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Résumeé

L'hypothalamus est fortement impliqué dans la régulation nerveuse de 1'homéostasie
énergétique. Il existe dans cette structure des neurones spécialisés (gluco-sensibles) qui
détectent notamment I'hyperglycémie puis déclenchent des réponses adaptées comme le
maintien de la glycémie, en stimulant la sécrétion d’insuline ou encore le rassasiement. Les
astrocytes sont suspectés de participer a la détection neuronale du glucose. Dans I'ensemble du
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 plus, il a récemment été montré que les
jonctions gap (GJ]), a l'origine de la formation de réseaux au sein des astrocytes sont
indispensables au passage du glucose de la circulation sanguine vers les neurones en activité.
Ces @] astrocytaires sont formées majoritairement de connexines 43 et 30 (Cxs).

Mon travail de these s’est orienté suivant deux axes, qui ont visé a étudier le réle des
astrocytes dans la détection hypothalamique du glucose et du lactate. Dans un premier temps,
nous avons montré que le lactate, comme le glucose, est détecté au niveau central et induit une
sécrétion d’insuline. Dans un modéle de rat hyperglycémique pendant 48h (qui présente aussi
une hyperlactatémie), nous avons montré que la détection du glucose et du lactate est altérée.
Ces modifications ne sont pas dues a une variation de l'expression protéique des MCTs
astrocytaires ou neuronale de I'hypothalamus.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés au réle des Cxs astrocytaires. La
Cx43 est trés exprimée autour des micro-vaisseaux sanguins de I'’hypothalamus médio-basal
(MBH), un site présentant de nombreux neurones gluco-sensibles. L’expression de la Cx30 est
plus diffuse dans cette structure. Nous montrons également que I'expression protéique des Cxs
astrocytaires varie trés rapidement suite a des modifications du statut métabolique (jeline,
réalimentation, hyperglycémie). Afin d’évaluer I'implication de la Cx43 astrocytaire (majoritaire)
dans la détection hypothalamique du glucose, nous avons inhibé son expression dans le MBH, in
vivo, en injectant des siRNA permettant d’inhiber la synthése de cette protéine. L’inhibition de la
Cx43 (30% a 72h) induit une diminution de la prise alimentaire sans modification du poids, de la
glycémie et de I'insulinémie comparée aux témoins. Suite a l'injection carotidienne de glucose
(censée mimer une hyperglycémie), la sécrétion d’insuline est fortement inhibée chez les
animaux siCx43. De méme, I'effet satiétogéne du glucose semble inhibé chez ces animaux lors de
la réalimentation apres un jetine.

Ces résultats montrent pour la premiere fois, de facon intégrée, I'importance des
connexines, et probablement des réseaux astrocytaires, lors de la détection hypothalamique du
glucose. Ces nouvelles données renforcent I'importance du réle métabolique des astrocytes lors

de fonctions neuronales précises.

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

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

The aims of my thesis are 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 level). These alterations are not due to
changes in protein expression of astroglial or neuronal MCTs in the hypothalamus. We then
show that Cx43 is highly expressed in astrocytic end-feet 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 evaluate the involvement of astroglial Cx43 (the major isoform) in the
hypothalamic glucose sensing, we silenced its expression in the MBH in vivo 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 animals. The
central response to glucose is drastically inhibited 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 time in vivo, the importance of connexins 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, Connexins 30 et 43,
Monocarboxylate Transporters (MCTs).
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A la fin du XIXeme siecle, deux grands physiologistes, Claude Bernard et Walter
Cannon, décrivent pour la premiére fois la notion d’« homéostasie » comme la capacité de
I'organisme a maintenir une stabilité relative de son milieu interne, malgré des fluctuations
constantes de l'environnement. Un grand nombre de facteurs, tels que la température
corporelle ou les battements cardiaques, sont relativement constants afin d’assurer le bon
fonctionnement de I'organisme. L’homéostasie est le résultat de nombreux systémes de
régulation qui présentent les caractéristiques fondamentales suivantes : I'éloignement d’'un
facteur donné de sa valeur physiologique de référence est détecté par des récepteurs/
« senseurs » qui vont informer un centre de régulation. Ce dernier va ensuite acheminer une
réponse adaptée vers un effecteur, qui dans un second temps, va agir pour permettre le
retour a la valeur de référence.

Le maintien du poids corporel est le reflet de 'homéostasie énergétique. Au cours
de la vie, les apports et dépenses énergétiques sont variables ; pourtant, dans des conditions
physiologiques, le poids corporel reste relativement stable. Le retour a une valeur de
référence (« pondérostat ») est possible grace a un ensemble de mécanismes qui assurent un
équilibre dynamique entre les apports et les dépenses d’énergie (Figure 1). Cette notion
peut étre assimilée a une balance.

Apports énergétiques : Dépenses énergétiques :

- Prise alimentaire - Métabolisme

- Thermogéneése
- Activité physique

Figure 1 : Notion d’homéostasie énergétique

L’homéostasie énergétique résulte d’'un équilibre entre les apports d’énergie par la prise
alimentaire et les dépenses d’énergie représentées par le métabolisme de base et celui lié a
I'activité physique, et la thermogenese. Le maintien de cet équilibre permet la conservation d'un
poids stable au cours de la vie de 'individu.

Lors d’'un déséquilibre énergétique, un ensemble de régulations se met en place pour
rétablir I'équilibre énergétique. Dans le cadre plus précis de ’homéostasie glucidique, suite a
un repas, I’élévation de la glycémie induit une sécrétion d’insuline par le pancréas pour
permettre l'utilisation du glucose par les muscles et le tissu adipeux, ainsi qu’un stockage du
glucose dans le foie. Ces réactions permettent le retour rapide de la glycémie a sa valeur

basale.
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Pour permettre la préservation de ’homéostasie énergétique, il est nécessaire que
tous les acteurs du métabolisme échangent des informations de diverses natures
(humorales ou nerveuses) de facon a coordonner les actions permettant le maintien du
statut énergétique. Cette communication fait intervenir plusieurs grands systemes: les
Systemes Nerveux Central (SNC) et Neuroendocrinien (SNE), le systéme nerveux
entérique et le systéme endocrinien.

Le glucose est la premiere source d’énergie de 'organisme. L'implication du SNC
dans la régulation de I'homéostasie glucidique en particulier a été démontrée dans les
années 1950 par Jean Mayer qui énonca la théorie « glucostatique » (Mayer, 1953). Cette
théorie reposait sur I'existence de « gluco-récepteurs », sensibles aux variations de glycémie,
qui modulent en conséquence la prise alimentaire (PA). Dans la décennie suivante, Anand et
Oomura démontreérent I'existence de neurones sensibles au glucose (Anand et al., 1964;
Oomura et al., 1969). Le SNC est en effet capable d’analyser des signaux de différentes
natures : nerveux, via de nombreuses afférences en provenance de la périphérie; et
circulants, tels que des facteurs métaboliques ou hormonaux, comme le glucose ou
I'insuline. L'intégration de cette multitude de signaux aboutit a une réponse adaptée, en
modulant la PA et les voies anaboliques ou cataboliques selon les besoins. C’est donc un
dialogue complexe qui s’établit entre les différents acteurs du métabolisme.

Le dialogue entre SNC et périphérie peut se dégrader et entrainer des déséquilibres
homéostatiques qui conduisent a des pathologies. Ainsi, on constate au sein des sociétés
modernes, une augmentation accrue de cas d’obésité et de diabete de type II. Plusieurs
facteurs peuvent expliquer I'explosion de la prévalence de ces pathologies. Un déséquilibre
énergétique « positif » résultant d’'un excédent des apports (quantité d’aliments ingérés)
associé a une diminution importante de I'activité physique est favorable a la prise de poids.
De plus, nous avons hérité de mécanismes ancestraux de régulation qui tendent a
sauvegarder les réserves d’énergie qui permettait, dans d’autres situations, de survivre en
cas de famine (Berthoud, 2007). A cela, s’ajoute le stress dont les effets sur le systeme
hormonal, par exemple, ne sont pas négligeables.

Devant ce probléme de santé publique grandissant, il devient primordial de mieux
comprendre le roéle des acteurs de I’homéostasie énergétique. Ceci afin de mieux
appréhender les défauts qui se développent lors des pathologies métaboliques pour mieux
les prévenir et les traiter.
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. Régulation nerveuse de I’'homéostasie énergétique

De nombreuses structures cérébrales entrent en jeu dans la régulation nerveuse du
métabolisme. Parmi celles-ci, I'hypothalamus et le tronc cérébral (TC) sont les mieux
étudiés.

A.  Le Systeme Nerveux Central : centre d’intégration

1. L’hypothalamus

C’est au cours de la premiere moitié du XXéme siecle que des expériences de lésions
électrolytiques de I'hypothalamus ont mis en avant deux zones entrainant des activités
métaboliques opposées (Hetherington and Ranson, 1940; Anand and Brobeck, 1951). La
destruction de 'hypothalamus ventro-médian (VMH) est accompagnée d’'une hyperphagie,
ce qui lui a valu le nom de « centre de la satiété ». La 1ésion de I'hypothalamus latéral (LH)
entraine I'inanition et la perte de poids, caractéristiques qui I'ont conduit a étre nommée
« centre de la faim ».

C’est seulement apres 1970 que de nombreux nouveaux noyaux hypothalamiques
(regroupements de soma neuronaux sur une zone localisée) sont découverts. Ainsi, une
quarantaine de noyaux ont été décrits (Berthoud, 2002). Plusieurs d’entre eux participent a
la régulation de 'homéostasie énergétique. Dans la partie périventriculaire, on trouve des
noyaux impliqués dans la détection des signaux circulants (en provenance du sang ou du
liquide céphalo-rachidien, LCR), avec notamment les noyaux arqué (NA) et
paraventriculaire (PVN). Dans la partie médiane, les noyaux ventromédian (VMH) et
dorsomédian (DMN) recgoivent de nombreuses afférences sensorielles et forment de
multiples connexions avec d’autres régions de I'’hypothalamus. A ceux-1a, s’ajoute
I’hypothalamus latéral (LH) qui est constitué d’'un ensemble plus diffus de neurones qui ne
forme pas un véritable noyau. Les neurones du LH projettent vers de nombreuses aires
intra- et extra-hypothalamiques, et constituent une interface entre I'hypothalamus et les
régions limbiques et corticales, mais aussi avec le systeme somatique (Figure 2).
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Figure 2 : Vue tridimentionnelle de ’hypothalamus de rat

Vue des principaux noyaux hypothalamiques dans l'hypothalamus droit de rat. En position
ventrale, on distingue le noyau arqué (ARC sur le schéma) a proximité de I'éminence médiane
(ME) et I'hypothalamus ventro-médian (VMH). En bordure du 3¢me ventricule (3V), se situe le
noyau para-ventriculaire (PVN) dans la partie antérieure dorsale, et le noyau dorso-médian
(DMH) plus postérieur. L’hypothalamus latéral (LHA sur le schéma) est délimitée par des
pointillés sur le coté latéral de I'hypothalamus. Modifié d’apres Berthoud, 2002.

Les neurones hypothalamiques peuvent étre classés en fonction des neuropeptides
qu'ils abritent (le plus fréquent) ou encore leur capacité a détecter directement ou non les
signaux circulants. Dans le dernier cas, jusqu’a il y a peu de temps, les neurones de premier
ordre étaient considérés comme présents uniquement dans le NA, car situés a proximité de
vaisseaux sanguins fenestrés et du 3V. Cependant, diverses expériences ont montré que
certains neurones du LH étaient aussi sensibles directement a des variations de signaux
circulants comme le glucose (Karnani and Burdakov, 2011): c’est pourquoi cette
classification est remise en cause. Il était auparavant proposé que les neurones de premier
ordre projettent sur des neurones de second ordre, ainsi informés secondairement du
niveau des signaux circulants.
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Figure 3 : Projections neuronales des différents noyaux hypothalamiques

Il existe de nombreuses projections qui relient les différents noyaux entre eux. Sur ce schéma, le
noyau arqué (NA) et le noyau ventro-médian (VMH) forment I'hypothalamus médio-basal
(MBH). Le noyau paraventriculaire (PVN) est situé dans la partie antéro-dorsale de
I’hypothalamus. L’hypothalamus latéral (LH) est plus diffus et ne forme pas de véritable noyau.
Les fléches 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
projettent en direction de I'hypophyse. Le LH envoient des projections vers de nombreuses aires
cérébrales supérieures.

Les neurones hypothalamiques expriment un trés grand nombre de neuropeptides
(peptides libérés ayant un role de neuromédiateur). On peut classer ces peptides en deux
grandes familles suivant leur action sur le métabolisme énergétique : les neuropeptides
orexigenes favorisent la prise de poids en stimulant I'appétit et en diminuant les dépenses
d’énergie ; a 'inverse des neuropeptides anorexigenes qui entrainent une perte de poids en
inhibant la faim et en stimulant les dépenses d’énergie (le plus souvent, ces deux controles
sont associés). Les neuropeptides les plus étudiés seront décrits dans les noyaux dans
lesquels ils sont principalement synthétisés.

a) Le noyau arqué

Le noyau arqué (NA) est considéré comme un des premiers sites de détection
hypothalamique des nutriments. Il se trouve dans la partie tubéreuse et médio-ventrale, en
bordure du troisieme ventricule et de I’éminence médiane la ou elle est présente (Figure 2 et
3). A ce niveau, la barriere hémato-encéphalique (BHE) est perméable, de par la présence de
vaisseaux sanguins fenétrés (Ciofi et al., 2009; Mullier et al., 2010; Ciofi, 2011). Les
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variations de concentration des signaux circulant dans le sang ou le LCR seraient donc
directement détectées par les neurones du NA proportionnellement a leur taux circulant.

Ce noyau regroupe le plus grand nombre de neurones de premier ordre, notamment
deux grandes populations neuronales tres étudiées, aux effets antagonistes : les neurones
orexigenes a neuropeptide Y (NPY) et les neurones anorexigénes a pro-opio-mélano-
cortine (POMC) (Cone et al., 2001). Ces neurones sont sensibles a un ensemble de signaux
métaboliques et hormonaux. Ils integrent ces informations afin de mettre en place des
réponses adaptées, en termes de PA et de régulation de 'homéostasie métabolique via le
Systeme Nerveux Autonome (SNA) ou le Systéeme Neuroendocrinien (SNE) (détaillés
dans le paragraphe L.B.).

La pro-opio-mélano-cortine

La POMC est un peptide précurseur qui, lorsqu’il est coupé, produit plusieurs
neuropeptides, dont I'a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH). L’action anorexigene
de 'a-MSH est relayée par ses récepteurs aux mélanocortines MC3-R et MC4-R (Bultman
et al., 1992; Miller et al, 1993). MC3-R and MC4-R sont localisés dans les noyaux
hypothalamiques (NA, PVN, LH) impliqués dans la régulation de I'homéostasie énergétique
(Mountjoy et al, 1994; Lu et al, 2003; Mounien et al, 2005). Ces récepteurs sont
particulierement importants dans le contréle du métabolisme énergétique. En effet, les
souris mutées pour MC4-R et/ou MC3-R sont hyperphagiques, obéses et diabétiques
(Huszar et al.,, 1997; Chen et al., 2000; Atalayer et al., 2010). Bien que les cas d’obésité
monogénique chez 'homme soient rares, les mutations du gene POMC ou du récepteur MC4-
R sont a l'origine de 5% des cas d’obésité (Vaisse et al., 1996; Krude et al., 1998; MacKenzie,
2006). Ces études ont permis de conclure que le systéme a o-MSH induit un tonus
anorexigene et catabolique permanent via son récepteur MC4-R. Cette hypothese est
vérifiée par le fait qu'un agoniste de synthese des récepteurs MC4-R, le MTII, est capable
d’inhiber la PA chez des souris hyperphagiques (Fan et al, 1997). Bien que l'action
anorexigene de la POMC soit relayée principalement par I'a-MSH, nous garderons le terme
de « neurone POMC » pour décrire les neurones qui sont impliqués dans la régulation de
I’homéostasie énergétique via la libération d’ a-MSH.

Dans le NA, les neurones POMC co-expriment (>95%) un autre neuropeptide
anorexigene : le Cocaine-Amphetamine-Regulated Transcript (CART) (Vrang et al., 1999).
Bien qu'il soit synthétisé dans un grand nombre de régions cérébrales, la population la plus
importante de neurones CART se situe dans I'hypothalamus (Koylu et al, 1997, 1998).
L’étude de Kristensen et al. a mis en évidence sa puissante action anorexigene par
différentes méthodes chez le rat: I'injection de CART inhibe la PA induite par le NPY; a
I'inverse, 'injection Intra-Cérébro-Ventriculaire (ICV) d’anticorps dirigés contre ce peptide
entrainent une augmentation de la PA (Kristensen et al., 1998). L’action anorexigene du
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CART passe en partie par I'axe hypothalamo-hypophysaire, en stimulant la synthése de CRH
(Corticotropin Releasing Hormone) au niveau du PVN (Stanley et al, 2001; Smith et al,,
2004). La synthese de CART est notamment régulée par la leptine, I'oestradiol et le CNTF
(Ciliary Neurotrophic Factor). Le taux d’ ARNm CART est corrélé positivement avec les niveaux
de leptine circulante (Kristensen et al.,, 1998; Wortley et al., 2004). Oestradiol et CNTF ont
tous deux des effets anorexigénes en augmentant la synthése de CART (Ambati et al., 2007;
Silva et al., 2010). Chez I'homme, des mutations de CART ont été retrouvées chez des sujets
obeéses (Del Giudice et al,, 2001).

Les neurones anorexigenes POMC/CART projettent majoritairement vers le PVN et le
LH, ou ils modulent l'activit¢ de certains de ces neurones. Par des méthodes
d’immunohistochimie et de tracage rétrograde, il a été démontré que certains neurones
POMC/CART du NA projettent également vers le complexe moteur dorsal du nerf vague
(DMNV) du TC (Zheng et al., 2005) et sur les neurones préganglionnaires sympathiques de
la moelle épiniere (Elias et al., 1998a). Les récepteurs MC-3/4R ont été abondamment
retrouvés dans ces zones (Mountjoy et al, 1994), ce qui est en accord avec les études
physiologiques démontrant que les neurones POMC/CART agissent sur les réponses du SNA
(dépenses d’énergie) en modulant les signaux percus au niveau du PVN, du LH et du TC.

Le neuropeptide Y

Le NPY est principalement synthétisé dans le NA. Lorsqu'’il est injecté dans le tissu
hypothalamique ou dans le 3V, le NPY augmente la prise alimentaire et la prise de poids
(Stanley and Leibowitz, 1984; Stanley et al., 1986), tout en inhibant la dépense énergétique
et en facilitant le stockage d’énergie dans le tissu adipeux (TA) (Billington et al., 1991). Sa
perfusion chronique conduit au développement d'une obésité (Raposinho et al., 2001). A
I'inverse, les souris invalidées pour le NPY ne présentent plus la stimulation de la PA
classiquement retrouvée suite a une hypoglycémie (Sindelar et al., 2004).

Le NPY agit via sa fixation sur des récepteurs Y dont cinq sous-types ont été clonés et
caractérisés (Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6)(Lin et al,, 2004). Une étude récente suggere que les effets
de NPY sur la PA seraient relayés a la fois par les récepteurs Y1 et Y5 (Nguyen et al., 2012).

