lls sont enrobés denilieu de montage
cryogénique (Sakura, Tissue Tek puis découpés en tranches coronales fines de 20um,
déposées sur des lames SuperFrostTliermofisher). Aprés séchage des coupes a
température ambiante, les coupes sont fixées avec une solution de paraformaldéhyde a 2%

(Sigma), pendant 20min a 4°C, sous agition. Les coupes sontensuite bloquées, avec une

solution de PB&2% gélatine et 0,2% Triton X100 (VMR) (=PBS*),1h a 4°C sous agitation.

, AO AT OPAO O1T 10 ET AOAi AO -CA434uAL/500 GBDI BbEcitricesP O D OF
610062), anti-Cx30 au 1/500 Zymed, 712200) ou anti-facteur Von Willebrand (FVW) au

1/400 (Sigma, F3520. Aprés deux ringages avec la solution dEBS* les coupes sont

ET ACAi AO AOAA 1 & AdlesEHuorOGhévre @riidolrit 488 Ead A/4000

(Invitrogen, A-11029) pour la Cx43et Alexa Fluor Chevre antLapin 488 au 1/4000 pour la

Cx300u au 1/1000 pour le FVW(Invitrogen, A-11034). Aprés rincageset montage entre

lame et lamelle, lescoupesOT 1T O T AOAOOTI AOG O1 66 O 1 EAOI OAT PA
apotome (Zeiss). La spécifité du marquage a été testéenomettanti 8 AT OEAT OPO DPOEI| |

G. Western blot

Les tissus sont repris dans un tampon de lyse contenahb0mM NaCl, 1% Triton X
100, 0,5% de Sodium Deoxycholate, 0,1% SDS, 50mM Tris, pkéviron 10ul de tampon
par ug de prot ET AGq DPOEO AOiT Ui O U 1 8AEAA AGOT A AEI 1,
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2x2min a 20Hz. Les échantillons sont rapidement centrifugés puisalconcentration

protéique est déterminée avec le kit DC Protein Assay (Biorad)20ug de protéines sont

déposés dans un gel préAT O1 i  p ¢ b A BiddlOApred migrdiidn, lgsprotéines

sont transférées sur une membrane PVDF de 0,2um (Biorad).es sites aspécifiques sont

blogués avec une solution salinecontenant du Tween(10mM Tris, 150mM NacCl,0,2%

Tween, [H 8, appelée TBST) contenant 5% de lait non gras, pendant 1h a température

ambiante. IAO ET AOGAAOQET 1T O A &feimg@iatre anibiénte Ae®@aophél pbur Ip E

premier anticorpsDOEl AEOA8 #EANOA AAE1T AB38A1T OEAT OPO AOO
5min avec du TBSTLes anticorps anti-Cx43 (souris monoclonal,1/2000, BD Biosciences),

anti-Cx30 (apin polyclonal, 1/500, Zymed), anti-MCT1 (apin polyclonal, 1/50 0, Millipore),

anti-MCT2 (apin polyclonal, 1/20 000, Millipore), anti-MCT4 (apin polyclonal, 1/250,

Millipore), anti-GLUTL1 (apin polyclonal, 1/1000, Millipore) et anti-GLUT3 (apin polyclonal,

1/4000, Millipore) sont dilués dans du TBST1% lait et incubés sous agitation a 4°C pour la

nuit. Les membranes sont incubées avec un anticorps secondaimanti-souris ou ati-lapin

i OOEOAT O 1 8AT DEADPDDP OUD DB [ GERHeaftGarpdPuis, ummamticorps
anti-GAPDH ¢ouris monoclonal, 1/6000, Ambion) est utilisé dans di TBSF1% lait, puis

ensuite un anticorps secondaire antOT OOE O AT QP10i000,(GE Héalth2ate) Les

bandes sont révélées par chimiluminescencepaés| 6 ABSIAOO O AAOEALA | 7TAO0AOI
puis enregistrées avec le systeme Cheboc XRS+ et le logiciel Imageba(Biorad), pour la
guantification des bandes.