Les neurones a NPY co-expriment 'Agouti Related Peptide (AgRP), qui est aussi
anorexigene. Comme le CART avec la POMC, I’AgRP est colocalisé a 90 % dans les neurones a
NPY du NA et serait libéré en méme temps que ce dernier (Hahn et al., 1998). Sa découverte
découle directement de I'étude d’'un modele de souris obése hyperphagiques (AY) qui
surexpriment la protéine Agouti dans tout 'organisme (Lu et al.,, 1994; Fan et al., 1997).
L’AgRP, présent dans le cerveau, est un antagoniste naturel des récepteurs aux
mélanocortines MC4-R: son action orexigéne passe donc par une inhibition du tonus
anorexigene induit par I'a-MSH (Lu et al., 1994; Ollmann et al., 1997; Cone, 2005). Ainsi,
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I'injection centrale d’AgRP conduit a une hyperphagie prolongée et peut contrecarrer
I'inhibition de la PA induite par la leptine (Ebihara et al., 1999). L’AgRP et le NPY forment un
systéme orexigene tres puissant, mais qui peut étre plastique : lorsque la suppression de ces
neurones est effectuée des la naissance, les souris adultes présentent un phénotype normal,
preuve de la mise en place d’'une compensation (Erickson et al., 1996; Luquet et al., 2005).
En revanche, leur délétion a 'age adulte entraine la mort par inanition (Luquet et al., 2005).

Les neurones NPY/AgRP produisent également le neurotransmetteur inhibiteur
GABA (Tong et al, 2008). Lorsque la libération synaptique du GABA par les neurones
NPY/AgRP est empéchée, les dépenses énergétiques des souris sont augmentées, elles
deviennent minces et résistantes a I'obésité. Ceci suggere que la fonction du GABA libéré par
ces neurones est également trés importante et limite les dépenses d’énergie.

De maniere générale, les neurones NPY/AgRP projettent en direction des mémes
structures que les neurones POMC/CART, a savoir principalement le PVN et le LH dans
I’hypothalamus, mais aussi vers le TC (voir Figure 3). Les récepteurs au NPY de type Y1, Y2
et Y5 sont fortement exprimés dans le NA, le PVN et le VMH (Parker and Herzog, 1999).

Interrelations entre neurones NPY/AgRP et neurones POMC/CART

Les neurones NPY/AgRP et POMC/CART sont tres liés car ils établissent des
connexions fonctionnelles entre eux dans le NA (Cowley et al,, 2001; Roseberry et al., 2004).
Chacune de ces populations neuronales expriment certains récepteurs Y au NPY et les
récepteurs MC3-/4R al’a-MSH (Bagnol et al., 1999; Mounien et al., 2005)(Figure 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 LH (Elias et al., 1998b; Légradi and Lechan, 1999; Fekete et al., 2000a). Ces
populations innervent directement le TC, et plus particulierement le NTS (Palkovits et al,,
1987; Jobst et al., 2004).

Ces deux populations neuronales recoivent des projections nerveuses excitatrices ou
inhibitrices, via respectivement le glutamate et le GABA. De plus, il existe une modulation de
ces deux systémes antagonistes par des connections réciproques : les neurones a NPY/AgRP
inhibent le systeme a POMC, via '’AgRP (antagoniste des MC3-R) et le GABA (Cowley et al,,
2001) (Figure 4). Ces jonctions synaptiques ne sont pas figées et sont soumises a des
phénomenes de plasticité, qui peuvent étre tres rapides, de I'ordre de quelques heures
(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
jeline de 24h induit une diminution des afférences excitatrices sur les neurones a POMC
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(Sternson et al.,, 2005). En 2004, I'équipe d’'Horvath a montré que la leptine peut normaliser
le nombre de projections synaptiques sur les neurones NPY et POMC de souris ob/ob
déficientes en cette hormone, en seulement 6h (Pinto et al., 2004). Au sein de notre équipe,
nous avons montré qu’apres 3 jours de régime gras, I'activité des neurones POMC de souris
est modifiée (augmentation du tonus excitateur)(Benani et al., 2012).

Target site

NPY/AgRP ‘,/j’/

MC3R

GHSR Y2R

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 inhibiteur via la libération de GABA, d’AgRP et de NPY. Certains récepteurs
d’hormones ou de peptides connus pour réguler I'activité de ces neurones sont indiqués. LepR,
récepteur de la leptine; p-OR, récepteur opioide u; Y2R, récepteur au NPY de type 2. Dans la
plupart des cas, on ne sait pas si ces récepteurs sont pré ou post-synaptiques. D’aprés Cone,
2005.

Autres neuropeptides/neurotransmetteurs du NA

Le NA présente également des neurones qui co-expriment la Kkisspeptine, la
neurokinine B et la dynorphine A (Goodman et al., 2007). Ces neurones expriment les
récepteurs aux stéroides sexuels et sont impliqués dans la régulation de 'axe gonadotrophe
(Smith, 2008). La POMC est un précurseur qui est tronqué en plusieurs peptides, dont
I’ACTH et la B-endorphine. La 3-endorphine est un agoniste des récepteurs opoides p, qui
projette vers de nombreux noyaux, dont le PVN, le VMH et le LH. Ce peptide exerce une auto-
inhibition des neurones POMC (Markowitz et al., 1992).

b) Le noyau ventro-médian

Le noyau ventro-médian (VMH) forme avec le NA I'hypothalamus médio-basal
(MBH) dont la destruction entraine une hyperphagie. Il existe de nombreuses projections
vers le NA, le PVN, le LH, le DMN et le TC.
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Le steroidogenic factor 1 (SF1) est exprimé spécifiquement au niveau du VMH.
Plusieurs études démontrent la participation de SF1 dans la régulation du métabolisme. En
effet, les souris KO pour SF1 sont obéses (Majdic et al., 2002), ce qui suggere son role
anorexigene. Les neurones SF1 sont modulés par différentes hormones telles que la leptine
ou l'insuline, dont les effets sont antagonistes suivant les conditions expérimentales. Suite a
un régime gras, la leptine aurait un effet protecteur contre l'obésité, en stimulant les
neurones SF1, alors qu’'une sur-stimulation de la signalisation insulinique inhibe les
neurones SF1, ce qui conduit a une prise de poids (Dhillon et al., 2006; Bingham et al., 2008;
Klockener et al., 2011). Les neurones du SF1 sont glutamatergiques. La libération de
glutamate par ces neurones est indispensable pour la mise en place des réponses
homéostasiques lors de I'hypoglycémie (sécrétion de glucagon notamment)(Tong et al,
2007).

Certains neurones du VMH expriment aussi le brain-derived neurotrophic factor
(BDNF). Ce facteur neurotrophique est régulé de maniére indirecte par I'état nutritionnel
(Xu et al., 2003). Alors que son absence provoque l'obésité (Rios et al., 2001), lorsqu'’il est
injecté directement dans le VMH, le BDNF induit une chute de poids due a une baisse de la
PA et une augmentation des dépenses énergétiques chez des rats normaux (Wang et al,,
2010a). Par son action anorexigene, le BDNF injecté chroniquement dans le VMH ou le PVN
réduit 'obésité induite par un régime gras (Wang et al., 2010b; Godar et al,, 2011).

¢) Le noyau paraventriculaire

Le noyau paraventriculaire (PVN) se situe dans la partie antérieure de
I’hypothalamus. Des expériences de 1ésion du PVN s’accompagnent d’'une obésité et d'une
hyperphagie (Aravich and Sclafani, 1983; Shor-Posner et al., 1985), ce qui souligne I'action
globalement anorexigene de ce noyau. Cette action passe notamment par la régulation des
hormones pituitaires: les neurones parvocellulaires du PVN produisent la CRH
(Corticotropin Releasing Hormone), la TRH (Thyreotropin Realeasing Hormone) et les
neurones magnocellulaires, l'ocytocine. Ces peptides sont connus pour leurs effets
anorexigenes (Suzuki et al.,, 1982; Gosnell et al., 1983; Arletti et al., 1990). Ils ont également
une action au niveau de I’hypophyse, en permettant la libération de neurohormones. Le role
du systeme neuroendocrinien dans la régulation du métabolisme sera développé plus 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 et endocrines. Par le biais
des récepteurs Y1, Y5 et MC4-R (Mountjoy et al., 1994; Nguyen et al., 2012), le NPY et la
POMC produits au niveau du NA module la production et la libération des neuropeptides
anorexigenes libérés au niveau du PVN (Fekete et al., 2000a, 2000b, 2000c; Lu et al., 2003).
De maniére similaire a ce qui est retrouvé au niveau du VMH, le BDNF a une action
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anorexigene sur le PVN. Son administration chronique entraine une diminution de la PA et
du poids, via la libération de CRH (Toriya et al., 2010).

Les fibres nerveuses du PVN projettent vers de nombreuses structures cérébrales et
en premier lieu, vers les autres noyaux hypothalamiques, notamment le NA (Luiten et al,,
1987; Berthoud, 2002; Jobst et al, 2004). Les neurones du PVN émettent aussi des
projections vers le TC ou des réponses adaptées seront alors envoyées par le SNA afin de
moduler le métabolisme énergétique périphérique (Blevins et al., 2003).

d) L’hypothalamus latéral

A l'inverse des autres noyaux, 'hypothalamus latéral (LH) n’est pas précisément
défini dans l'espace. Historiquement, le LH a été associé a un « centre de la faim », car sa
destruction entraine une hypophagie (Anand and Brobeck, 1951). Parmi les neuropeptides
exprimés dans le LH, les orexines et la melanin-concentrating hormone (MCH) sont deux
neuropeptides orexigenes également fortement impliqués, de fagon inverse, dans I'état de
veille/sommeil (Qu et al., 1996; Sakurai et al., 1998).

Les orexines (ou hypocrétines)

Les orexines sont exprimés uniquement dans le LH (De Lecea et al., 1998; Sakurai et
al, 1998). L’activation de ces neurones induit notamment une augmentation du tonus
sympathique et de l'activité locomotrice, une recherche de récompense et une prise
alimentaire (Tsujino and Sakurai, 2009). L’administration central d’orexines induit
notamment une hyperphagie importante et retarde la satiété (Rodgers et al., 2002). A
I'inverse, 'absence d’orexines chez la souris entraine des symptomes de narcolepsie,
d’hypophagie et d’hypoactivité, accompagnés d’'une obésité tardive a partir de 12 semaines
(Haraetal., 2001).

La melanin-concentrating hormone

Un grand nombre de neurones du LH expriment également le neuropeptide MCH. La
MCH est considéré comme orexigéne (Qu et al., 1996) mais ses effets physiologiques sur la
PA sont complexes et semblent liés a ses possibles roles sur I'anxiété et la dépression
(Borowsky et al., 2002). Son expression est augmentée chez I'animal a jeun et la souris
ob/ob obeése (Qu et al., 1996). La perte de son expression ou de celle de son récepteur induit
une augmentation des dépenses énergétiques (car une hyperactivité) et une réduction du
poids (Shimada et al., 1998; Alon and Friedman, 2006; Chung et al., 2011). La MCH est un
peptide qui favorise le sommeil : son absence s’accompagne d’'une augmentation de I'activité
locomotrice des animaux, qui contribue a ses effets cataboliques marqués (Verret et al,,
2003; Zhou et al., 2005; Chung et al.,, 2011).
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Les neurones situés dans le LH projettent sur de nombreuses régions du cerveau
impliquées dans la régulation de I'éveil, de la récompense et du métabolisme, a savoir les
autres noyaux hypothalamiques, le cortex, le systeme limbique, le thalamus et la moelle
épiniere ; et recoivent eux-mémes des projections de la plupart de ces structures (Berthoud,
2002). En regroupant un ensemble d’informations sensorielles et de motivation, le LH peut
réguler a la fois les aspects cognitifs et autonomes de 'homéostasie énergétique. Vis-a-vis du
NA en particulier, on trouve des connexions réciproques avec les neurones a orexines et
MCH (Broberger et al, 1998; Elias et al, 1998b). Ces derniers inhibent les neurones
POMC/CART du NA (Ma et al.,, 2007) et activent les neurones a NPY/AgRP (Abbott et al,,
2003; Burdakov et al., 2003).

Sur la figure 5 sont représentés les principaux circuits neuronaux hypothalamiques
impliqués dans la régulation du métabolisme.
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Figure 5: Schéma récapitulatif des circuits neuronaux impliqués lors de la détection
hypothalamique des nutriments

Le systéme mélanocortine est le circuit le mieux caractérisé lors de la détection hypothalamique
des nutriments. Les neurones POMC/CART et les neurones NPY/AgRP du NA (ARC sur le
schéma) projettent vers de nombreux noyaux, dont le PVN, le VMH (noté VMN) et le LH. En
retour, le NA recoit des projections de ces mémes noyaux. Les neurones a orexines et a MCH du
LH interagissent avec le systéme des mélanocortines et integrent des afférences sensorielles
associées au plaisir et a la motivation, relayées ensuite par I'aire tegmentale ventrale (VTA) et le
noyau accumbens (Nac) pour déterminer la consommation de nourriture. Le NTS recoit des
projections du NA, PVN, VMH et LH et intégre ces informations avec les signaux en provenance
de la périphérie pour contrdler a la fois les effecteurs métaboliques mais aussi le comportement
pour un maintien de I'homéostasie énergétique. D’apres Blouet & Schwartz, 2010.
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2. Le tronc cérébral

La régulation de '’homéostasie énergétique est complexe et fait intervenir plusieurs
structures cérébrales, en fonction de la nature des signaux, qu’ils soient consciemment
percus ou non. Dans ce manuscrit, nous allons nous limiter a la description rapide du tronc
cérébral (TC) qui, comme I'’hypothalamus, forme une « porte d’entrée » des informations,
mais aussi le point de départ pour certaines fibres nerveuses du SNA.

De nombreuses informations sensorielles viscérales (distension gastrique au cours
du repas, par exemple) ou métaboliques (détection du glucose dans la veine porte) sont
acheminées par les fibres nerveuses du systéme nerveux autonome (SNA) et arrivent au
niveau du TC. De nombreuses efférences hypothalamiques projettent également vers le TC
qui les integre avant de moduler I'activité des organes périphériques via le SNA (Luckman
and Lawrence, 2003). Il est composé de plusieurs noyaux, localisés en dessous du plancher
du 4¢me ventricule, qui forme le complexe vagal dorsal (Figure 6), a savoir 'area postrema
(AP), le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau dorsal moteur du nerf vague
(DMNV).
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Figure 6 : Organisation du complexe vagal dorsal

Schéma d’'une coupe frontale du complexe vagal dorsal, situé dans le TC, avant le début de la
moelle épiniere. Il est constitué de I'area postrema (AP), du noyau du tractus solitaire (NTS) qui
s’étend de chaque c6té du canal central. Le noyau dorsal moteur du nerf vague (DMNV) est situé
en position ventrale du NTS.

L’AP est un organe circumventriculaire, qui comme le NA, se trouve a proximité d'un
ventricule (Figure 6) et de nombreux vaisseaux sanguins dénués de véritable BHE, ce qui lui
permet de détecter de nombreux facteurs circulants. Les neurones de I'’AP présentent de
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nombreux récepteurs a ces facteurs et sont la cible de fibres afférentes du SNA (Contreras et
al.,, 1982). Ces neurones projettent vers I'hypothalamus et le NTS (Shapiro and Miselis,
1985).

Le NTS est une véritable station relais pour les afférences viscérales et gustatives. Il a
été montré que la destruction du NTS entralnait une augmentation de la consommation de
nourriture palatable (Hyde and Miselis, 1983), démontrant son importance dans ’analyse
des informations qui controélent la PA. L’activation des afférences du SNA par des signaux de
satiété (distension gastrique, libération de cholecystokinine...) module I'activité des
neurones du NTS (Berthoud, 2008; Grill and Hayes, 2009). Avec le NA, c’est une des régions
cérébrales ou les neurones POMC sont présents. Le NTS présente une grande concentration
de MC4-R (Mountjoy et al., 1994; Berthoud et al., 2006), I'activation de ces récepteurs
conduit a une réduction de la PA (Grill et al., 1998; Williams et al., 2000). De plus, la leptine
et le NPY peuvent moduler l'activité des neurones du NTS (Grill et al., 2002; Schwartz and
Moran, 2002).

Accolé au NTS (Figure 6), le DMNV constitue une composante majeure du SNA
parasympathique (développé dans le paragraphe [.B.1.). Il contient la majorité des corps
cellulaires des neurones pré-ganglionnaires vagaux. Ceux-ci sont la cible de projections
directes des afférences sensorielles vagales et de centres supérieurs tels que le PVN, ou
indirectes via le NTS (Luckman and Lawrence, 2003).

Le TC est considéré comme un des sieges majeurs de la régulation a court-terme de
la PA (Schwartz, 2000; Berthoud, 2008).
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B. Régulation du métabolisme par le Systeme Nerveux Central

Nous venons de voir que I'hypothalamus est le principal centre intégrateur des
signaux circulants permettant la détection des nutriments. Apres analyse de ces différentes
informations, I'hypothalamus met en place des réponses adaptées qui, pour atteindre les
tissus périphériques, empruntent deux voies principales. Les fibres nerveuses efférentes
hypothalamiques sont notamment projetées vers ’hypophyse, une glande neuroendocrine
reliée a I'hypothalamus par la tige pituitaire ; et vers le TC et la moelle épiniere (colonne
inter-médio-latérale), qui sont les points de départ des fibres efférentes du Systéeme
Nerveux Autonome (SNA).

Dans ce paragraphe, nous allons décrire brievement ces deux grandes composantes,
que forment l'axe hypothalamo-végétatif et I'axe hypothalamo-hypophysaire, en nous
intéressant particulierement a la régulation nerveuse de la sécrétion d’insuline et de la
production hépatique de glucose, deux composantes particulierement contrélées par la
détection hypothalamique du glucose.

1. Le systéme nerveux autonome

Le systeme nerveux peut étre classé suivant diverses catégories. On oppose souvent
le SNC (cerveau et moelle épiniere) au systéme nerveux périphérique, qui comprend
notamment le systeme nerveux entérique. On peut également distinguer les systémes
nerveux somatique et autonome. Comme son nom l'indique, le SNA regroupe l'’ensemble
des nerfs permettant la régulation nerveuse de I'organisme sans controle volontaire. Dans le
cadre du contréle du métabolisme, le SNA est une voie efférente majeure puisqu’il innerve
une grande majorité des organes périphériques, dont le tractus gastro-intestinal et la
plupart des tissus/organes impliqués dans le métabolisme énergétique.

a) Organisation générale

Le systeme nerveux autonome (SNA) controle les fonctions végétatives de
I'organisme. Il est constitué de deux grandes composantes qui sont les systéemes nerveux
sympathique et parasympathique. Leur activité sur un organe donné a souvent des effets
opposés. Ainsi, pour ce qui concerne le controle du métabolisme, le systéme
parasympathique est impliqué dans la mise en place de réactions anaboliques, en favorisant
le stockage d’énergie. Il sera activé suite a un repas, dans des conditions de repos (Teff,
2007)(Figure 7). A l'inverse, le systeme sympathique prépare I'organisme a des situations
«d'urgence » (nécessitant par exemple une activité locomotrice accrue), comme lors d'un
affrontement ou de la fuite («fight or flight» en anglais), en mobilisant les réserves
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d’énergie (catabolisme). Dans le cadre de la régulation du statut énergétique, il sera activé
dans les situations de déficit énergétique (Scheurink and Nolan, 1996; Teff, 2007)(Figure 7).

Les modifications du tonus autonome sont rendues possibles par les nombreuses
connexions (souvent réciproques) entre l'hypothalamus et le TC. Ainsi, le LH est
interconnecté avec le TC qui contient la majorité des neurones pré-ganglionnaires
parasympathiques. Le NA, outre ses nombreuses projections au sein des noyaux hypothala-
miques et du TC, émet des efférences directes vers la colonne inter-médio-latérale de la
moelle épiniere, d’ou partent les fibres sympathiques (Luiten et al., 1987; Elias et al., 1998b;
Buijs et al.,, 2001). De la méme manieére, le PVN émet des projections vers le DMNV, ou sont
situés les neurones pré-ganglionnaires parasympathiques, mais aussi vers la colonne inter-
meédio-latérale (Shapiro and Miselis, 1985; Jobst et al., 2004). Ces connexions permettent a
I’hypothalamus d’influencer l'activité du SNA qui contréle, entre autres, les sécrétions
pancréatiques, le stockage des AGL dans le TA, la thermogenese, la capture de glucose ou la
production hépatique de glucose par exemple.

Sympathetic nervous system Parasympathetic nervous system

Hormone release

sulin-independe
glucose uptake

TRENDS in Endocrinology & Metabolism

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

Le systéme sympathique présente des neurones pré-ganglionnaires (traits noirs) qui ont pour
origine la colonne inter-médio-latérale. Ils font relais avec les neurones post-ganglionnaires
(traits bleus) au niveau de nombreux ganglions. Ce systeme favorise les réactions cataboliques :
il diminue notamment la sécrétion d’insuline, stimule la production hépatique de glucose, la
lipolyse et la thermogenése au niveau du TA. Bien que les muscles soient souvent associés a
I'innervation somatique (mouvements volontaires), le systeme sympathique joue un role
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important dans la capture musculaire de glucose, indépendante de l'insuline. Le systéme
parasympathique présente une organisation en nerfs craniens (traits verts) qui innervent, dans
la majorité des cas, les mémes organes via des neurones post-ganglionnaires (traits rouges). A
I'opposé du sympathique, le systéme parasympathique favorise les réactions anaboliques.
D’aprés Marino etal., 2011

Il est important de noter que I'équilibre entre tonus sympathique et parasympa-
thique est capital pour le maintien de ’homéostasie énergétique. Ainsi, cet équilibre serait
modifié dans les pathologies métaboliques. Chez des animaux obeses ou soumis a un régime
gras, on assiste a une augmentation du tonus parasympathique couplée a une diminution du
tonus sympathique, notamment au niveau pancréatique (Takahashi et al., 1995; Magnan et
al,, 1999), ce qui conduit a une hyper-sécrétion d'insuline (Atef et al., 1995).

a) La régulation nerveuse de la sécrétion d’insuline

Le pancréas endocrine est constitué de plusieurs types cellulaires. On trouve
notamment les cellules a et 3, qui produisent respectivement du glucagon et de l'insuline.
Ces deux hormones sont extrémement importantes dans le contréle du métabolisme
glucidique. Dans ce manuscrit, nous nous limiterons a la description de la régulation
nerveuse de la sécrétion de l'insuline, seule hormone hypoglycémiante de I'organisme.

L’action du SNA sur la sécrétion d’insuline a été démontrée suite a des expériences
dans lesquelles des rats sont nourris pendant 2h uniquement. Apres quelques 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'homme, une stimulation orale avec de la nourriture (sans variation de la glycémie)
entralne une augmentation de la sécrétion d’insuline (Teff et al., 1993). On parle de « phase
céphalique » de la sécrétion d’'insuline, c'est-a-dire la détection nerveuse du glucose dans la
cavité orale (Teff, 2011). Cette stimulation est relayée par le nerf vague, qui innerve les
cellules B, ce qui améliore la tolérance au glucose par la suite en préparant les ilots a
I'hyperglycémie (Zawalich et al., 1989; Teff and Engelman, 1996). A I'opposé, la libération
d’insuline est inhibée par la noradrénaline libérée par les rameaux du nerf sympathique
splanchnique (Ahrén, 2000)(Figure 8).

Par diverses expériences de marquage rétrograde et de lésions, il a pu étre démontré
que le PVN et le MBH (via le DMNV) sont particulierement important dans le controle
nerveux de la sécrétion d’insuline, structures ou les neurones sensibles au glucose sont
présents (Berthoud et al., 1990; Jansen et al., 1997; Buijs et al., 2001; Paes et al., 2006).
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b) La régulation nerveuse de la production hépatique de
glucose

L’activation du nerf vague inhibe les enzymes de la néoglucogenese (PEPCK,
Phospho-énol-pyruvate Carboxy Kinase) et activent celles permettant la glycogénogenése
(glycogene synthase) ce qui diminue progressivement la glycémie (revu par (Corssmit et al.,
2001; Yi et al.,, 2012)). Ces effets sont abolis par une vagotomie (Matsuhisa et al., 2000;
German et al, 2009) ainsi que linjection d’atropine, un antagoniste cholinergique
muscarinique (Boyle et al., 1988). A l'inverse, I'activation du systéme sympathique induit
une production hépatique de glucose trés rapide, via une innervation directe des
hépatocytes et la stimulation de la sécrétion de glucagon et d’adrénaline. La glycogene
phosphorylase est activée, ce qui conduit a une dégradation des stocks de glycogene (revu
par (Corssmit et al,, 2001; Yi et al., 2012)(Figure 8).

Globalement, le LH et le MBH sont respectivement a l'origine des fibres
parasympathiques et sympathiques qui innervent le foie. Le PVN et le TC sont des relais
(Stanley et al., 2010). Certains neurones hypothalamiques sont a 'origine de I'activation du
nerf vague pour augmenter la glycogénogenése (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 systéeme neuro-endocrinien

Nous venons de voir que la régulation du métabolisme par le SNC est relayée par le
SNA, qui innerve une grande partie des organes. Il existe une autre voie d’action, qui passe
par la production de neuro-hormones qui sont libérées dans la circulation sanguine : c’est le
systéeme neuro-endocrinien (SNE). Il fait intervenir deux structures importantes:
I'’hypophyse, en position ventrale de 'hypothalamus (Figure 9), et la médullo-surrénale,
apposée sur la capsule rénale. Le SNA et le SNE présentent des interconnexions importantes,
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car des populations hypothalamiques communes vont interagir pour moduler 'activité du
SNA et/ou la libération d’hormones via le SNE.

Le PVN, qui recoit des projections du NA et du LH, produit des neuropeptides
agissant sur '’hypophyse. Ceux-ci modulent notamment la libération de TRH et CRH, deux
neuropeptides impliqués dans le controle du métabolisme énergétique.
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Figure 9 : Le systeme hypothalamo-hypophysaire

L’hypophyse présente la particularité d’étre composée d’une structure nerveuse, la
neurohypophyse (postérieure) et d’'une structure endocrine, I'adénohypophyse (antérieure). Au
niveau de I’éminence médiane, entre hypothalamus et hypophyse, il existe une riche
vascularisation qui forme un systéme porte dans lequel les neuro-hormones hypothalamiques
peuvent étre libérées, pour atteindre I'’hypophyse. D’autre part, certains neurones de
I’hypothalamus projettent directement sur la neurohypophyse. L’ensemble forme I'axe
hypothalamo-hypophysaire, qui contréle un grand nombre de fonctions primaires telles que la
reproduction, la croissance ou encore le stress.

L’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien

La TRH stimule la production de TSH (Thyroid Stimulating Hormone) par les cellules
thyréotropes de 'adénohypophyse, qui conduit a la libération des hormones thyroidiennes
T3 et T4 (Figure 10). Ces hormones sont connues depuis longtemps comme d’importants
régulateurs du métabolisme basal et interviennent dans la thermorégulation (Silvestri et al.,
2005). Indépendamment du maintien de I'homéothermie, on distingue deux types de
thermogeneses liées au repas : une obligatoire, conséquence de 'ensemble des réactions
meétaboliques exothermiques, et une «adaptative» qui est modulée en fonction de
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I'environnement ou de l'alimentation. Les hormones thyroidiennes participent a la
régulation de ces deux types de thermogenese. L’hormone T3 induit notamment
I'expression des protéines découplantes UCP (Uncoupling Protein) dans le TA brun, riche en
mitochondries, ce qui permet notamment la dissipation de I'énergie ingérée excédentaire
sous forme de chaleur (Fukuda et al., 2007). Ce controle est assurée de fagon synergique
avec celui du systeme nerveux sympathique (Bachman et al.,, 2002). Cette thermogenése
adaptive est augmentée (apres un repas, on parle aussi de thermogeneése post-prandiale 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 hypothalamiques participent aux modifications du contréle de la
thermogenese, via le SNA et le SNE. Lorsque le VMH est détruit, I'augmentation de la
thermogenese dans le TA brun (relayée par le SNA sympathique) n’est plus observée en
réponse a une injection de glucose dans ce noyau (Sakaguchi and Bray, 1987, 1990). En
revanche, elle est toujours présente lorsque l'injection de glucose est réalisée dans le 3V (Le
Feuvre et al,, 1991), preuve de 'implication de plusieurs noyaux hypothalamiques dans la
détection du glucose et I'induction du contréle de la thermogenéese dans le TA brun. Il est
bien établi que le glucose, indépendamment de l'action de l'insuline, induit une
thermogenese via le SN sympathique (Levin and Sullivan, 1987; Nacht et al., 1987).
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Figure 10 : La thermogenése induite par le SNA et les hormones thyroidiennes
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A l'opposé, lors du jeline, afin de limiter les dépenses d’énergie, la sécrétion de TSH,
de TRH et des hormones thyroidiennes est inhibée, et celles circulantes sont rapidement
éliminées par le foie. Ces actions sont notamment régulées par le systeme des
mélanocortines hypothalamiques (Vella et al., 2011), qui participent donc a la régulation du
métabolisme énergétique en modulant les dépenses d’énergie par thermogeneése.

L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) est impliqué pour répondre a des
réponses de stress, comme lors de la recherche de nourriture. Le PVN libére le CRH dans le
systeme porte de I'’éminence médiane et stimule la synthése d’ACTH (AdrenoCortico-Tropic
Hormone) par les cellules corticotropes, a partir de POMC, au niveau de 'adéno-hypophyse.
L’élévation d’ACTH conduit alors a la production de glucocorticoides (GCs) par la cortico-
surrénale, la partie la plus externe des glandes surrénales. Chez I'Homme, le cortisol est la
forme active des GCs, chez le rat, c’est la corticostérone. Ces GCs exercent un rétrocontrole
négatif sur la synthese de CRH, ce qui limite par la suite sa propre production, afin d’éviter
d’atteindre des niveaux de GCs toxiques (De Kloet et al., 2005). Les actions conjointes du
SNA et du systéme neuroendocrinien sur la production de GCs et d’adrénaline sont
représentées dans la figure 11.
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{augmentation de la production
hépatigue de glucose et inhibition
sécrétion insuline)

Figure 11 : L’axe hypothalamo-surrénalien

Dans des situations de stress, comme cela peut étre le cas lors de la recherche de nourriture, la
stimulation de 'axe hypothalamo-surrénalien passe par deux voies : une voie directe par le SN
sympathique qui conduit a la production d’adrénaline par la médullo-surrénale (équivalent d'un
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ganglion sympathique) ; et une voie indirecte, par la libération de cortisol, via le SNE. L’ensemble
de ces réactions conduit globalement a une mobilisation des réserves énergétiques (glycogene et
triglycérides) pour faire face a la situation de stress. La sur-stimulation de cet axe, avec un exces
de GCs, conduit au développement d’'une résistance a I'insuline et la mise en place de pathologies
métaboliques (Nieuwenhuizen and Rutters, 2008; Maniam and Morris, 2012).

De maniere paradoxale, alors que la CRH diminue la PA (Gosnell et al., 1983;
Richardson et al,, 2002), les GCs 'augmentent comme en témoigne I'hypophagie induite par
I'adrénalectomie et reversée par une supplémentation en cortisol (revue par (La Fleur,
2006)). Ceci s’explique notamment par le fait que la CRH inhibe la PA induite par le NPY
(Heinrichs et al., 1993), alors que les GCs la stimulent via une augmentation de la synthese
de NPY (Sato et al., 2005). De plus, il semble que les GCs orientent vers la consommation
d’aliments plus riches énergétiquement (Tempel and Leibowitz, 1989; Zellner et al., 2006).
Ainsi, les GCs favorisent la prise de poids : les personnes atteintes d’hypercortisolémie
développent souvent une obésité, alors que I'adrénalectomie induit une chute de poids et
protége de I'obésité (Solomon and Mayer, 1973; Freedman et al., 1986). De nombreuses
études suggerent ainsi que ’hyperactivité de certaines composantes de I'axe HHS participe
au développement de I'obésité (Guillaume-Gentil et al., 1990; Nieuwenhuizen and Rutters,
2008).

Au niveau cellulaire, il a été montré qu’en absence de GCs, les modifications
d’expression de NPY et POMC suite a la reprise alimentaire ne sont plus présentes (Uchoa et
al,, 2012). De plus, le BDNF (libéré par des neurones du VMH) participe, de pair avec les GCs,
alarégulation de I'axe HHS, via la production de CRH par le PVN (Jeanneteau et al., 2012).
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C. Signaux permettant le maintien de I’'homéostasie
énergétique

Afin de mettre en évidence les signaux hypothalamiques pergus et impliqués dans le
contrdle de I'homéostasie énergétique, que ce soit la régulation de la PA ou du métabolisme,
différentes approches méthodologiques ont été utilisées. Ainsi, des injections de métabolites
et/ou d’hormones dans le parenchyme ou le 3V ont été réalisées. Ces injections sont souvent
accompagnées d’agents pharmacologiques et/ou de manipulations génétiques afin de
moduler les acteurs de la détection des signaux. Pour les signaux nerveux, ne seront
développées que les afférences nerveuses en relation avec la détection périphérique du
glucose, dans le paragraphe II.

1. Les hormones

Il existe un grand nombre d’hormones circulantes susceptibles de contréler les
apports et/ou les dépenses d’énergie. Je m’attacherai ici a la description de I'insuline et de la
leptine, dont les concentrations circulantes sont corrélées au poids corporel et a la masse
adipeuse, ainsi qu’a celle de la ghréline, unique hormone connue stimulant la PA. De
nombreuses données montrent le réle de ces hormones dans la régulation hypothalamique
de la PA, du poids corporel, mais aussi de I'activité du SNA. Leur récepteur est fortement
concentré au niveau de 'hypothalamus, en particulier dans la NA (Marks et al., 1990;
Tartaglia et al., 1995; Willesen et al., 1999). Ces hormones sont 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 tableau, le role de
ces principales hormones. Je ne détaillerai pas leurs voies de signalisation, qui ont fait 'objet
d’'un grand nombre de revues (Cowley et al., 2003; Hassouna et al.,, 2010; Harrold et al,
2012).

Plus récemment, une nouvelle hormone sécrétée par le TA, I'apeline, a été montré
comme impliquée dans la régulation de I'homéostasie énergétique. Au niveau central,
I'apeline contrdle le poids corporel, la PA, ainsi que 'homéostasie glucidique par une
signalisation NO-dépendante (Castan-Laurell et al, 2011), en jouant notamment sur le
systéme des mélanocortines (Reaux-Le Goazigo et al,, 2011).
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Hormones (Sites de
production -
Stimulation de la

Cellules/Tissus/
Organes dont l'activité
est modifié

Effets métaboliques majeurs

Dérégulations
métaboliques

production)
Hypoglycémiante, via
Résistance a l'insuline
— Induit le transport du glucose (internalisation du
Muscles et TA via GLUT4 (Gonzalez-Sanchez and récepteur, altération
Serrano-Rios, 2007) des voies de
signalisation)
— Supprime la néoglucogeneése et
Insuline Foie stimule la glycogénogeneése (via le

-produite par la cellule
B pancréatique

-sécrétion stimulée par
I'’hyperglycémie
principalement

SNA) (Obici et al, 2002b)

Hypothalamus : effet
global

Anorexigéne
(McGowan et al., 1990, 1992)

Neurones NPY/AgRP

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

Neurones POMC/CART

Augmente |'expression et la
libération de POMC (Benoit et al.,
2002)

SNC

Potentialise les effets du glucose
etdela CCK (Riedy etal.,, 1995;
Alquier et al.,, 2003)

Résistance a l'insuline
(Marino etal., 2011)

Leptine

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

-production stimulée
avec I'augmentation de

la masse grasse

SNC : effet global

dont Hypothalamus
et NTS

Anorexigene
(Campfield et al., 1995; Tartaglia
etal, 1995; Seeley et al,, 1996;
Halaas et al., 1997; Elmquist et al.,
1998; Grill et al., 2002)

Neurones NPY/AgRP

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

Neurones POMC/CART

Augmente |'expression et la
libération des peptides
anorexigénes
(Cheung et al., 1997; Cowley et
al,, 2001; Hill et al,, 2008)

Augmente |'expression de TRH

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

(Schwartz et al., 1996b)

Résistance a la leptine
lors de 1'obésité
(Morton and Schwartz,
2011; Ghamari-
Langroudi, 2012)
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Leptine

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

-production stimulée
avec I'augmentation de
la masse grasse

Potentialise les effets centraux de

Perfusion chronique
diminue la sensibilité
hypothalamique a

SNC la CCK . ]
l'insuline (Koch et al.,
(Emond et al., 1999)
2010; Burgos-Ramos et
al, 2011)
Augmente la thermogenese par
TA brun 'expression de UCP1, via le SNA

(Scarpace etal., 1997)

Organisme entier

— Augmente I'activité motrice et
la consommation d’oxygéne
(Scarpace etal., 1997)

— 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;

Hypothalamus

Orexigéne
(Willesen et al., 1999; Tschop et
al,, 2000; Wren et al.,, 2000)

Neurones NPY/AgRP

Augmente la libération de NPY
(Cowley et al.,, 2003)

Augmente la motilité gastrique et

Diminution des taux de
ghréline chez les

Ari tal. 2001 Estomac les sécrétions acides de I'estomac be

" . ersonnes obeses
rlyasueta ) (Tschop et al., 2000) P .

— : (Tschop et al., 2001)

. Diminution de l'expression de
- Production

) TA brun UCP1 et UCP3 (Tsubone et al,,
augmentée avant le

, 2005)
repas (Cummings et al,, Stimalation de Lol -
imulation de la lipogenése
2001) TA blanc bog
(Tsubone et al.,, 2005)
2. Les nutriments

Mises a part leurs fonctions métaboliques, enzymatiques ou structurales, les

nutriments ont également une fonction « informative » pour le cerveau, étant donné que
leur concentration est un reflet immédiat du statut énergétique de I'organisme, avant méme
qu’ils n’aient déclenché des modifications de concentrations hormonales. Historiquement,
une des premiéres expériences visant a démontrer une détection directe des nutriments par
le SNC consistait a injecter par voie ICV des métabolites dans le 3V (Davis et al., 1981).
Depuis, les preuves de I'importance de la détection de ces nutriments dans le maintien de
I’'homéostasie énergétique se sont multipliées.

Dans les paragraphes suivants seront décrits brievement les principaux réles des
acides gras et des acides aminés dans la régulation de '’homéostasie énergétique. Pour ce
qui est des glucides, et plus particulierement du glucose qui nous intéresse dans 1'équipe,
elle sera développée plus en détails dans le paragraphe II.
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a) Les acides gras

Les lipides peuvent étre directement détectés par I'hypothalamus. Ainsi, une
augmentation de la concentration en acides gras libres (AGL) (en injectant directement des
AGL ou en inhibant I'’enzyme qui permet leur dégradation) dans le 3V induit une inhibition
de la PA (Loftus et al., 2000; Obici et al., 2002a), une diminution de la production hépatique
de glucose (Obici et al.,, 2002a) et module la sécrétion et I'action de l'insuline en réponse a
une charge périphérique en glucose (Clément et al., 2002; Cruciani-Guglielmacci et al,
2004). Les effets de ces acides gras sur les tissus périphériques (foie, pancréas) sont dus a
une modification de l'activité du SNA, plus particulierement une diminution du tonus
sympathique, via 'hypothalamus (Clément et al.,, 2002; Cruciani-Guglielmacci et al., 2004,
2005).