H.  Analyses biochimiques

La glycémie estmesurée U DAOOEO fefieGde AangCdégnpéed Aur ue
AAT AAT A @&édkr gkd@r@idue Performa AccuChek (Roche, France)d ET OOI1 ET i 1 EA
mesurée en utilisant un kitELISA ultrasensible (AlpCo Eurobio, France).

l. Statistiques

, 6 AT A1 UOA OOAOEOOENOGA AOO Oi Al EOCi A AOGAA 1A
sont exprimés sous forme de moyenne sem. La normalité a été testée avec un test de
Kolmogorov-Smirnov. Suite aw résultats, des tests de Student oules tests tnon-appariés
avec une correction de WelcHorsque les variances sonhétérogénesont été réalisés pur
les comparaisons simplegentre deux points donnés) Pour les comparaisons multiples, une
réalisée pour détecter les interactions, T OONOSEI AQGEOOA OT A ET OAOAA
entre les groupes sont réaliséesndépendamment grace au test de Student ou de Mann
7EOQET AU OAIT T 1T | Galaindds. Dorsque Tetiaifedeant siR¥Ahe produit pas
A Gfék significatif, une ANOVA a un paramétre été utilisée combinée au test poshoc de
Bonferroni. La normalité de la distribution a été vérifiee avec letest de Kolgomorov-
Smirnov. Les différences significatives sont notées *, ** *** sur les figures lorsque les
valeursde « p » étaient respectivement < 0,05 ; 0,01 et 0,001.
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1. Résultats

A. Expression desconnexines astrocytaires Cx43 et Cx30 dans
le MBH

Les connexines B et 43 sont lesunités protéiques de base de la formation des GJ
astrocytaires. Nous avons mesuré leur expressiodans différentes régions cérébralegpar

w2 L oA N L oA N A £ om oA

Westernbloth AO T AOAOOGT 1 ABO AEOOOEADBOEI T AAT O 1 686EL
Cx43estEl OOAT AT O A@POEIi A AATO 1A -"( DPABe@ADDI OO0
POT DT OOET 1T AA 1 6A3D0OAGHEAHS2% olre Cofax fariclAI5,O+ 1T A - " (

4,2% pour le thalamus,63,2 + 8,8% pourl & E E B b 11A7AI38% pourle cervekt et 68,7

+ 6,2% pourle tronc cérébral En revanche,d AGDOAOOET RARA 1 dAkROGAMAIT A
(respectivement 108,5 + 13,8 % pour le cortex, 51,5 £ 5,5 %opr le thalamus, 32,7 + 18,3 %

pl 60 1 6EEDPDPI AAi PAh ¢ynmhm M pohw P PI OO T A AAOO
DAO OADPDPI OO0 U 1| 6Amed3xlsOdaH).T AAT O T A -"(Qq j
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c c
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MBH Ctx Th Hp Hb Cb MBH Ctx Th Hp Hb Cb

Cx43|-—-—------ Cx30 | " e pr—
GAPDH F-—- GAPDH [ s s S S s

Figure 35 : Lesconnexines astrocytairessonA gD OET 1 AO AAT O 1 8EUDT OEAI Al
Quantification densitométrique et exemples représentatifsdes western blots de la Cx43 @A) et

de la Cx30 B) réalisés sur différentes réjions cérébrales derats (n=4), 1 8 EUDT OEAI Al OO
basal MBH ou( Oqh T A AT OOA@ j #0@qh | WppdOampusol HE),Oe j 4 EQh
cervelet (cerebellumou Cb) et le tronc cérébral hindbrain ou Hb). Les valeurs représentent les
moyennesen %/moyenne du MBH en %t lessemde ce méme rappor8 , 6 AT Al UOA OOAOQE

Oi Al EOiF A PAO OT A 1 .1 6! Uteshde BanfeimAil 1 OOAh OOEOE A6 C
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Les immunohistochimies antCx43 révelent unmarquage qui dessine les micro
vaisseaux sanguins du MBHHigure 36A). Ce marquage autour des capillaires est confirmé
par le marquage Cx43 qui entoure le marquage FVVFiQure 36B). Le marquage Cx30 est
Pl 00 AEAZAO0O AA1T O 1 8 EUBDInG deAsitéAdgddement flud importadte 1 &1 1
au niveau de la bordure ventriculaire du NAKigure 36C).

Figure 36 : Les connexines astrocytaires présentent une répartition différente au sein du

MBH.
Al La Cx43 est trés exprimée dans les pieds astrocytaires entourant les capillaires du MBH.

| AGAOOGAOGETT U 16APIT OT I A ABOT A EIii OTTEEOOI AEEI EA
la Cx43 (rouge) La superposition des images montre la p(ésence de 1Bx43 autour des o
capillaires du MBH.C|, 8 A@GPOAOOEIT 1 AA T A #@on AOG BIGAODAR G/

ponctiforme, avec une expression un peu plus marquée au niveau du NA en bordure du 3V
Immunohistochimies réalisées surdes caipes de cerveaux deats (n=6).
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B. %&EZEAO AO OOAOOO i1 OAAT 1 ENOA OO0 |