Différentes équipes s’attachent a découvrir les acteurs cellulaires responsables des
effets cérébraux des lipides, en fonction de leur nature. Dans I'hypothalamus, certains
neurones présentent une modification d’activité électrique en réponse aux AGL (Oomura et
al,, 1975; Wang et al,, 2006). 1l a été démontré I'existence de neurones sensibles aux AGL
grace a l'utilisation du marqueur d’activation cellulaire c-Fos, d’enregistrements électriques
in vivo apres une injection intracarotidienne d’acide oléique et par électrophysiologie
(Chang et al., 2004; Cruciani-Guglielmacci et al., 2004; Wang et al., 2006). Globalement, les
AGL activent certains neurones du LH et en inhibent d’autres dans le NA, le VMH et le PVN
(Cruciani-Guglielmacci et al., 2004). Que ce soit ex vivo (tranches d’hypothalamus) ou in vivo
(enregistrements multicellulaires), la réponse des neurones du NA a I'acide oléique dépend
de la concentration en glucose/la glycémie (Wang et al., 2006). Ex vivo par exemple, lorsque
la concentration en glucose est de 2,5mM, on trouve des neurones excités et d’autres inhibés
par 'acide oléique. En revanche, lorsque la concentration en glucose est descendue a 0,1mM,
il ne reste que des réponses inhibitrices a I'acide oléique (Wang et al., 2006).

L’hypophagie induite par une augmentation hypothalamique des AGL est corrélée a
une diminution de l'expression de NPY (Loftus et al, 2000; Morgan et al, 2004). En
revanche, dans ces études, aucune variation d’expression de la POMC n’a été détectée (Obici
et al., 2002a). Une étude plus récente montre cependant que I'acide oléique inhibe I'activité
des neurones POMC (Jo et al., 2009).

Les mécanismes moléculaires proposés dans la détection des AGL passent par la
métabolisation de ces derniers, détaillée dans la figure 12.

Les enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides, comme l'acétylCoA
carboxylase (ACC) et la fatty acid synthase (FAS), ainsi que les transporteurs d’acyl-CoA
CPT1 et 2 (transport mitochondrial) sont exprimés dans le NA et le VMH (Sorensen et al.,
2002), des noyaux hypothalamiques qui sont donc impliqués dans la régulation de la PA, via
la détection des AGL. Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette détection ne sont
pas encore totalement élucidés. Il existe deux hypotheses qui s’opposent (Figure 12) :
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Figure 12 : Représentation schématique du métabolisme cellulaire des lipides ainsi que leur
implication dans la régulation nerveuse du métabolisme énergétique.

Une fois a l'intérieur de cellules, les AGL sont rapidement estérifiés en acyl-CoA par I'Acyl-CoA
Synthase (ACS). Le devenir des acyl-CoA et leur signalisation font I'objet de deux hypotheéses.

® Les acyl-CoA ont deux origines possibles : soit, via 'action de I’'ACS, a partir des AGL ; soit
néformés par l'action de la FAS (Fatty Acid Synthase) a partir de malonyl-CoA. Le malonyl-CoA
est lui-méme dérivé de I'acétyl-CoA, produit de la glycolyse, par I'’Acétyl-CoA Carboxylase (ACC).
L’entrée des acyl-CoA dans la mitochondrie est contrélée par la disponibilité en malonyl-CoA. En
effet, le malonyl-CoA inhibe CPT1 (Carnitine-palmitoyltransferase 1), un des transporteurs
mitochondriaux des acyl-CoA (avec le CPT2). Un taux important de malonyl-CoA contribue donc
a faire augmenter la concentration cytoplasmique des acyl-CoA. Cette accumulation
engendrerait une activation des canaux Karp dépendants, induisant une dépolarisation du
neurone (Lam et al., 2005c).

La Kinase activée par 'AMP (AMPK) jouerait également un rdle important dans la régulation de
la détection des lipides. Elle participe au controle de la formation de malonyl-CoA, en inhibant de
facon allostérique I’ACC (Lépez et al.,, 2008).

@ Les acyl-CoA sont transportés dans la mitochondrie par lintermédiaire de deux
transporteurs, CPT1 et CPT2, localisés respectivement sur la membrane mitochondriale externe
et interne. La B-oxydation des acyl-CoA conduit a la formation d’ATP et d’especes actives de
I'oxygene (mEAOs). L’ATP produit ferme les canaux Karp. Quant aux mEAOs, leur(s) cible(s) ne
sont pas encore identifiées.

1) Selon la premiere hypothese, c’est I'accumulation des AGL et des Acyl-CoA dans le
cytoplasme qui constituerait le signal anorexigéne ou catabolique. Différentes études
pharmacologiques, utilisant des inhibiteurs de la FAS ou de CPT1, montrent une
accumulation d’acyl-CoA accompagnée d’une inhibition de la PA et de la néoglucogenese
hépatique (Loftus et al., 2000; Obici et al., 2002a, 2003; Kim et al., 2004).
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2) C’est la métabolisation des acyl-CoA dans la mitochondrie (f-oxydation et respiration)
(Cruciani-Guglielmacci et al., 2004) qui permet notamment une augmentation de la
production d’especes actives de I'oxygene (mEAOs), responsable des signaux de satiété
(Benani et al., 2007). En effet, lorsque la production des mEAOs est bloquée, I'inhibition
induite par les AGL n’est plus présente. La signalisation via les mEAOS est également
impliquée lors de la détection du glucose, elle sera développée dans le paragraphe II.

Plusieurs produits de la métabolisation des AGL peuvent agir comme molécule-
signal, proportionnellement a leur concentration, pour modifier le potentiel de membrane et
la fréquence des potentiels d’action des neurones. En effet, ils modulent la conductance de
canaux ioniques, notamment les Katp (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;
Joetal,, 2009).

De plus, les AGL peuvent étre des modulateurs directs de la transcription, car il existe
des séquences régulatrices sensibles aux AGL, comme les PPAR (Peroxisome Proliferator
Activated Receptor) (Chakravarthy et al., 2007; Diano et al., 2011).

Il existe des interrelations entre la détection des lipides et celle du glucose, qui
passent par des voies de signalisation communes (via le malonyl-CoA et I'action sur les Katp
notamment).

b) Les acides aminés

Depuis plus de 50 ans, il est connu que la consommation d’un régime hyperprotéiné
est satiétogene (Mellinkoff et al., 1956; Porrini et al., 1997). Certains acides aminés semblent
plus particuliéerement impliqués: ainsi, une injection de leucine dans le 3V inhibe trés
fortement la PA (Cota et al., 2006; Morrison et al., 2007). A I'inverse, la consommation d’un
régime carencé en protéines ou en un acide aminé particulier conduit au développement de
préférences alimentaires vis-a-vis de protéines ou de I'acide aminé manquant, que ce soit
chez 'Homme ou le rat (Gietzen, 1993; Gibson et al.,, 1995).

La détection centrale des acides aminés passe par plusieurs voies directes ou
indirectes. Pour les voies indirectes, le passage des acides aminés au niveau duodénal induit
la sécrétion de CCK qui déclenche I'effet anorexigene des protéines au niveau central. Il a
aussi été démontré la présence de récepteurs hépato-portaux sensibles aux acides aminés,
qui lorsqu'’ils sont stimulés, activent des afférences nerveuses en direction du TC (Niijima
and Meguid, 1995; Duraffourd et al., 2012).

Plusieurs arguments montrent également une détection centrale directe des acides
aminés. L'injection de leucine dans le MBH induit une activation des neurones POMC du NA,
des neurones a ocytocine du PVN, et des neurones du NTS afin de diminuer la PA (Blouet et
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al,, 2009). A l'inverse, les acides aminés inhibent les neurones a NPY/AgRP (Morrison et al,,
2007). Récemment, il a été démontré que les neurones a orexines du LH sont également

capables de détecter des variations de concentrations en acides aminés (Karnani et al,,
2011).

Parmi les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans ces effets, on trouve
'activation de la signalisation mTOR (Cota et al, 2006; Morrison et al., 2007). Le ratio
AMP/ATP semble étre crucial pour l'activation de la mTOR (mammalian Target of
Rapamycin). Lorsqu’il augmente, signe d’'un manque énergétique, I'activité de la kinase
mTOR augmente, entralnant des phénomenes de transcription (Dennis et al.,, 2001; Cota et
al., 2006; Wullschleger et al., 2006). Plusieurs études mettent en avant le role de la leucine
comme un signal physiologique de la disponibilité en acides aminés. GCN2 et S6K1 font
partie des kinases qui participent aux réponses mises en jeu lors de la privation en leucine,
et induisent des phénomeénes de transcription (Maurin et al., 2005; Blouet et al., 2009; Xia et
al,, 2012).
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ll. Leglucose dans le contréle de I’'homéostasie énergétique

Nous venons de voir que des signaux lipidiques ou protéiques permettent au SNC
d’appréhender le statut énergétique de l'organisme et de mettre en place des réponses
physiologiques adaptées. Au sein de notre équipe, nos recherches visent a mieux
comprendre la détection hypothalamique d'un glucide en particulier : le glucose. Le glucose
représente une source énergétique majeure pour tous les organes et en particulier pour le
cerveau, pour lequel il est le substrat énergétique essentiel en conditions physiologiques.
Afin d’assurer l'intégrité de 'organisme, la glycémie est donc finement controlée : elle est
maintenue autour d’une valeur physiologique de référence, qui est de 5 mM en condition
basale chez 'Homme.

Le SNC joue un réle majeur dans la régulation de la glycémie, en premier lieu pour
son propre fonctionnement comme organe mais également pour I'ensemble de I'organisme.
Afin d’assurer cette régulation aussi finement que possible, il est capable de détecter les
variations de glycémie. Il existe néanmoins d’autres organes capables de détecter ces
variations, dont I'un occupe un role majeur : le pancréas endocrine, en particulier les cellules
B. Ces différents « détecteurs» périphériques seront détaillés avant de décrire plus
précisément la détection hypothalamique du glucose.

A. Détection extra-hypothalamique du glucose

1. Le pancréas endocrine

Le pancréas endocrine est organisé en ilots de Langherans, composés de plusieurs
types cellulaires : les cellules a, B, o, § et &, qui synthétisent respectivement le glucagon,
I'insuline, la somatostatine, le polypeptide pancréatique (aussi appelé PP) et la ghréline
(Granata et al., 2010). Dans ce paragraphe, seule la détection du glucose par la cellule {3 sera
décrite. Les connaissances sur les mécanismes de détection du glucose dans la cellule § ont
mis en évidence de nombreuses analogies avec ceux des autres sites de détection identifiés
(Schuit et al., 2001; Pénicaud et al., 2006; Diano and Horvath, 2012).

La détection du glucose par la cellule 8 est extrémement connue (comparativement a
celle de T'hypothalamus) et documentée depuis longtemps. Cette cellule exprime
majoritairement l'isoforme GLUT2 des transporteurs au glucose chez les rongeurs (GLUT),
dont I'affinité pour le glucose est faible. Cette propriété permet, lors d'une hyperglycémie, de
transporter le glucose dans la cellule de fagon proportionnelle a I'augmentation de glycémie.
Associée a GLUTZ, la glucokinase (ou hexokinase 1V) a, elle aussi, une faible affinité pour le
glucose et elle n’est pas inhibée par son produit, elle transforme donc rapidement le glucose
en glucose-6-phosphate, de maniere proportionnelle a la disponibilité en glucose. Ainsi
phosphorylé, le glucose suit la voie de la glycolyse puis le cycle de Krebs dans la
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mitochondrie. La signalisation la plus décrite implique alors la synthése d’ATP, qui induit
I'élévation du ratio d’ATP/ADP cytosolique, entralnant la fermeture des canaux
potassiques Karp. Ceci provoque une dépolarisation de la cellule 3, conduisant a I'ouverture
de canaux calciques voltages dépendants. L'entrée de calcium dans la cellule déclenche la
libération des granules d’insuline (Figure 13).

Glucose
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Figure 13 : Schéma représentant la sécrétion d’insuline par la cellule B pancréatique en
réponse a une augmentation de la glycémie.

2. Le systéme nerveux entérique

Au niveau du tube digestif, le glucose induit un grand nombre de réponse, a la fois au
niveau intestinal et pancréatique. Lors d'un repas, le passage du bolus alimentaire dans la
cavité orale stimule des nerfs sensitifs. Ceci entraine une petite sécrétion pancréatique
d’insuline, qui « amorce » le pancréas pour l'arrivée des nutriments (Teff, 2011). Apres
digestion enzymatique, le glucose est directement détecté dans la lumiere de l'intestin. Sa
présence est rapidement signalée au SNC, a la fois par un relais nerveux, via les neurones du
plexus myentérique et le nerf vague, et indirectement par la libération d’hormones appelées
incrétines, dont le GLP1 (Migrenne et al., 2006).

Le glucose est détecté par les cellules entérochromaffines du duodénum, via le co-
transporteur de glucose couplé au sodium SGLT3. Celles-ci liberent alors de la sérotonine
(5-HT) qui dans un second temps module l'activité des neurones du systéme nerveux
entérique, par son récepteur 5-HT3R. Ceci conduit a une activation des afférences vagales
juqu’au DMNV et au NA (Vincent et al., 2011).
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Au niveau de l'intestin (iléon et colon proximal), les cellules entéroendocrines L
secretent 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
cellule B pancréatique, c'est-a-dire une métabolisation du glucose et la fermeture de canaux
Katp (Reimann et al., 2008). De plus, il semblerait que les SGLTs soient également impliqués
dans l'excitation des cellules L par le glucose (Reimann et al., 2008).

Liu et al. ont montré que certaines cellules entériques excitées par le glucose
présentaient également le récepteur a la leptine, renforcant leur réle dans le contréle de

I’homéostasie énergétique (Liu et al., 1999).
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Figure 14 : Les cellules L de 'intestin sont sensibles au glucose.

Représentation d’'un enregistrement en patch clamp (cellule entiere) d’une cellule stimulée avec
10mM de glucose, appliqué comme indiqué. A droite, moyenne de la fréquence des potentiels
d’action avant (C1), pendant (Gluc) et apres (C2) application du glucose, mesures effectuées sur
8 cellules. D’apres Reimann et al., 2008

3. La veine hépato-portale

Le systeme hépato-portal recoit le premier les nutriments issus du tube digestif, juste
apres leur digestion (Figure 15). La veine hépato-portale est donc un site primaire de la
détection des variations de concentrations en glucose (Delaere et al., 2010). La détection de
I'hyperglycémie au niveau de la veine hépato-portale est relayée par des fibres afférentes de
la branche hépatique du nerf vague, modulant les neurones du TC et du LH (Niijima, 1982;
Shimizu et al., 1983; Adachi et al., 1984). Des enregistrements ont ainsi montré que I'activité
électrique de ces fibres nerveuses est inversement proportionnelle a la concentration de
glucose dans la lumiere de la veine porte. La nature exacte des « détecteurs de glucose » de
la veine porte n’est pas encore clairement établie. En revanche, des expériences utilisant des
souris inactivées pour différents génes ou des inhibiteurs pharmacologiques ont montré que
la détection du glucose a ce niveau nécessite la présence du transporteur GLUT2 et du
récepteur au GLP1 (Burcelin et al,, 200043, 2001).

Lors d'une hyperglycémie hépato-portale, ces « détecteurs de glucose » permettent la
modulation de différents parametres du métabolisme énergétique : I'inhibition de la PA
(Niijima, 1982; Tordoff and Friedman, 1986), une sécrétion rapide d’insuline (Fukaya et al.,
2007), T'utilisation du glucose par les muscles et le TA brun, et son stockage au niveau
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hépatique (Burcelin et al., 2000b). Les différentes réponses ainsi déclenchées permettent le
retour a une glycémie basale. Ces détecteurs hépato-portaux sont également importants lors
de I'hypoglycémie, ou ils participent la mise en place des réponses de contre-régulation via
la stimulation de I'axe sympatho-surrénal (Hevener et al.,, 2001; Saberi et al., 2008).

Figure 15 : Le systéme hépato-portal

La veine porte est formée de l'ensemble des
capillaires en provenance de l'intestin et remonte
au niveau du foie. A ce niveau, le sang est riche des
nutriments absorbés suite a la digestion. Les
cellules sensibles au glucose de la veine hépato-
portale sont localisées dans un site stratégique
pour la détection rapide des variations de
concentration en glucose, suite a un repas, par
exemple.

Large.
intestine

Copyright © 2002 WebMD, Tnc. All rights resarved,

La néoglucogenese intestinale participe également au maintien de la satiété entre
deux repas (Delaere et al.,, 2010). Pendant la période postprandiale, les peptides issus de la
protéolyse alimentaire bloquent les récepteurs p-opoides du SN entérique de la veine
hépato-portale. Les nerfs du SNA relient cette information vers le SNC, qui favorise la
néoglucogeneése intestinale (Mithieux, 2009; Duraffourd et al., 2012). Cette néoglucogenese
conduit a la libération dans la veine porte de glucose, dont la détection est relayée par les
afférences nerveuses vagales, comme en témoigne 'absence de diminution de la PA chez des
souris KO pour la glucose-6-phosphatase (enzyme de la néoglucogeneése) au niveau
intestinal ou suite a une dénervation (Mithieux et al., 2005; Penhoat et al., 2011).

4. Les corps carotidiens

Juste apres la séparation des carotides communes en carotides interne et externe, il
existe une structure vasculo-nerveuse capable de détecter différents parametres
plasmatiques, appelée corps ou glomus carotidien. Les cellules qui le constituent sont
capables de détecter des variations de la concentration plasmatique de glucose et d’'oxygene
(Lopez-Barneo, 2003). Ces cellules sont en relation avec les fibres nerveuses afférentes du
nerf vague qui remontent vers le TC. Via une modulation du SNA par la libération de

dopamine et/ou de catécholamines, elles pourraient participer aux mécanismes de contre-
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régulation mis en jeu pour lutter contre I'hypoglycémie et 'hypoxie (Koyama et al.,, 2000;
Lépez-Barneo, 2003).

La détection de I'hypoglycémie déclenche l'activation de cellules nerveuses du
glomus qui met en jeu un courant potassique. Ceci entraine une cascade de signalisation qui
permet l'exocytose des vésicules de neurotransmetteurs (Lépez-Barneo, 2003; Garcia-
Fernandez et al., 2007). Un certain nombre d’acteurs moléculaires reste encore a déterminer
dans cette cascade de transduction activée par le glucose.

5. Les régions centrales extra-hypothalamiques

Le tronc cérébral

Le premier scientifique a mettre en évidence le controle de la glycémie par le TC est
Claude Bernard en 1849. Il a ainsi montré que l'activation électrique du plancher du tronc
cérébral conduisait a une production hépatique de glucose par le biais de la modulation de
'activité du SNA. Les neurones du TC sont en effet capables d’intégrer directement des
signaux provenant des afférences nerveuses des tissus périphériques, mais aussi de la
circulation sanguine : a cet endroit, la BHE est trés lache (Gross et al., 1990) et permet le
passage de facteurs métaboliques et endocriniens a proximité de certains neurones du TC.

Certaines zones de I’AP, du NTS et du DMNV présentent 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 glucose. Certains
acteurs moléculaires de la cellule f pancréatique ont été retrouvés dans le TC (GLUT2,
glucokinase, canaux Karp), mais leur participation dans la détection du glucose a ce niveau
n’est pas totalement démontrée (Ritter et al., 2011). En effet, ces protéines sont également
retrouvées dans des neurones non gluco-sensibles. Les neurones gluco-sensibles du TC sont
aussi impliqués dans la mise en place des réponses de contre-régulation lors de
I'’hypoglycémie, en stimulant la sécrétion de catécholamines par les surrénales, via le SN
sympathique. Les neurones noradrénergiques du NTS sont indispensables a I'élaboration de
ces réponses, mais il n’est pas encore démontré qu’ils soient GS (Ritter et al., 2011).

L’'organe subfornical

Tout récemment, il a été démontré qu'un autre organe circumventriculaire, I'organe
subfornical (SFO), situé dorsalement en bordure du 3V, zone ou la BHE est absente, présente
des cellules sensibles au glucose (Medeiros et al., 2012)(Figure 16). Certaines sont excitées
par une augmentation de la concentration extracellulaire en glucose, alors que d’autres sont
inhibées (Medeiros et al., 2012). Les neurones du SFO projettent vers d’autres régions
cérébrales comme I'’hypothalamus (Lind et al., 1982), et pourraient donc moduler certains
neurones hypothalamiques.

46



Revue bibliographique

Tronc cérébral

SFO

Hypothalamus

Figure 16 : Localisation du tronc cérébral et de 'organe subfornical (SFO) sur une coupe

sagittale de cerveau de rat (L=-0,1mm)

Il existe donc en périphérie, comme dans le SNC, 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, nous nous intéresserons a la
détection du glucose par I’hypothalamus en particulier.
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B. Détection hypothalamique du glucose

L’hypothalamus occupe un réle primordial dans la détection du glucose. En effet, il a
été montré que la détection hypothalamique du glucose était altérée chez des animaux
obeses, insulino-résistants et/ou présentant un diabete de type Il (Blouet and Schwartz,
2010; Marino etal., 2011), et qu’a I'inverse, la modification de cette détection entrainait une
obésité ou des défauts de I'homéostasie glucidique (He et al., 2006; Colombani et al., 2009;
Carneiro et al,, 2012).

Depuis longtemps, '’hypothalamus a été identifié comme le site de détection a la fois
de I'hypo- et de I'hyperglycémie, déclenchant des réponses adaptatrices majeures. Avant le
début du repas, une tres légere hypoglycémie avait été remarquée a la fois chez I'animal
(Louis-Sylvestre and Le Magnen, 1980) et 'Homme (Melanson et al., 1999; Campfield and
Smith, 2003). Il a alors été suggéré que cette diminution de glucose circulant était un signal
pour l'initiation du repas. La détection centrale d’'une glucoprivation a été mise en évidence
par l'injection dans le 3V d’un analogue non métabolisable du glucose, le 2-désoxy-glucose
(2-DG), qui mime une glucopénie (Miselis and Epstein, 1975). Cette détection entraine la
mise en place des réponses dites de « contre-régulation », parmi lesquelles on trouve une
stimulation de la production hépatique de glucose, la sécrétion pancréatique de glucagon et
I'augmentation de la PA (Marty et al,, 2007). Les voies de signalisation impliquées ne seront
pas détaillées dans ce manuscrit.

Dans ce chapitre, nous nous attacherons a la description plus précise de la détection
hypothalamique de I'hyperglycémie, qui a été au centre de mon travail. L’ensemble des
études menées sur cette détection montre une modulation de I'expression et de la libération
des neuropeptides orexigénes et anorexigenes, qui limitent la PA, accompagnées d’une
stimulation du stockage hépatique de glucose sous forme de glycogéne, de la sécrétion
d’insuline, et des dépenses énergétiques (stimulation de la thermogenese via le SNA) afin de
restaurer une glycémie physiologique et plus largement, participer a I'équilibre énergétique
de I'organisme.

1. Le glucose dans le cerveau

Avant d’étudier les mécanismes cérébraux de détection des variations de glycémie, je
décrirai briévement les mécanismes d’entrée du glucose dans le SNC ainsi que sa
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 subventriculaires. Les cellules endothéliales
formant les vaisseaux et capillaires cérébraux sont liées entre elles par des jonctions serrées
assurant une perméabilité sélective. Ces vaisseaux sont également recouverts des pieds
astrocytaires. De plus, le glucose est une molécule hydrosoluble qui n’entre pas librement
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dans la cellule. Son passage au travers la membrane plasmique ne peut s’effectuer qu’a
partir de transporteurs de glucose (GLUTSs), qui assurent une diffusion facilitée suivant le
gradient de concentration. Ce phénomeéne est stéreospécifique et saturable, avec des
variations suivant les isoformes. Leur expression cellulaire et/ou tissulaire ainsi que leurs
caractéristiques cinétiques sont répertoriées dans le tableau ci-dessous.

Transporteur Km pour le

Distribution cérébrale
de glucose glucose
Cellule endothéliale (55kDa)

Astrocyte (45kDa)

GLUT1 Tanycyte 1-5 mM
Ependymocyte
Oligodendrocyte

GLUT?2 Astrocytes/Neurones (expression discrete) 15-20 mM

GLUT3 Neurones 1-3 mM
Cellules du Cortex, Cervelet et Hypothalamus

GLUT4 _ 2-5mM
(faible)
Microglie, Cellule endothéliale de la BHE

GLUTS 6 mM
(transport du fructose)

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

GLUTS8 2 mM
amygdale, hypothalamus, NTS, cervelet

GLUT10 Cerveau % (0,3 mM

GLUT11 Cerveau ?

GLUT1 est exprimée dans la quasi-totalité des cellules de l'organisme. Dans le
cerveau, I'expression de GLUT1 par les cellules endothéliales et gliales assure I'entrée du
glucose dans le parenchyme cérébral (Vannucci et al., 1997). Avec un Km autour de 1-3 mM,
GLUT3 est saturé a la plupart des taux de glucose cérébraux permettant un
approvisionnement relativement constant en glucose aux neurones en conditions
physiologiques. GLUT4, normalement présent dans les tissus insulino-sensibles (ou il est
adressé a la membrane plasmique en présence d’insuline) est exprimé au niveau du cortex,
de I'hippocampe, du cervelet et moins abondamment au niveau de I’hypothalamus (Leloup
et al., 1996; El Messari et al., 2002).

GLUT?2 se distingue des autres isoformes par sa faible affinité pour le glucose. Cela lui
permet de transporter le glucose proportionnellement a sa concentration circulante et de ne
pas étre saturé lorsque la glycémie augmente. Au niveau central, notre groupe a pu mettre
en évidence la présence de ce transporteur dans différentes structures impliquées dans la
régulation nerveuse du métabolisme et de la PA, parmi lesquelles différents noyaux
hypothalamiques tels que le VMH et le NA (Leloup et al, 1994). Notons que dans ces
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structures, GLUT2 est exprimé dans les neurones mais majoritairement dans les astrocytes
(Arluison et al, 2004a, 2004b). Son implication dans les mécanismes centraux de la
détection du glucose sera développée ultérieurement.

La concentration en glucose dans le parenchyme nerveux est, en général, plus faible
que la glycémie. Au niveau hypothalamique, elle se situe entre 0,7 et 2,5 mM (Silver and
Erecinska, 1994; de Vries et al., 2003). Lors d'une hyperglycémie sévére, cette concentration
peut s’élever a environ 5 mM, mais ne dépasse jamais 10mM. Au niveau du NA, la BHE a été
décrite comme plus lache et ce noyau se situe juste au-dessus de I'éminence médiane,
richement vascularisée. Ceci laisse a penser que la concentration en glucose dans ces
régions seraient beaucoup plus proche de la glycémie. Cette question reste sujette a
controverse dans la littérature (Dunn-Meynell et al., 2009).

La localisation et la dose de l'injection de glucose dans/vers le SNC, censée mimer
I'hyperglycémie, est donc importante pour rester dans des conditions physiologiques.
L’injection de glucose dans le 3V engendre une diminution de la PA, de méme que celle dans
le NA (Davis et al., 1981; Kurata et al., 1986; Cha et al., 2008; Carneiro et al., 2012). Lorsque
cette injection est réalisée par la carotide vers le cerveau, on note une forte expression du
marqueur d’activation cellulaire c-Fos dans le NA et le PVN (Guillod-Maximin et al., 2004),
ainsi qu'une augmentation de I'activité électrique multicellulaire au niveau du NA (Leloup et
al., 2006). Cette activation électrique conduit a une activation vagale qui déclenche une
sécrétion d’insuline (Leloup et al.,, 2006). De maniére intéressante, I'activation c-Fos est
retrouvée également dans les astrocytes (Guillod-Maximin et al.,, 2004)(Figure 17). Par
ailleurs, 'inhibition du métabolisme des glucides uniquement dans l'astrocyte supprime
I'activation neuronale du NA mesurée via c-Fos et la sécrétion d’insuline observée en
périphérie (Guillod-Maximin et al., 2004).
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Figure 17 : Effet du glucose hypothalamique sur les astrocytes

A| Suite a une injection intracarotidienne de glucose, le nombre d’astrocytes c-Fos+ est
augmenté dans le NA (ARC) mais non dans le PVN. B| Illustration d'un astrocyte activé dans le
NA (marquage c-Fos+) apres l'injection de glucose. Barre d’échelle = 30pm. D’apres Guillod-
Maximin et al., 2004.
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La capacité de I'hypothalamus a détecter une hyperglycémie est a relier avec
'existence de populations neuronales spécifiques dont I'activité électrique varie en fonction
des concentrations de glucose. Ces populations ont été mises en évidence par des études
d’électrophysiologie sur coupes fraiches.

2. Les populations neuronales gluco-sensibles

Les neurones gluco-sensibles présentent la particularité d’utiliser le glucose a la fois
comme un substrat énergétique mais aussi comme un «signal ». Ainsi, leur activité
électrique est spécifiquement reliée a des variations de concentrations en glucose, que ce
soit une augmentation ou une diminution de cette concentration.

a) Sensibilité au glucose et/ou lactate

Depuis la découverte de l'existence de neurones sensibles au glucose (« gluco-
sensibles » ou GS) dans I'hypothalamus (Anand et al., 1964; Oomura et al., 1969), leur
caractérisation s’est développée simultanément aux techniques, notamment grace au patch
clamp qui consiste en I'enregistrement direct de I'activité électrique d'une seule cellule. Les
neurones GS peuvent étre classés selon leur réponse a une variation de la concentration
extracellulaire de glucose. Suivant les études, les « sauts » de glucose sont tres variables.
Dans I'équipe, nous nous sommes basés sur le classement suivant, avec des mesures
effectuées dans le NA de souris : 1) les neurones gluco-excités (GE) et 2) gluco-inhibés (GI),
dans la gamme de concentration de glucose de 0 a 5 mM et 3) les neurones gluco-excités
HGE et 4) gluco-inhibés HGI, dans une gamme haute de concentration de glucose, de 5 a 20
mM (Fioramonti et al., 2004)(Figure 18). Ces neurones sont respectivement excités ou
inhibés par une augmentation de la concentration de glucose. Lors d’'une diminution de la
concentration en glucose, leur réponse est inversée. Par exemple, un neurone GI sera inhibé
par un saut 0 a 5 mM alors que le neurone GE sera excité par le méme saut (Figure 18).

Activité électrique en

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

l I I
0mM 5mM 20 mM [Glucose]

extracellulaire

Figure 18: Représentation schématique de l'activation électrique des quatre sous types
neuronaux du NA en réponse a une variation de glucose
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Les neurones sensibles au glucose ont été localisés dans les noyaux VMH, NA, DMN,
PVN, le noyau suprachiasmatique et le LH. Si on regarde leurs proportions, les neurones GE
du VMH représentent 15 a 30 % de la population neuronale totale (Song et al., 2001). Dans
le DMN et le LH, ce sont des neurones GI qui sont majoritairement présents (30-40 % de la
population totale). Dans le NA, 20 a 25% des 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 GI dans le NA médian (Fioramonti et al., 2004; Wang et
al.,, 2004).

De maniére intéressante, certains neurones GS du NA et 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 inhibiteur sur la réponse des neurones GI : lors d’'une
augmentation de la concentration en glucose, la présence de lactate limite
I'hyperpolarisation des neurones GI normalement présente avec le glucose seul. Le lactate
est donc également détecté comme une ressource énergétique par les neurones GS. In vivo,
la perfusion de lactate dans le VMH est suffisante pour empécher la mise en place des
réponses de la contre-régulation lors d’'une hypoglycémie (Borg et al., 2003). Pendant un
clamp hypoglycémique, la libération de glucagon et d’adrénaline est fortement diminuée,
résultat également obtenu suite a la perfusion de glucose (Borg et al., 2003).

Actuellement, il n’a hélas pas encore été découvert de marqueurs moléculaires
communs a ces différentes populations de neurones sensibles au glucose, ce qui rend leur
étude difficile et parcellaire.

b) Phénotypes neuronaux des neurones gluco-sensibles

L’utilisation de souris modifiées génétiquement pour exprimer la GFP (Green
Fluorescent Protein) dans des neurones particuliers a grandement contribué a la
caractérisation du phénotype d’une partie des neurones GS.

Dans le NA, les réponses de type GI (neurone excité par une diminution de glucose de
5 a 0 mM, cas d’hypoglycémie) sont systématiquement enregistrées sur des neurones NPY
(Muroya et al., 1999; Fioramonti et al., 2007; Mountjoy et al., 2007). Cela est cohérent avec le
fait que I'hypoglycémie stimule la PA et 'expression de NPY. En revanche, seulement un
tiers des neurones NPY étudiés sont sensibles au glucose. Les études sont controversées
quant a la sensibilité au glucose des neurones POMC. Certaines rapportent l'absence
d’activation électrique en réponse au glucose dans les neurones POMC (Fioramonti et al,,
2007), alors que d’autres décrivent une augmentation de I'activité électrique d’environ 50%
des neurones POMC aprés un saut de glucose de 3 a 5mM. Cette réponse met en jeu le canal
Katp et une libération dose-dépendants d’a-MSH en fonction de la concentration de glucose
(Ibrahim, 2003; Claret et al., 2007; Parton et al., 2007). Ces études ont été effectuées sur
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différentes lignées de souris GFP, ce qui pourraient étre a l'origine des différences de
réponses observées.

Les neurones du VMH sensibles au glucose n’ont pas de phénotype neuropeptidique
identifié, mais les populations neuronales de ce noyau semblent impliqués dans les réponses
a 'hypoglycémie (Song et al., 2001; Fioramonti et al., 2010). Quelques pistes portent a croire
que les neurones SF1 du VMH, qui sont glutamatergiques, pourraient étre GI et
participeraient a la mise en place des réponses de contre-régulation (Tong et al., 2007).

Au niveau du LH, les neurones a orexines présentent quelques particularités quant a
leur réponse au glucose. Les neurones a orexines ont des réponses de type GI. Bien qu’ils
semblent globalement plus impliqués dans des réponses a '’hypoglycémie (Moriguchi et al.,
1999; Cai et al, 2001), il a récemment été démontré qu’ils présentaient une réponse
adaptative aux variations de concentrations de glucose, en ajustant leur potentiel
membranaire de repos aux niveaux de glucose (Williams et al., 2008). De plus, I'activation
des neurones a orexines serait indépendante de la métabolisation du glucose (Gonzalez et
al, 2009; Karnani and Burdakov, 2011). Les neurones MCH, quant a eux, sont
majoritairement GE (Burdakov et al., 2005; Kong et al., 2010). D'un point de vue finaliste, il
n’est pas surprenant que les neurones a MCH et a orexines soient inversement stimulés par
le glucose, car ils modulent I'état d’éveil (favorable a la recherche de nourriture) de maniére
antagoniste : en effet, I'activation des neurones a MCH favorise le sommeil, alors que celle
des neurones a orexines favorise I'activité motrice (Karnani and Burdakov, 2011).

3. La transmission du signal

Parallelement a la détermination du phénotype des neurones GS, de nombreuses
équipes s’attachent a déterminer quelles sont les voies de signalisation qui sont impliquées
lors de la détection du glucose. Ainsi, un certain nombre d’analogies avec la cellule 8 du
pancréas a pu étre mis en évidence, en particulier pour les neurones GE (Yang et 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 canal Katp. Des données récentes
montrent également le role de '’AMPK et des especes actives de l'oxygéne d’origine
mitochondriales (mEAOs)(Leloup et al., 2006; Claret et al., 2007; Colombani et al., 2009).
L’ensemble de ces signalisations passe par une métabolisation du glucose et implique la
production de signaux par la mitochondrie. L’équipe de Denis Burdakov a mis en évidence,
dans le LH, une détection du glucose indépendante de la métabolisation de celui-ci (Gonzalez
et al.,, 2008; Gonzalez et al., 2009).
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a) Analogies avec la cellule f pancréatique

La cellule B pancréatique est la cellule « modele » quant a la détection du glucose.
Beaucoup d’études ont cherché a déterminer si les acteurs clés de la signalisation [
pancréatique lors d'une hyperglycémie étaient également présents au niveau
hypothalamique. Ainsi, une analogie entre neurones GE et cellules 8 pancréatiques a pu étre
établie en termes de mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse au glucose (Yang
et al, 1999). Rappelons que cette détection au niveau de la cellule B fait intervenir
successivement le couple GLUT2/glucokinase et le canal Karp (cf. p. 42-43).

GLUT2

Notre équipe a montré pour la premiere fois que GLUTZ2 est présent dans des régions
cérébrales renfermant des neurones sensibles au glucose, en particulier le NA (Leloup et al,,
1994; Arluison et al., 2004a, 2004b). Ce transporteur est nécessaire a la détection d'une
hyperglycémie cérébrale par le NA pour 'activation de I'axe hypothalamo-pancréatique, qui
conduit a une sécrétion d’insuline (Leloup et al., 1998). L’injection d’antisens GLUT2 dans le
NA supprime la sécrétion d’insuline induite par une hyperglycémie uniquement cérébrale
(voie intracarotidienne, sans modification de la glycémie périphérique) (Figure 19). De la
méme maniere, la perte de l'expression de GLUTZ2 empéche I'expression normale des
neuropeptides NPY et POMC suite a un jeline ou a une réalimentation (Bady et al., 2006). De
maniére intéressante, GLUT2 n’est pas retrouvé qu’au niveau des neurones mais aussi dans
différents types cellulaires : préférentiellement dans les astrocytes, mais aussi dans les
épendymocytes et les tanycytes (Leloup et al., 1994; Ngarmukos et al., 2001; Arluison et al,,
20044, 2004b).

60 — Plasma Insulin (nU/ml)
expressed in A from basal values
40 - —— Figure 19: Sécrétion d’insuline, in vivo,

en réponse a un bolus carotidien de
glucose, vers le cerveau
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GLUT2 dans le NA ne présentent plus

® missense

il 4 I'augmentation de sécrétion d’insuline
0 - e —e (n=4) normalement retrouvée chez les
* T i — rats contréles ou ayant regu une séquence
missens (control, n=6; missense, n=4).
20 . . ' . D’apres Leloup et al., 1998
0 1 3 5 10 min

Le role de GLUTZ2 astrocytaire a également été mis en avant dans la détection de
I'hypoglycémie. La réexpression de GLUTZ uniquement au niveau glial (cellules GFAP
positives), chez des souris invalidées pour ce transporteur permet en effet de restaurer
'activation du TC et la sécrétion de glucagon en réponse a une hypoglycémie (Marty et al,,
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2005). L’ensemble de ces résultats montre d'une part que GLUT2 est, comme dans la cellule
B, impliqué dans la détection du glucose et d’autre part, suggérent I'importante participation
des astrocytes dans la détection cérébrale du glucose.

La glucokinase

L’expression de la glucokinase (GK), qui participe a I'étape-clé de la glycolyse par la
phosphorylation du glucose, a été mise en évidence au niveau de I'hypothalamus et plus
particulierement au niveau du VMH et du NA (Jetton et al.,, 1994; Lynch et al., 2000; Dunn-
Meynell et al, 2002). Comme pour GLUTZ2, la GK est retrouvée dans différents types
cellulaires : les neurones, les astrocytes, les épendymocytes et les tanycytes. Elle est
exprimée dans 64% des neurones GE in vitro et dans 43% des GI du VMH. Elle est présente
dans 75% des neurones NPY du NA (Lynch et al., 2000).