LesCxs43 0T 1T O OO01T O AQODOEAA AIOG Al Al GOFETT @ A@EA AGRA OA C
parenchyme cérébral, eparticulierement au niveau hypothalamique, dande MBH riche en
neurones GS. bus avons donc vouluexplorer si des conditions connues pour modifier la

Ai OAAOETT EUDI OEAI AT ENOA AO cCci OAT OA DPC®OAEAT C
astrocytaires. Ainsi, suite a un jelne de 20h(condition ou la détection hypothalamique du
glucose est diminuée, donnéesnon publiécesh 1 8 AGPOAOOEI T EUDI OEAIT Al

Cx43 est diminuée (67,9 £ 4,1% par rapport aux rats nourris), alors que celle de la Cx30 est

tres fortement augmentée (265,9 + 16,8 % par rapprt aux rats nourris). Lorsque @s rats

OTTO0 T1 O0O0OEO DPAT AAT O 1 E esCQastnBytaibedtend Adugmbriter 1| 6 A @D (
par rapport aux niveaux a jeun(85,9 + 5,2 % pour la Cx43 et 321,6 + 30,4 % pour la Cx30

non différent du statut a jeur) (Figure 37AetB.01T OO0 1 A #@toh 1 A0 TEOAAC
rapprochent donc de ceux obtenus au statut nourri. En revanche, la Cx30 est augmentée

AdOT EAAOADO OOT EO PAO OADPDPI OO U AA OOLAOHO A

1501 4001 **k
= Kk
a S 300-
5 3 1004 . T3 o
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O —_ O g 200
QU o\c% i
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Figure 37: Expression des connexines astrocytaires aprés un jelne (20h) et une

réalimentation (4h).

Quantification densitométrique et exemples représentatifsde western blotsde la Cx43 A) et de
la Cx30 B) réalisés sur des homogénats tissulaires d&BH aprés unjene de 20h et une
réalimentation de 4h (n=4-5). Les valeurs représentent les moyennesn %/moyenne des rats

Fed en %+ lessemde ce méme rapport, 8 AT A1l UOA OOAOEOOENOA AOO 01 Al

o~ a2 .

DAOAI T OOAh a&HEeOBonf&rondT BT 00

AinAdi OOAEAO 16A&EEADO DPI OO0 OPi AEEAENOA AA 1 GE!
Cxs, nous avons rendu des rathiyperglycémiques pendant 3hou 48h. Aprés 3h, les rats
DOi OAT OAT O O1T A AOCi AT OAOETT AA 16AGPOAOOETT A.
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rapport aux rats témoins ayant recu une injection de NaCl(Figure 38A). Lorsque
I EUPAOCI UAT I EA ik @& 15M Bdndadt 148nkstatdt @D Ta détection
hypothalamique du glucose est modifiéesf. Partie | des résultats) d T OO | 6 AGDOAOGOEI]
Cx43 se normalise (117,8 6,3 % par rapport aux rats témoinsayant recu une perfusion de

NaCl) (Figure 38B). En reOAT AEAh 0 /
i pntyhp MémpisAPOPODAE AADPDI A0 A

ABEUDPAOCI UAi | EA
% apres 48hHG) [Eigure 38C et D).
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Figure 38 : Expression des connexines astrocytaires aprés une hyperglycémie

Quantification densitométrique et exemples représentatifsdes western blotsde la Cx43 A-B) et
de la Cx30 C-D) réalisés sur des homogénats tissulaires ddBH aprées une hyperglycémie de 3h
(n=6 dans chaque groupe)ou de 48h (n=5pour NaCl, n=8 pour 48hAHG. Les valeurs
représentent les moyennesn %/moyenne des rats témoins en %t lessemde ce méme rapport

, 6 AT A1 UOA
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C. Implication de la Cx43 dans la détection hypothalamique
du glucose

Afin de déterminer si b Cx43 était nécessaire dans la détection hypothalamique du

glucose, nous avons inhibé son expressiomial 8 ET EAAOET T AA OE2.! AEOE
AT AATO DPi OO AAOOA poOiT O0i ET A8 ,B6ETEAAOCETT A 10
proportion de neurones GS est la plus importante.