Le canal Karp

Les analogies faites avec les mécanismes opérant dans la cellule B ont permis
d’identifier également I'implication du canal KaTtp-dépendant dans le mécanisme de détection
du glucose au niveau hypothalamique. L’activité de ce canal est modulée par la fixation de
ligands tels que I'ATP (pour le fermer) ou I'’ADP (quand il est ouvert), le Pl4sP2
(Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate), les sulfonylurées et des lipides tels que I'oléoyl-CoA
par exemple (Nichols, 2006).

L’'implication de ce canal dans la réponse des neurones GE a été démontrée (Dunn-
Meynell et al.,, 1998; Lee et al., 1999; Miki et al., 2001; Ibrahim, 2003; Kong et al,, 2010). La
leptine et 'insuline sont également capables d’inhiber des neurones du NA via I'ouverture
de ce canal (Spanswick et al., 1997, 2000; van den Top et al., 2004). Cette ouverture est
induite par sa phosphorylation par la PI3K, enzyme commune aux voies de transduction de
ces deux hormones (Benoit et al., 2004; Marino et al.,, 2011).

On note également I'’émergence dans le NA d’'un autre mécanisme de transduction
qui serait indépendant du canal Katp. Les neurones HGE du noyau arqué voient leur activité
augmenter lorsque la concentration en glucose passe de 5 a 20 mM via un mécanisme
indépendant du canal Karp. En effet, les canaux Karp sont déja clos a des concentrations de 5
mM. Un autre mécanisme, non identifié, opérerait dans ces intervalles de concentration et
mettrait en jeu une conductance cationique non sélective (Fioramonti et al., 2004, 2007).

Nous venons de voir que la signalisation induite par le glucose impliquait la
production d’ATP par la mitochondrie. Nous allons voir que la mitochondrie est un véritable
« détecteur » métabolique, de par I'émission des signaux en relation 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 FADH2) sont oxydés dans la chaine respiratoire.
L’afflux d’électrons génere des especes radicalaires particulieres : les espéces actives de
I'oxygene d’origine mitochondriale (mEAOs), représentés par I'anion superoxyde O; et le
peroxyde d’hydrogene H20; (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma illustrant les évenements mitochondriaux conduisant a la production de
mEAOs

Des équivalents réduits sont produits (NADH et FADH2) suite a la métabolisation des
nutriments. Ils sont oxydés par les complexes de la chaine respiratoire (complexe [ a 1V), ce qui
permet la production d'un gradient d’électrons entre I'espace intermembranaire et la matrice
mitochondriale. La dissipation de ce gradient par le complexe V permet la synthese d’ATP a
partir d’ADP. Les protéines découplantes (UCPs) dissipent également ce gradient et diminue la
synthése d’ATP. Lorsque la quantité d’équivalents augmente, le transfert d’électrons s’accéléere,
et certains peuvent alors se lier a une molécule d’oxygene, ce qui conduit a la production de
I'anion superoxyde (0z’). Celui-ci est transformé en H20, qui constitue la molécule « signal » des
mEAOs. D’apres Leloup etal., 2011

Les mEOAs sont produits de maniéere physiologique suite a la métabolisation du
glucose et des acyl-CoA. Ils seraient donc un signal « d’abondance » énergétique. 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 mEAOs (Carneiro et al.,, 2012). Actuellement, le(s) effecteur(s)
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cellulaire(s) reliant 'augmentation d’activité électrique enregistrée dans le NA a cette
signalisation mEAOs en réponse au glucose n’est pas identifié.

¢  LAMPK

L’AMPK (AMP activated protein kinase) est décrite comme une jauge intracellulaire
du statut énergétique de l'organisme (Belgardt et al., 2009; Stark et al,, 2012). C’est une
enzyme ubiquitaire constituée de trois sous-unités dont l'activité dépend de I'état
énergétique de la cellule. Ainsi, son activité est augmentée en condition de déficit
énergétique (jeline, hypoglycémie) (McCrimmon et al, 2004). Pour limiter les dépenses
d’énergie, '’AMPK inhibe les voies métaboliques cataboliques, telles que la f-oxydation (via
I'inhibition de CPT1) et active les voies productrices d’énergie (Hardie and Carling, 1997). A
I'inverse, I'activation de 'AMPK diminue aprés une PA (Minokoshi et al., 2004).

L’activité de TAMPK est modulée par I'insuline, la leptine et le glucose, ce qui conduit
a la modification de l'expression et la libération des neuropeptides NPY/AgRP et POMC,
conduisant a la production hépatique de glucose, a la régulation de la PA et in 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 al., 2011).

Comme mentionné plus tot, 'AMPK module le métabolisme des acyl-CoA en inhibant
I’ACC, ce qui empéche la production de malonyl-CoA, et induit une augmentation de la PA.
C’est donc une signalisation au carrefour de la détection du glucose et des AGL (Kim et al,,
2004; He et al., 2006; Pocai et al., 2006)(voir Figure 12, p. 39).

d) Détection indépendante du métabolisme

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

Ces derniéres années, I'équipe de Burdakov a mis en évidence que les neurones a
orexines du LH présentent des caractéristiques particuliéres. D’'une part, comme indiqué
plus tét, 70% des neurones a orexines présentent une réponse Gl avec une
hyperpolarisation transitoire suite a une augmentation de la concentration extracellulaire
en glucose (Williams et al, 2008). D’autre part, leur réponse est indépendante de la
métabolisation du glucose (Karnani and Burdakov, 2011). En effet, la perfusion de glucose
directement dans la cellule n’induit pas de réponse inhibitrice, alors que la méme cellule
répond lorsque le glucose est appliqué a I'extérieur de la cellule (Gonzalez et al., 2008). De
plus, l'activité de ces neurones persiste en présence d’inhibiteurs de la glucokinase
(Gonzalez et al., 2008). Curieusement, le 2-DG (non métabolisable) induit une augmentation
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des réponses par rapport au glucose seul (Gonzalez et al., 2008), alors que la présence de
métabolites alternatifs (pyruvate ou lactate) inhibe la réponse a une augmentation de
concentration en glucose de 1 a 5 mM (Venner et al,, 2011). Leur hypothése est que les
neurones a orexines se conduisent comme des détecteurs de glucose « conditionnels » qui
répondent préférentiellement au glucose lorsque le statut énergétique est diminué (Venner
etal, 2011).

D’autres équipes ont également rapporté l'existence, in vitro, de neurones GE qui
répondent a des analogues non métabolisables du glucose (O’Malley et al., 2006). Cette
réponse passerait par les transporteurs SGLTSs, qui induisent une dépolarisation de la cellule
suite a I'entrée de Na* qui accompagne le transport de glucose.

Enfin, il faut savoir que le transporteur GLUT2 peut également agir comme récepteur,
en engageant une signalisation intracellulaire indépendante du métabolisme du glucose
(Stolarczyk et al., 2010). Les souris dont GLUT2 est tronqué en C-terminal (plus d’activité de
récepteur, mais l'activité de transporteur est intacte) présentent une augmentation de leur
PA, accompagnée d'une augmentation des ARNm des orexines et une diminution de TRH, ce
qui va dans le méme sens que les effets observés lors de la suralimentation (Stolarczyk et al.,
2010). Les voies de signalisation induites 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 présentes a linterface entre
vaisseaux sanguins et neurones ou au niveau des ventricules. Leur réle dans la transmission
de « I'information glucose » aux neurones adjacents est donc non négligeable (Peruzzo et al,
2000; Ciofi et al., 2009; Mullier et al., 2010). Astrocytes et tanycytes sont issus du méme
lignage et partagent des caractéristiques communes. Dans ce paragraphe, nous ne décrirons
que les tanycytes, les astrocytes faisant I'objet du paragraphe suivant.

De plus en plus d’études montrent l'implication des tanycytes dans la détection
centrale du glucose. En effet, la destruction des tanycytes bordant le 3V est suffisante pour
modifier la glycémie et la PA chez des rats (Sanders et al., 2004). Notons que les tanycytes en
bordure du MBH expriment abondamment GLUT2 et la GK, des acteurs essentiels de la
détection du glucose (Garcia et al., 2003; Arluison et al., 2004a; Millan et al., 2010;
Balmaceda-Aguilera et al., 2012).

Il faut savoir qu’il existe quatre sous-types de tanycytes, en fonction de leur
localisation et de leurs propriétés (Figure 21)(Mullier et al., 2010). Les tanycytes 1 et 32
présentent une morphologie caractéristique, avec la présence de longs prolongements dans
le MBH, ce qui sous-tend une interaction avec les neurones GS de cette région. De plus, de
par la désorganisation des jonctions serrées a ce niveau, les tanycytes sont plus

58



Revue bibliographique

« perméables » au passage de molécules en provenance du LCR, que les autres cellules
bordant le 3V (Mullier et al., 2010).

Jusqu'a présent, plusieurs études ont rapportées une augmentation du Ca?*
intracellulaire des tanycytes en réponse au glucose, in vitro ou ex vivo. Les tanycytes sont
activés via une signalisation purinergique, suite a la production d’ATP par la métabolisation
du glucose (Dale, 2011; Frayling et al,, 2011). Les tanycytes expriment également GLUT1
(Peruzzo et al., 2000) et des transporteurs aux monocarboxylates (MCTs) qui exportent du
lactate (Cortés-Campos et al.,, 2011). Nous verrons dans le prochain paragraphe qu’il a été
montré que le lactate, outre sa fonction énergétique, est un acteur intermédiaire
probablement tres important dans la détection neuronale du glucose.

Figure 21 : Les tanycytes en bordure du 3V

A gauche, coupe histologique d’hypothalamus de souris (en bleu, les noyaux; en rouge, la
vimentine, marqueur des tanycytes). Les tanycytes al et a2 sont localisés dans la partie dorsale
du 3V, avec des prolongements restreints et ne permettent pas le passage de molécules du LCR
au parenchyme hypothalamique. A l'inverse, I'absence de jonctions serrés (a droite, du bleu
Evans injecté dans le 3V diffuse dans le MBH) et la présence de prolongements dans le MBH des
tanycytes 1 laissent a penser qu'ils participent a la détection de variations de concentrations de
meétabolites dans le LCR. D’aprés Mullier et al., 2010.

Le role émergeant des tanycytes en tant qu’'acteurs de la détection du glucose
souléve des questions sur l'interprétation des études réalisant des injections dans le 3V. En
effet, les résultats obtenus s’orientent préférentiellement vers la participation des neurones
uniquement en négligeant les tanycytes, qui sont pourtant les premieres cellules en contact
avec les métabolites/agents pharmacologiques depuis cette voie. L’étude du rdle spécifique
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 sous-estimés dans leurs fonctions, considérés
comme des cellules de soutien des neurones sans fonction particuliere. Pourtant, depuis
quelques décennies, un nombre croissant d’étude démontrent I'implication des astrocytes
dans le maintien de la physiologie nerveuse, mais aussi probablement dans l'origine de
certaines pathologies (Allaman et al,, 2011). Parmi les nombreuses fonctions qui leur ont été
attribuées, on peut citer : 'homéostasie hydrique, ionique (pH) et du glutamate dans le SNC,
la réparation tissulaire, la modulation de I'activité synaptique via la libération de « glio-
transmetteurs » ainsi que le remodelage des synapses et la participation aux défenses anti-
oxydantes. Dans un souci de priorité, ces aspects ne seront pas développés dans ce
manuscrit.

De par leur équipement protéique et leur localisation, les astrocytes sont « en
premiére ligne » pour capter les métabolites énergétiques nécessaires au fonctionnement
neuronal. La spécificité du mécanisme de détection du glucose entre les compartiments
sanguin/astrocytaire/neuronal comparativement a l'utilisation a des fins énergétiques du
glucose n’est pas connue. Néanmoins, plusieurs études laissent a penser que les astrocytes
sont des intermédiaires indispensables pour que cette détection se réalise correctement par
les neurones GS.

A. Les astrocytes: a linterface entre sang circulant et
neurones

Des 1893, Golgi et ses collaborateurs suggérent que la glie pourrait étre un
intermédiaire pour I'apport énergétique vers les neurones. Elle occupe en effet une position
stratégique entre la circulation sanguine (source d’0O; et de substrats énergétiques ainsi que
pour I'élimination des déchets) et le parenchyme nerveux. En 1895, Lenhossek introduit le
terme “astrocyte”, car ces cellules présentent de nombreux prolongements, les faisant
ressembler a une étoile. En 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 cérébrale (en
moyenne). Ils forment des cellules arborescentes qui présentent de nombreux
prolongements. Certains sont fins et entourent les boutons synaptiques, formant ainsi la
synapse tripartite, composée d’'un neurone pré-synaptique, d'un postsynaptique et d’un
astrocyte. D’autres prolongements spécialisés, plus larges, recouvrent les vaisseaux
sanguins et constituent les pieds astrocytaires. En raison de leur grande hétérogénéité, il
n’existe, hélas pour le moment, pas de marqueurs communs a tous les types d’astrocytes
connus. lIs présentent effectivement des caractéristiques morphologiques et des propriétés
tres diverses.
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Au niveau morphologique, les astrocytes de primates sont plus complexes et plus
divers que ceux des rongeurs (Oberheim et al, 2009): les astrocytes humains sont en
général plus large en diametre et présentent plus de prolongements. Ces différences entre
Homme et rongeurs sont peut-étre a l'origine des réponses cérébrales plus complexes chez
I'Homme. Les mieux décrits sont, dans la substance grise, les astrocytes protoplasmiques
qui présentent de nombreux prolongements trés fins et occupent un volume assez
important. Organisés en micro-domaines (Bushong et al, 2002), chaque astrocyte
protoplasmique limite les chevauchements de prolongements avec les astrocytes voisins
(Figure 22). Dans la substance blanche, les astrocytes fibreux ont des prolongements plus
larges et moins nombreux.

Figure 22 : Les astrocytes protoplasmiques sont organisés en micro-domaines
Coloration de deux astrocytes corticaux de rat (en rouge et en vert). Chaque domaine occupé par

un astrocytes est délimité avec des tirets. Tres peu de prolongements vont se superposer sur le
domaine de 'astrocyte voisin (marqués en jaune). D’aprés Oberheim et al., 2009.

Les astrocytes font partie de la barriere-hémato-encéphalique (BHE). Celle-ci a été
décrite suite a la découverte de sa capacité a exclure des sondes injectées dans la circulation
générale. De cette maniere, la BHE limite le passage de certaines substances neuro-actives,
pour assurer un environnement optimal pour la transmission synaptique (Pardridge, 1999).
Seuls quelques composés lipophiles et des substrats pour lesquels il existe des
transporteurs peuvent franchir cette barriere. En partant de la lumiere du vaisseau, la BHE
est composée de cellules endothéliales, qui forment entre elles des jonctions serrées, puis la
lame basale (ou basal lamina) et enfin les pieds astrocytaires qui enserrent 'ensemble des
capillaires encéphaliques (Simard et al., 2003; Abbott et al.,, 2006). Comme mentionné plus
tot, la BHE peut étre plus perméable a certains endroits, notamment au niveau du NA, en
raison de la désorganisation des jonctions serrées des cellules endothéliales (Ciofi, 2011).

Pour permettre le passage du glucose dans le parenchyme nerveux, astrocytes et
cellules endothéliales de la BHE expriment GLUT1. Il existe une différence de glycosylation
entre les transporteurs retrouvés dans ces deux types cellulaires (45kDa dans les astrocytes
et 55kDa dans les cellules endothéliales), mais leurs charactéristiques cinétiques restent
identiques (Simpson et al., 2007). GLUT1 est exprimée sur les membranes luminales et
abluminales des cellules endothéliales, permettant ainsi le passage du glucose dans le
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parenchyme cérébral (Figure 23). Il est possible de suivre son passage dans les cellules
grace au 6-NBDG, un glucose fluorescent non métabolisable (Barros et al., 2009).

Capillary lumen Capillary lumen
Endothelial layer

Basal lamina

TGN
Figure 23 : Le passage du glucose au niveau de la BHE

Image de microscopie électronique montrant les trajets possibles pour I'apport de substrats de
la circulation sanguine au cerveau. A gauche, on distingue la couche de cellules endothéliales,
séparée des pieds astrocytaires par la lame basale. Les neurones sont également entourés par les
prolongements astrocytaires. A droite, est représentée un schéma des chemins possibles pour la
diffusion du glucose du sang jusqu’aux neurones. Aprés avoir traversé la lame basale, le glucose
peut atteindre les pieds astrocytaires (Chemin 1). Le glucose peut étre métabolisé en lactate
et/ou étre libéré directement dans le milieu interstitiel. Le glucose peut aussi diffuser dans le
milieu interstitiel (Chemin 2), ou il est accessible aux deux types cellulaires. D’apres Simpson et
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 énergétiques. Bien que la demande énergétique soit forte, le cerveau ne contient que
treés peu de réserves. Il est donc hautement dépendant de I'approvisionnement énergétique
fourni a partir du sang.

Dans les années 80, alors que le fonctionnement cérébral était imaginé comme
strictement aérobie, des expériences d'imagerie fonctionnelle cérébrale ont montré que
I'augmentation de la consommation en glucose était disproportionnée par rapport a la
consommation d’oxygéne (Fox and Raichle, 1986; Fox et al, 1988). Ces résultats
conduisirent la communauté scientifique a admettre que les besoins énergétiques cérébraux
étaient, au moins en partie, assurés par un métabolisme glycolytique anaérobie. D’intenses
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
lors de I'activation neuronale.
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1. Spécialisation métabolique

Alors que les neurones sont considérés comme les plus gros consommateurs
d’énergie du cerveau, de maniere surprenante, le glucose est utilisé préférentiellement par
les astrocytes (Bouzier-Sore et al, 2006; Chuquet et al, 2010). Plusieurs études ont
finalement mis en évidence une spécialisation métabolique entre neurones et astrocytes. Les
astrocytes expriment effectivement en quantité trés importante des enzymes glycolytiques
par rapport aux neurones. Les astrocytes expriment abondamment la 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-3 (Pfkfb3), qui produit du fructose-2,6-biphosphate, un
activateur de I'enzyme glycolytique phospho-fructose-kinase 1 (PFK) (Herrero-Mendez et
al,, 2009). En revanche, la pyruvate deshydrogénase (PDH), enzyme permettant la synthese
d’acétyl CoA pour I'entrée dans le cycle de Krebs, est tres peu active (Laughton et al., 2007).
De plus, il manque aux astrocytes le transporteur mitochondrial aspartate/glutamate, qui
permet le transport du NADH dans la mitochondrie pour sa régénération (Ramos 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 LDH5 (Figure 24).
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Figure 24 : La métabolisation du glucose

®Dans l'astrocyte : le glucose entre dans la cellule par GLUT1 (ou 2, expression plus restreinte)
et il est phosphorylé par une hexokinase (HK) pour produire du glucose-6-phosphate. Le
glucose-6P peut étre métabolisé par la voie de la glycolyse en donnant 2 molécules de pyruvate,
de 'ATP et du NADH. Le pyruvate peut entrer dans la mitochondrie ou il est métabolisé par le
cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative (Phos 0x), pour produire de I'ATP. Le pyruvate
peut sinon étre réduit en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH5). Le lactate est alors libéré
dans le milieu extracellulaire par des MCTs. D’un autre coté, le glucose-6P peut étre stocké sous
forme d’unité glycosyl en glycogene.

@ 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
d’ATP. Les neurones captent également de grande quantité de lactate, via MCT2, qui est
transformé en pyruvate par la LDH1.

L’équipement enzymatique de ces cellules leur confére un métabolisme plutét glycolytique pour
les astrocytes, et oxydatif pour les neurones.
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Par ailleurs, les neurones présentent un métabolisme tres oxydatif. L’activité
glycolytique est méme délétere pour la survie neuronale (Herrero-Mendez et al., 2009). Les
neurones ont d’ailleurs une préférence pour l'utilisation du lactate, méme en présence de
glucose (Itoh et al., 2003; Bouzier-Sore et al., 2006; Ivanov et al., 2011).