, 6 AGPOAOGOETT AA 1T A #@t1c0 OOEOA U 16ET EAAOQEI
000 AAO 1T UOAOO bHOIT O0i ENOGAOG AO -"( ¢th 1ty AO )
1 6ET EAAOET T h 1 8 Aa@b0OA OO Edativem@ni entitedes grouped reddarEAT O A

les siRNAciblant la Cx43 (groupe hommeé siCx43t le groupe de rats témoins{27,0 £ 9,9%

A ET E Evomi0és isiCtrl qui OAe T EOAT O OT A Oi NOAT AAavekl ¥ AOT E
aucune séquence identifiéeDes 48h, nos avons pu observer une diminution significative

AR 1 8ABPOAOCOET 1 -4B,84 5B%)EA 6I1A attdint so# Waximl $
diminue ensute AO T 1 T AOAOOGA OT A OAOOAOOAOQET I

I 6ET EEAEOQOET T 1267A+Q1(3% @igute@IAN OeAsuivi du poids et de la prise
Al Ei AT OAEOA AAO AT EI AC@ Oi Oi 1 A O AEEAO DPOI PO/
A6 Al E(Fidufe @1).

DAOOE

= 1501 § 150-
5 5
r_jﬁ ? ns
50 ns *kk 5 O 1001 ns *%
2 *k* X
» ° 1 o O} g —l_ e s
@5 89
§ 5 h— — 5 9} 50-
O g o
5 5
Q\i T T T §/ O' T T T
siCtrl 24h 48h 72h siCtrl 24h 48h 72h
siCx43 siCx43
24h 48h 72h 24h 48h 72h
siCtrl siCx43  siCtrl siCx43  siCtr| siCx43 siCtrl siCx43 siCtrl siCx43  siCtrl siCx43
Cx43 | | | - 43kDa Cx30 | 0 2 || e | 30kDa
GADPH | "— M | 37kDa  GADPH || | | | e | 37KDa
Figure39d 3 OEOE AA 1 8ET EEAEOQOEIT AAOG AiTTAGETI AO AO

Quantification densitométrique et exemples représentatifsdes Western blots dela Cx43 @)
(n=10-14) et de la Cx30(B) (n=5-11)h
représentent les moyennesen %/moyenne des rats siCtrl en %t les semde ce méme rapport
, 0 A beAstatistique est réalisée avec un test de Studeentre les siCtrl et les siCx43 pour
chaque temps donné.

¢t h
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Dans la littérature, il est souvent rapporté que des phénoméenes de compensation se

mettentenplaceg EI DPAOO U AOT EO OOOAGPOAOOEIT ABdO01T A
exprimée dansunty® AAT 1 O1 AEOA AlTT11Ti8 .10600 AOITO AET OE
i ATET OA OOOPOAT AT OAh EI ADPPAOAyO NOA T A #@om
ARG OE#@toh AO 1T TTATO 11T 18AOPDOAQERE2R2AA 1 A #
24h,-315+ 189 % a48hetc whw M ohy P U xcEQh AEAT NOBEI

sequence entre les deuxHigure 39B).

, 6 AEEEAAAEOT [ AGEI Al A ABET EEAEOQEIT AOGO T AO
et reste significativement plus basse a 72h. Suiteal A AEl ET OOET 1T AA 18A@DO
#@t1oh 1T A #@on AOOOI AUOAEOA T6A00 PAG@MOUWBOADDOEI]
U x¢cEh AITT OO0 NOA 186AGPOAOCOETT AA 1T A #@toc AOON

Des expériences précédentesOi AT EQOT AO AAT O T A 1T AAT OAOT EC
injection similaire de siRNA dans le MBH ne diffusaitpasauA1 O AA 1 A UlviaA ABSEI]
le parenchyme, soitvia le liquide céphalorachidien du3V (Carneiro et al., 2012) Par des
Aobi OEAT AAO AGEI T O1 1 EEOOINORAE | IEAST EIEIAG@EA DT TAA ¢
I1TAATEOi A AO TEOCAA®OAOAT OA AAl DicrénaBOad&a 00 CE
gue le catex ou le thalamus (Eigure 40).

A

Figure40:) T EEAEOEI T OADPOi OAT OACEOGA AA 1 86APDPOAOCOET ]

dans le MBH.
Marquagede la CA3 sur une coupe de MBHA), de cortexpariétal (Cgauche) et du thalamus
ventromédian (D gauche)A 6 OT AT Ei Al AU AMaQuagzdedadCx48 AuburOdupe O Ol 8
de MBH (B), de cortex pariétal C droit) et du thalamus ventromédian © droit) A6 OT AT ET Al
AUAT O O0Ae O AAO OPReogm (6-B)et10®QAD).AST AEAT T A

$AT O O DOAI EAO OAIiPOh 1T AO Ai1TO0i NOAT AAOG AA
AATO T A -"( 0060 AAO PAOAI T OOA & évalbiéed. BafPAirisi T OOAO]
que le poids corporel ont été suivis avant-48h et -24hq AO APOT O 18 ET EAAOQE
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