L’expression différentielle de ces acteurs de la métabolisation du glucose met en
avant la « coopération métabolique » qui existe entre astrocytes et neurones (Figure 24).

2. L’ANLS

L’ensemble de ces données sont a mettre en relation avec la théorie de la navette du
lactate entre astrocytes et neurones (Astrocyte Neuron Lactate Shuttle, ANLS), élaborée en
1994 par Pellerin et Magistretti (Pellerin and Magistretti, 1994). Suite a de nombreux
résultats obtenus in vitro, ex vivo, in silico et in vivo, cette hypothese a été majoritairement
acceptée par la communauté scientifique. L’ANLS repose sur I'idée que c’est le glutamate,
libéré suite a une activation neuronale, qui déclenche I'apport d’énergie supplémentaire aux
neurones par les astrocytes. En effet, I'activité glutamatergique neuronale est tres
consommatrice d’énergie : on estime qu’elle représente 80% des dépenses énergétiques de
la substance grise (Shulman et al.,, 2004).

Initialement, le glutamate est capté par les astrocytes via ses transporteurs de haute
affinité GLT et GLAST (respectivement EAAT2 et EAAT1 chez 'Homme), transport qui
s’accompagne de I'entrée de Na*dans la cellule. Afin de limiter cet afflux, la pompe Na*/K*
ATPase est activée, ce qui consomme de I'’ATP. En raison de leur métabolisme
essentiellement glycolytique, la synthese de nouvelles molécules d’ATP est issue de la
glycolyse. Ceci stimule la capture de glucose par les astrocytes pour alimenter la glycolyse.
Le lactate alors produit par la glycolyse est libéré vers les neurones (Figure 25).

Ce couplage est favorisé par I'expression de différentes isoformes de MCTs et de LDH
(avec des propriétés cinétiques distinctes) par les deux populations cellulaires. Les
astrocytes présentent les transporteurs MCT1 et 4 (Rafiki et al.,, 2003; Pierre and Pellerin,
2005), dont la constante d’affinité pour le lactate est respectivement de 3,5 et 34mM. Ils
expriment aussi une isoforme particuliere de la LDH, la LDH-A (ou LDH5), retrouvés dans
les tissus glycolytiques (Bittar et al.,, 1996; Laughton et al., 2007). Les neurones, quant a eux,
expriment MCT2 (Km = 0,7mM) et I'isoforme LDH-B (ou LDH1), avec une plus haute affinité
pour le pyruvate (Bittar et al., 1996; Bergersen et al., 2001; O’Brien et al., 2007; Chiry et al,,
2008). Ces profils d’expression favorisent donc la production et la libération de lactate par
les astrocytes alors que les neurones sont de bien meilleurs candidats pour la capture et la
consommation de ce lactate comme substrat énergétique (Figure 25). Ceci est en accord
avec les études montrant la consommation préférentielle de glucose au niveau astrocytaire
et de lactate au niveau neuronal.
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Figure 25: Le couplage métabolique entre astrocytes et neurones, lors de l'activation
neuronale

®La stimulation de neurones glutamatergiques active des récepteurs postsynaptiques AMPA et
induisent un potentiel postsynaptique excitateur (PPSE) dans I'épine dendritique du neurone. @
La dépolarisation se propage de I'épine dentritique a la dendrite, ou elle déclenche I'ouverture
de canaux sodiques voltage-dépendants et I'activation de la pompe Na+*/K* ATPase, ce qui induit
une augmentation de la demande énergétique (ATP). @ En réponse, la phosphorylation
oxydative est rapidement activée. @ Le cycle de Krebs (TCA cycle) est approvisionné en lactate,
capté par MCT2 du milieu extracellulaire. ® En parallele, le glutamate est capté par les
astrocytes et active la pompe gliale Na*/K+ ATPase, pour limiter I'excitotoxicité. Le glutamate est
converti en glutamine griace a la glutamine synthase, exprimée spécifiquement par les
astrocytes. La glutamine est ensuite exportée vers les neurones pour permettre la resynthese de
glutamate. ® L’augmentation des besoins énergétiques induit une activation de la glycolyse
dans le cytoplasme astrocytaire. @ Pour permettre le maintien d'un flux glycolytique élevé, le
NAD+ doit étre reconverti par la conversion du pyruvate en lactate par la LDH. Le lactate est
libéré dans I’espace intercellulaire, non seulement pour compléter le pool extracellulaire, mais
aussi pour assurer la phase tardive de l'activation neuronale. In vivo, le glucose provient de la
circulation sanguine, capté par les pieds astrocytaires ou libéré directement dans le milieu
intersticiel. Modifié d’aprés Pellerin and Magistretti, 2004.

AMPAR, récepteur de l'acide a-amino-3-hydroxy-5- methyl-4-isoxazole propionique ; GLU, glutamate;
LAC, lactate; PYR, pyruvate; TCA, acide tricarboxylique.

Le glutamate a divers effets a la fois sur les neurones et les astrocytes. Dans les
astrocytes, il augmente le transport de glucose, in vitro, par une signalisation qui nécessite
une augmentation de la concentration intracellulaire de Na* et de Ca2* (Loaiza et al., 2003;
Porras et al., 2008). En parallele, le glutamate inhibe le transport du glucose dans les
neurones (Porras et al., 2004). De plus, suite a la capture de glutamate, les astrocytes
liberent de I'acide ascorbique qui va diminuer l'activité de GLUT3 neuronal, sans avoir
aucun effet sur GLUT1 (Castro et al., 2007). L’acide ascorbique va également augmenter
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'activité des MCTs, et en particulier MCT2 neuronal (Castro et al., 2008). Ce neuromédiateur
redirige donc le glucose des neurones aux astrocytes, et accroit la capture de lactate par les

neurones.

Dans le cadre de la fourniture énergétique, il est important de noter que les
astrocytes sont également capables de stocker du glycogéne, dont le turn-over est tres
rapide (Figure 24). Dans les années 80, il a été démontré qu'un nombre réduit de
neuropeptides induisaient la glycogénolyse : la noradrénaline, le peptide intestinal vaso-
actif (VIP) et 'adénosine par exemple (Magistretti et al., 1981). La libération de lactate issu
de la dégradation du glycogeéne se met en place lorsque l'activation neuronale perdure, ou
dans des conditions de carence en glucose (Pellerin et al, 2007). Ainsi, pendant une
privation en glucose, le lactate issu du glycogéne module la fonction axonale et la survie
dans la substance blanche et le nerf optique de souris (Wender et al., 2000; Tekkok et al.,
2005; Walls et al., 2008). En absence de glucose, I'activité neuronale est maintenue jusqu’a
ce que les niveaux glycogéniques chutent. De plus, le maintien de I'activité est perdu lorsque
des inhibiteurs ou des molécules compétitrices des MCTs sont ajoutés dans le milieu ou
lorsque la glycogénolyse est inhibée, ce qui démontre que le lactate issu du glycogéne
astrocytaire permet l'activité neuronale en I'absence de glucose (Wender et al., 2000;
Tekkok et al., 2005; Walls et al., 2008).

Bien que la plupart des résultats en faveur de '’ANLS ait été obtenue in vitro, ex vivo
(sur des tranches de cerveaux par exemple) ou in silico (modélisation mathématique),
certaines études récentes, réalisées in vivo, soutiennent aussi le réle capital de la fourniture
en lactate par les astrocytes dans le maintien de I'activité neuronale. Grace a l'utilisation du
6-NBDG in vivo, Chuquet et collaborateurs démontrent que lors d’'une stimulation des
vibrisses, la capture de glucose est augmentée uniquement dans les astrocytes du cortex
somatosensoriel (Chuquet et al., 2010). C'est en 2011 que la premiere démonstration
physiologique de I’ANLS in vivo est apportée (Newman et al.,, 2011; Suzuki et al., 2011). Dans
le cadre de la formation de la mémoire a long terme, lorsque ’ANLS est bloquée par
l'utilisation d’inhibiteurs de la glycogénolyse astrocytaire ou de MCT2, les rats ne sont plus
en mesure d’apprendre une tache de repérage dans I'espace (Newman et al., 2011; Suzuki et
al,, 2011).

Pour ce qui est de la détection hypothalamique du glucose, I'’équipe de Rossetti a
ainsi élégamment démontré en 2005, in vivo, que I'étape astrocytaire de métabolisation du
glucose en lactate est particulierement importante dans la détection hypothalamique du
glucose (Lam et al., 2005a). Ainsi, une injection de lactate au niveau hypothalamique a les
mémes effets qu’'une injection de glucose sur l'inhibition de la production hépatique de
glucose. L'inhibition hypothalamique de la LDH par I'oxamate (OXA) bloque les effets du
glucose injecté dans I'hypothalamus sur le métabolisme hépatique, alors que la stimulation
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de la PDH par le dichloroacétate (DCA) reproduit les effets du glucose et du lactate (Lam et
al, 2005a). Ceci montre que la conversion du lactate dans l'astrocyte est une étape
indispensable a la détection hypothalamique du glucose.

Figure 26 : Représentation schématique de la
modulation du couplage métabolique entre
astrocytes et neurones
Le glucose entre dans les astrocytes ou il est
métabolisé en pyruvate par la glycolyse. Le
pyruvate est préférentiellement converti en
lactate (L-LACT) par la LDH (LDH-A ou 5 dans
L-LACT L-LACT les astrocytes) et peut étre capté par les
e oxA nheurones pour produire du pyruvate grace a la
f[b?«?/ ‘ﬁ e LDH-B ou 1. Puis le pyruvate est converti en
R o acétyl-CoA par la PDH. L’'oxamate (OXA) est un
L inhibiteur = compétitif de la LDH. Le

|
\\ X dichloroacétate (DCA) est un activateur de la
DCA PDH. D’apres Lam et al,, 2005a.

OXA

Neurons

 Sumdbiedhad

Il a également été montré que le lactate circulant est directement détecté au niveau
hypothalamique et régule la synthése de neuropeptides orexigénes et anorexigenes ainsi
que la PA et la production hépatique de glucose (Lam et al, 2008; Cha and Lane, 2009;
Kokorovic et al., 2009).

3. Le couplage neuro-vasculaire

Il existe un couplage spatio-temporel entre I'activité neuronale et 'augmentation du
flux sanguin cérébral. Les astrocytes ont longtemps été soupgonnés de participer a la
régulation du flux sanguin cérébral et de permettre 'apport d’énergie, du fait de la présence
de leurs pieds astrocytaires entourant les vaisseaux sanguins.

L’activité neuronale déclenche une augmentation de la concentration intracellulaire
en Ca?* dans les astrocytes, via la recapture de glutamate par les mGIluR (Figure 22).
L’augmentation de Ca?* induit I'activation de la phospholipase A2 (PLA2Z) qui produit de
I'acide arachidonique (AA) a partir des lipides plasmatiques. L’AA peut étre converti en
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 parallele, I'’AA peut aussi diffuser vers les cellules musculaires lisses
de la paroi des artérioles et induire une vasoconstriction (Mulligan and MacVicar, 2004). Ces
réactions paraissent antagonistes mais sont en fait dictées par le niveau d’oxygene. Lorsque
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celui-ci est bas suite a I'activation neuronale, les astrocytes libérent également du lactate et
de I'adénosine, qui freinent respectivement la recapture des PGE2 et I'action de I'AA sur les
cellules musculaires lisses, ce qui favorise finalement la vasodilatation (Gordon et al., 2008)
(Figure 27). Les astrocytes sont connus pour limiter I'excitotoxicité en capturant
neurotransmetteurs et potassium de la fente synaptique. Il a également été montré que
I'augmentation de [K*] extracellulaire a proximité des artérioles favorise leur vasodilatation
(Knot etal., 1996).
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Figure 27 : Représentation schématigue des voies principales par lesquelles les astrocytes
régulent le flux sanguin cérébral

Suite a une activation, certains neurones produisent de I'oxyde nitrique (NO) par la
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 vasoactifs, ou agir directement sur les cellules musculaires lisses, en activant la
synthese de cGMP par la guanylate cyclase. Le NO a alors un effet vasodilatateur.

Dans le modele de I’ANLS, les interactions entre neurones et astrocytes sont souvent
réduites a 1'échelle de la synapse tripartite, ou l'astrocyte est représenté seul. Or, les
astrocytes ne sont pas tous a proximité d'un capillaire sanguin pour capter du glucose. Ces
cellules sont organisées en de véritables réseaux coordonnés, interconnectées par des
jonctions communicantes (gap junctions en anglais, GJ). Comment circule le glucose au sein

de ces réseaux ? Comment ces réseaux sont-ils régulés ?
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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 a des cellules distantes d’interagir. La
communication intercellulaire permet a deux cellules proches de se connecter et de se
coordonner entre elles au sein d’'un tissu donné. Avec le développement de la microscopie
électronique dans les années 50, les premieres études sur la communication intercellulaire
ont été réalisées. Grace a ces techniques d’'imagerie, on a découvert que les astrocytes
semblaient reliés entre eux et formaient un syncitium. Cette notion ne reflete pas la
complexité de I'organisation des astrocytes, ou beaucoup de régulations sont effectivement
en place. En effet, des expériences récentes montrent qu’ils forment des réseaux, dans
lesquels la diffusion de molécules est finement régulée, grace aux jonctions communicantes
formées de connexines.

1. Les jonctions communicantes : généralités

a) Nomenclature et topologie des connexines

L’appellation de « jonctions communicantes » ou gap-junctions en anglais (GJ) trouve
son origine dans le travail de Revel et Karnosvsky 1967 (Revel and Karnovsky, 1967). Les GJ
sont formées de I'apposition de deux membranes plasmiques, séparées par une mince fente
de 2 a 3 nm de large, avec présence de structures pentalaminaires caractéristiques des GJ
(Figure 28). Par des études en microscopie électronique et de cryofracture, le cceur opaque
observé s’est révélé étre un pore: des centaines a plusieurs milliers de canaux
intercellulaires forme ainsi des plaques «jonctionnelles » ou la concentration de GJ peut
aller jusqu’a 10# canaux/um? de membrane (Lauf et al., 2002).

Figure 28 : Image en microscopie électronique de jonction communicante
D’apres Revel and Karnovsky, 1967
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Chaque cellule contribue a la formation d'une GJ par la juxtaposition d’'un connexon
ou hemi-canal, avec son homologue de la cellule voisine (Figure 29). La G] est maintenue
grace a des interactions hydrophobes (Musil and Goodenough, 1991). Le connexon présente
un pore aqueux de 1,5 a 2 nm de diametre. Chaque connexon est formé de 6 sous-unités
protéiques transmembranaires qu’'on appelle connexines (Cx). Jusqu'a présent, 20 genes
codant pour des Cxs ont été décrits chez la souris (21 chez 'Homme), situés pour la plupart
sur des chromosomes différents (Sohl and Willecke, 2004).
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Figure 29 : Représentation schématique d'une jonction communicante

Chaque cellule présente des connexons qui se font face pour former la GJ. Un connexon est formé
de six sous-unités protéiques, les connexines. Les six connexines peuvent changer de
configuration pour ouvrir ou fermer le connexon. La fermeture du canal est obtenue lorsque les
sous-unités de Cx pivotent les unes contre les autres, dans le sens des aiguilles d’'une montre.
D’apres Sohl et al., 2004.

Les Cxs présentent la méme topologie: elles sont formées de 4 domaines
transmembranaires (TM), reliés par 2 boucles extracellulaires et une boucle intracellulaire.
Les extrémités C- et N-terminales sont donc cytoplasmiques. Les domaines TM et les boucles
extracellulaires sont tres conservées entre les Cxs. En effet, ils permettent respectivement la
formation du pore et 'appariement entre deux connexons. La formation de la GJ repose sur
I'interaction non covalente entre 3 résidus cystéine, situés sur chaque boucle extracellulaire,
qui forment des ponts-disulfures (Sosinsky and Nicholson, 2005)(Figure 30). Le domaine C-
ter et la boucle cytoplasmique sont les parties les plus variables, ils forment des sites
d’interaction avec des protéines cytoplamiques qui modulent les propriétés d’ouverture et
de fermeture du canal (Sosinsky and Nicholson, 2005). Les connexons 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 G] homotypique ou
hétérotypiques (Sosinsky and Nicholson, 2005) (Figure 30).
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Figure 30 : Représentation schématigue d’une connexine et configuration du connexon
D’apres Sohl et al., 2004 et Evans and Martin, 2002

Il existe plusieurs nomenclatures pour décrire les Cxs. La plus connue est celle
établie par Beyer en 1987, qui repose sur le poids moléculaire des Cxs. Ainsi, la connexine
ayant un poids moléculaire de 43kDa est baptisée Cx43.

b) Synthese et dégradation

Les Cxs sont synthétisées et dégradées en continu, ce qui est peu commun pour des
protéines membranaires. Leur demi-vie est donc tres courte : pour la Cx43, elle est comprise
entre 1,5 et 4h in vitro et in vivo (Solan and Lampe, 2009). Ce mécanisme permet des
adaptations rapides des tissus aux conditions environnementales. Les Cxs sont synthétisées
par la voie classique, via des vésicules de sécrétion. Les connexons assemblés dans le
cytoplasme restent fermés jusqu’a leur arrivée a la membrane ou ils sont transportés le long
de microtubules. Une fois insérés dans la membrane plasmique, les connexons sont libres.
Quand deux cellules rentrent en contact, en quelques minutes, il y a formation de GJ] (Figure
31).

Les GJ nouvellement formées sont sur les extrémités des plaques jonctionnelles, alors
qu’au centre, les GJ sont destinés a étre internalisées et dégradées (Gaietta et al., 2002). La
disparition des GJ ne correspond pas a la dissociation des connexons, mais a l'internalisation
des GJ] en une structure qu’on appelle jonction annulaire (Jordan et al., 2001) (Figure 31).

71



Revue bibliographique

a

Connexon
:m: > @ hemichannel
NH, COOH %%

0:%
Open Closed
hemichannel —

b
Transport vesicle
Golgi P
apparatus
O
Oc;ﬁ —
@& E o

Annular junction
connexosome

- ‘Z:‘;
Gap
junction
plaque
o
Op o
4 © 00 P _><i> g
Endoplasmic oo
reticulum Endoscmes

O -

Figure 31 : Cycle de vie de la connexine 43

A| La Cx43 est une protéine membranaire intégrale qui s’oligomérise en hexamere pour former
un connexon. B| La Cx43 est insérée dans le réticulum endoplasmique ou elle correctement
repliée (sinon elle sort du RE pour étre dégradée). Dans 'appareil de Golgi, elle est oligomérisée.
Apres avoir été transportés par les microtubules jusqu’a la membrane plasmique, les connexons
peuvent s’apparier avec d’autres connexons présents sur des cellules voisines pour former des
GJ, et s'agglomérer pour former une plaque jonctionnelle. Les connexons peuvent également
rester non appariés et former des hémicanaux, qui échangent des petites molécules avec le
milieu extracellulaire. Apres quelques heures, les G] sont internalisées en jonctions annulaires
avant d’étre dégradées dans des lysosomes. D’apres Naus and Laird, 2010

c) Autres canaux

Pendant longtemps, les connexons dispersés dans des zones non-jonctionnelles
étaient considérés comme fermés pour éviter la mort cellulaire par dispersion du gradient
ionique. Mais il a été mis en évidence qu’ils pouvaient étre ouverts dans quelques cellules et
étre modulés par divers facteurs (Saez et al., 2010).

Il existe d’autres protéines présentant des caractéristiques tres proches de celles des
Cxs : les pannexines, qui sont retrouvées chez les Vertébrés et les Invertébrés. Malgré une
topologie voisine de celle des Cxs, elles ne forment que des hémi-canaux (Scemes et al,,
2009). Elles sont tres exprimées dans le SNC en développement. Chez les invertébrés, on
trouve aussi des innexines, I'’équivalent des pannexines (Scemes et al., 2009).

L’ouverture des hémi-canaux (HCx) laissait supposer de graves conséquences pour
I'intégrité cellulaire. Mais si elle est suffisamment breve et controlée, alors ses effets restent
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physiologiques (Saez et al., 2010). Ainsi, la libération de glutamate et d’ATP par ces canaux a
été montrée (Stout et al,, 2002; Ye et al., 2003) mais aussi du GSH par les HCx de Cx43 (Rana
and Dringen, 2007). Les HCx peuvent étre ouverts par la présence de radicaux libres lors de
I'ischémie (Retamal et al., 2006).

2. Distribution, fonctions et régulations

a) Distribution des connexines

Toutes les cellules de l'organisme expriment des G] a l'exception des cellules
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 Cxs. La Cx43
est la plus ubiquitaire, elle est présente dans 35 types cellulaires différents (Laird, 2006).

Au niveau du SNC, les astrocytes expriment principalement la Cx43 et la Cx30 (Nagy
et al,, 1999). Certains astrocytes de la pie-mere et les épendymocytes présentent également
la Cx26 (Mercier and Hatton, 2001; Nagy et al., 2004). La Cx30 et la Cx43 ne peuvent pas
former de G] ensemble dans les astrocytes: elles ne forment que des jonctions
homomériques et homotypiques entre les astrocytes (Orthmann-Murphy et al., 2007). Les
oligodendrocytes présentent les Cx29, Cx32 et Cx47, avec différentes localisations sub-
cellulaires (Nagy et al., 2004). IIs peuvent former des jonctions hétérotypiques (Cx47/Cx43
et Cx32/Cx30) avec les astrocytes (Orthmann-Murphy et al., 2007). Les neurones expriment
principalement la Cx36, la Cx45 et la Cx57. Les G] neuronales permettent la formation de
synapses électriques, mais sont plutot faiblement exprimées par rapport aux Cx
astrocytaires (S6hl et al., 2005a).

b) Propriétés - régulations dans le SNC

Bien que les G] soient considérées comme peu sélectives par rapport a d’autres
canaux, leur perméabilité est tres controlée. La premiere barriére au passage de molécules
ou d’ions est la taille du pore 10 a 15 nm de long et 1,5 a 2 nm de diamétre, qui ne permet
pas le passage des molécules de plus de 1-1,5 kDa. Cependant, toutes les molécules
inférieures a ce poids ne circulent pas librement entre deux astrocytes couplés. La sélectivité
de passage dépend de la constitution en Cx du canal et de I'environnement moléculaire et
ionique de la plaque (Harris, 2007). Le passage de molécules données dépend aussi de la
probabilité d’ouverture des Cxs et du nombre de plaques jonctionnelles.

Les GJ sont modulés par le potentiel trans-jonctionnel (V;), c'est-a-dire la différence
entre les potentiels internes des deux cellules interconnectées. Pour la plupart des
connexines, la conductance maximale est obtenue lorsque la différence de potentiel entre les
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deux cellules est nulle (Vj=0) et elle décline progressivement avec 'augmentation de V;. De
plus, les G] sont sensibles au potentiel de membrane (Vi) (Gonzalez et al., 2007). Lors d’'une
dépolarisation membranaire, la communication par les GJ (GJC) est augmentée et lors d’'une
hyperpolarisation, elle est réduite (De Pina-Benabou etal., 2001).

Plusieurs molécules peuvent moduler I'ouverture/la fermeture des GJ: des ions
(Ca%*, K*, H*), des modifications post-traductionnelles (phosphorylations), des seconds
messagers (H202), des neurotransmetteurs (glutamate) et des molécules chimiques

endogénes (endothelines).

La conductance des GJ est tres sensible au pH intracellulaire, mais quasi-insensible
au pH extracellulaire. L’acidification cytoplasmique limite la GJC, et l'alcalinisation
I'augmente (Peracchia, 2004). L’effet du pH intracellulaire sur la conductance jonctionnelle
varie beaucoup d’'une Cx a l'autre. Il faut savoir que le passage de lactate par les MCTs
s’accompagne du passage d'un ion H*, ce qui favorise l'alcalinisation des astrocytes et
I'acidification des neurones. On peut donc suggérer que l'alcalinisation induite par la sortie
du lactate induit une augmentation de la GJC. La conductance des G] est également réduite
quand la concentration intracellulaire en Ca?* augmente. Cet effet passe notamment par
I'activation de la voie des calmoduline kinases (Cam kinases) (Peracchia, 2004).
L’augmentation de concentration extracellulaire en K* dépolarise les astrocytes et augmente
la perméabilité des GJ], en passant également par la voie des Cam kinases (De Pina-Benabou
etal, 2001).

Nous avons vu que les espéeces actives de 'oxygene (mEAQOs) peuvent étre a I'origine
d’une signalisation intracellulaire lors de la détection hypothalamique du glucose, lorsqu’ils
sont produits en petite quantité et rapidement éliminés. La GJC astrocytaire est également
modulée par 'H202, qui induit une augmentation de la perméabilité in vitro (Rouach et al,,
2004).

Les Cxs ne sont pas glycosylées mais peuvent étre phosphorylées, notamment sur
I'extrémité C-terminale (Laird, 2005; Solan and Lampe, 2009). Ces phosphorylations
permettent la modulation de la fonctionnalité des G] (conductance, probabilité d’ouverture,
sensibilité au pH ou au potentiel), mais ne sont pas indispensables a la formation de G]
(Musil and Goodenough, 1991). La Cx30 n’est pas phosphorylée mais la Cx43 présente de
multiples isoformes électrophorétiques en SDS-PAGE: PO, non phosphorylée est la plus
mobile, alors que des stades intermédiaires de phosphorylation P1 et P2 peuvent étre
présents. La phosphorylation a majoritairement lieu sur des résidus Sérine/Thréonine, bien
que quelques résidus Tyrosine aient aussi été identifiés (Marquez-Rosado et al., 2011). Les
effets de ces phosphorylations dépendent des sites de phosphorylations et peuvent moduler
le trafic intracellulaire vers la membrane plasmique ou la régulation de la communication
intercellulaire (conductance, appariement de GJ]). Dans les plaques jonctionnelles, la Cx43
est I'isoforme principalement phosphorylée (Musil and Goodenough, 1991). D’autres voies
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de signalisations peuvent encore moduler la GJC : I'activation de la PKA augmente l'insertion
de la Cx43 a la membrane alors que celle de la PKC ou de la voie des MAP kinases accélere
son internalisation (Rackauskas et al., 2010).

L’expression corticale des Cx30 et 43 est finement régulée par les neurones. Cette
régulation nécessite une interaction entre les deux types cellulaires (Koulakoff et al., 2008).
La GJC est modulée par des neurotransmetteurs, notamment le glutamate (Rouach et al,
2002b, 2008). Il reste encore difficile de déterminer si le glutamate joue a la fois directement
sur la GJC et/ou s’il induit une cascade de signalisations qui module secondairement les GJ.

Les endothélines sont des molécules endogeénes qui sont connues pour réguler le flux
sanguin, mais aussi pour inhiber les GJ astrocytaires (Blomstrand et al., 2004). Ainsi, leur
inhibition est accompagnée d’'une augmentation de la capture de glucose dans les astrocytes
(Tabernero et al., 1996, 2006), qui passe par I'augmentation de I’expression de GLUT1 et sa
relocalisation a la membrane, et de I'expression d’hexokinases. Le lien entre GJC et glucose
sera développé dans les paragraphes suivants.

c) Fonctions

La fonction principale des Cxs est la formation des canaux, qui permettent I'échange
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 lesquelles la
régulation de l'expression génique, de la prolifération cellulaire, de 1'adhésion et de la
migration cellulaire (Elias et al., 2007; Kardami et al., 2007; Naus and Laird, 2010). Dans ce
paragraphe, nous nous limiterons a la description des fonctions des Cx astrocytaires
associées a la GJC dans le SNC.

Lors du développement et de la différenciation, les GJ font circuler des signaux
morphogenes entre les cellules. Elles interviennent dans le développement de la créte
neurale. L’absence ou la surexpression de la Cx43 conduit a des anomalies morphologiques,
comme par exemple la modification de la mise en place des couches corticales du cerveau
(Ewart et al., 1997). Les Cxs interviennent lors de la migration de la glie radiaire lors du
développement, mais dans ce cas, leur role n’est pas associé a la formation de canal (Elias et
al,, 2007). De plus, la présence de GJC par les Cx43 et 30 entre les cellules de la glie radiaire
est indispensable pour la neurogenese dans le gyrus denté de '’hippocampe, a I'état adulte
(Kunze et al., 2009).

Les G] neuronales permettent la formation de synapses électriques par échanges
d’ions et la synchronisation de I'activité d'un groupe de neurones (Sohl et al., 2005b).
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Dans les astrocytes, la GJC permet de tamponner I'excés de K* et limite I'excitotoxicité
suite a I'activation neuronale (Wallraff et al., 2006; Pannasch et al., 2011).

Les astrocytes, via la communication par les G] et/ou les hémicanaux de Cxs
modulent la survie neuronale, en libérant des molécules bénéfiques ou déléteres. Ainsi,
suivant les études réalisées in vitro et in vivo dans des conditions physiopathologiques, la
communication par les Cx43 participent a la fois a la survie neuronale, ou au contraire,
favorisent la nécrose (Giaume et al., 2010).

Nous savons qu'il existait un couplage fonctionnel entre I'activité neuronale et le flux
sanguin, et qu’il impliquait les astrocytes, via une signalisation par I’AA. La production d’AA
passe par une signalisation calcique. Diverses études ont montré que la GJC participait a la
propagation de ces signaux calciques, notamment dans I'hyperémie fonctionnelle. Plus
généralement, les réseaux astrocytaires sont capables de propager des vagues calciques
(Scemes and Giaume, 2006)(Figure 32). La signalisation calcique induit la libération de
molécules neuroactives telles que le glutamate, ’'ATP ou la D-sérine. La propagation de ces
vagues se fait par deux voies : d’'une part, une voie extracellulaire qui consiste en la
libération d’ATP, qui stimule des récepteurs purinergiques P2Y des astrocytes voisins et
engendre une signalisation calcique (Guthrie et al, 1999); d’autre part, une voie
intracellulaire, par le passage direct d'IP3 (produit suite a I'activation de la PLC) par les G]J.
L’ensemble de ces voies aboutit a la libération des stocks internes de calcium (Figure 32).

Stimulation

Figure 32 : Les vagues calciques

@ Une stimulation (électrique, chimique,...) de I'astrocyte peut induire une augmentation de la
concentration en calcium dans l'astrocyte, @ par la libération des stocks internes de calcium via
la fixation de I'IP3 sur ses récepteurs au niveau du réticulum endoplasmique. @ Le calcium et
I'IP3 peuvent diffuser au sein du réseau astrocytaire par les GJ. @ En parallele, de I'ATP est libéré
dans le milieu extracellulaire, et vient se fixer sur des récepteurs purinergiques P2Y, sur les
astrocytes voisins. ® L’activation des récepteurs P2Y stimule la PLC qui augmente le taux
intracellulaire d’'IP3 et de calcium, qui vont a leur tour diffuser dans le réseau. L’augmentation
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 G] participent a la propagation de signaux entre les
astrocytes, mais aussi entre les neurones et les astrocytes. De plus, les astrocytes sont
connus pour approvisionner les neurones en métabolites énergétiques. In vitro, il a été
montré que les vagues calciques présentes dans les astrocytes suite une stimulation
mécanique ou électrique, sont aussi accompagnées de «vagues métaboliques »
(Bernardinelli et al., 2004)(Figure 33). En effet, 'augmentation de Ca?* dans le réseau
astrocytaire induit une augmentation de Na*, qui permet une augmentation de I'apport
énergétique par la capture de glucose. Les vagues sodiques dépendent en partie de la
présence de GJC (qui permet I'équilibration du Na+ entre les astrocytes). En effet, ces vagues
sont inhibées de moitié en présence d’inhibiteurs des GJC.

| Na* wave >
| Metabolic wave >

______ - e m———

-
~q s S

@ Glu ™ Na* Gle Glu " Na

| Ca’* wave >

Figure 33 : Les vagues métaboliques

®L’augmentation de calcium suite a I'activité glutamatergique est suivie par @ la libération
d’ATP et de glutamate dans le milieu extracellulaire. @ L’ATP se fixe sur les récepteurs
purinergiques des astrocytes voisins, ce qui induit une réponse calcique qui participe a la
propagation de la vague calcique ® (libération de Ca?* et d’'IP3). @ En paralléle, le glutamate
libéré est récupéré par les co-transporteurs Na+*/Glutamate, ce qui augmente la concentration
intracellulaire en Na*. ® Le Na* a la capacité de diffuser par les GJ, ce qui génere une vague
sodique. L’augmentation de Na+* est suffisante pour augmenter l'activité de la pompe Na*/K*
ATPase, ce qui participe a la capture de glucose ® pour fournir I'’ATP nécessaire au
fonctionnement de la pompe.

Au-dela de leur propre utilisation de glucose, nous avons vu que les astrocytes sont
également capables de fournir plus de substrats énergétiques aux neurones en activité. Le
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glucose et le lactate font partie des molécules qui peuvent passer par les G] (Tabernero et al.,
1996). De maniere trés intéressante, il a récemment été montré que les réseaux de GJ
astrocytaires participent a I'approvisionnement énergétique des neurones en activité dans
I'hippocampe (Rouach et al, 2008; Giaume et al, 2010). Ceci a été possible grace a
l'utilisation de dérivés fluorescents du glucose, le 2-NBDG (métabolisable) et le 6-NBDG
(non métabolisable) (Figure 34). Le trafic de glucose dans le réseau astrocytaire est dii a une
activité glutamatergique. De plus, en I'absence de glucose externe, la perfusion de lactate
dans un seul astrocyte suffit a maintenir I'activité synaptique. Ceci implique les G] de Cx43 et
30 et la métabolisation du glucose en lactate, car ces effets ne sont pas retrouvés dans des
tranches d’hippocampe de souris KO pour les Cx43 et 30 ou lorsque un inhibiteur des MCTs
est utilisé (Figure 34). A noter que c’est la différence de concentration en substrats
énergétiques qui guide ce transfert, car il n’est pas retrouvé avec des traceurs inertes.

Cx43-/- Cx30-/-

D 1Hz 20 min

Figure 34 : La fourniture énergétique par les réseaux astrocytaires permet le maintien de
I'activité synaptique en I'absence de glucose exogéne.

Gauche| Images de la diffusion de glucose dans les réseaux astrocytaires en condition basale (C)
et apres stimulation électrique (D) des collatérales de Schaffer. Droite| Images de la diffusion de
glucose ou de lactate avec une sonde fluorescente (sulforhodamine 101) a partir d'un astrocyte
(Astr) et de la pipette d’enregistrement des fEPSCs d’'un neurone (Neu), suite a la stimulation des
collatérales de Schaffer (Stim), sur des tranches d’hippocampe de souris normales (A) ou KO
pour les Cx43 et 30 (B). D’aprés Rouach et al., 2008.

Les connexines sont trés exprimées au niveau des pieds astrocytaires, qui entourent
les vaisseaux sanguins (Simard et al,, 2003; Rouach et al., 2008). Le glucose capté de la
circulation sanguine pourrait donc étre rapidement redistribué dans les astrocytes
périvasculaires, lors d’'une hyperglycémie. Il a récemment été montré in vitro par des
techniques de FRET, que lors d’une augmentation de la concentration en glucose
extracellulaire, les astrocytes captaient rapidement ce glucose (Prebil et al., 2011). Les
astrocytes pourraient donc moduler I'activité et/ou la détection des neurones GS, par la
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 court-terme, telles que la
sécrétion d’insuline ou le rassasiement. Lorsqu’elle est altérée, alors les réponses ne sont
pas correctement mises en place et participent au développement de pathologies
métaboliques.

L’étude de la détection hypothalamique du glucose a souvent porté sur la
caractérisation des neurones gluco-sensibles (GS), qui ont la capacité de détecter des
variations de concentrations en glucose. Le transfert du glucose jusqu’aux neurones GS reste
cependant peu étudié. Plusieurs études récentes, notamment au sein de notre équipe,
montrent la participation des astrocytes dans cette détection. Les astrocytes sont des
cellules gliales caractérisées par leur lien étroit avec les vaisseaux sanguins et leur réle dans
I'approvisionnement énergétique suite a l'activation neuronale (ANLS) : on parlera de
« fueling » dans la suite de ce manuscrit. Ils présentent un métabolisme plutét glycolytique,
en transformant le glucose en lactate. Or, plusieurs études ont rapporté le role du lactate
dans la modulation de plusieurs fonctions physiologiques, telles que la mémoire notamment
(Newman et al,, 2011; Suzuki etal.,, 2011).

Dans le cadre plus spécifique de la détection du glucose (« sensing »), ou ce dernier
est a la base méme du mécanisme mis en jeu, les astrocytes porteraient une « double
casquette » : le glucose et le lactate apportés aux neurones sont a la fois source d’énergie
mais aussi signal, déclenchant des réponses spécifiques des neurones GS. Il a ainsi été
démontré que l'étape astrocytaire était indispensable a la détection du glucose par
I’hypothalamus. Le lactate, dérivé du glucose, du pyruvate ou du glycogene, pourrait
traduire des variations de glycémie ou au moins moduler la réponse des neurones GS,
suivant le ratio glucose/lactate présent (Lam et al., 2005a).

De plus, il est important de noter que les astrocytes sont organisés en réseaux
structurés, qui peuvent étre recrutés dans des phénomenes de couplage métabolique avec
les neurones, pour assurer le fueling suite a 'activation neuronale (Rouach et al., 2008).
Aucune étude a notre connaissance ne s’est intéressée a la circulation du glucose et du
lactate au sein de ces réseaux astrocytaires dans le cadre du sensing hypothalamique du
glucose.

La modulation de la détection hypothalamique du glucose par les astrocytes est
étudiée depuis peu. Ma these s’est orientée suivant deux axes, qui ont globalement visé a
mieux comprendre le role des astrocytes dans la détection hypothalamique du glucose.

1) Dans un premier temps, nous avons voulu étudier le coulage métabolique entre
astrocyte et neurone. Nous avons tout d’abord analysé la réponse cérébrale suite a
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une injection intra-carotidienne de lactate vers le cerveau, en termes de sécrétion
d’insuline. Dans un second temps, nous avons utilisé un modele physiopathologique,
le rat hyperglycémique pendant 48h (48h-HG). Il avait déja été rapporté une
modification de la commande autonome de ces animaux aprées 48h. Nous avons voulu
savoir ici quelle était la réponse de ces animaux suite a une élévation transitoire de la
concentration cérébrale en glucose et en lactate, et si elle pouvait étre corrélée a une
modification d’expression des MCTs hypothalamiques, acteurs cruciaux du transfert
de lactate entre astrocytes et neurones.

Le deuxieme objectif de ce travail a été de déterminer si les réseaux astrocytaires
formés de Cxs peuvent participer a la détection hypothalamique du glucose. Cette
étude s’est divisée en deux points: dans un premier temps, nous avons réalisé la
description immunohistochimique de I'expression des Cxs dans I’hypothalamus et
I'analyse de leur expression dans différentes conditions métaboliques. Dans un
second temps, afin d’étudier le réle plus spécifique de la Cx43 (tres fortement
exprimée dans I'’hypothalamus), nous avons inhibé son expression spécifiquement
dans le MBH par interférence ARN. Nous avons ensuite évalué la sensibilité
hypothalamique au glucose par le biais de deux tests fonctionnels: la sécrétion
d’insuline (commande vagale) et I'effet satiétogene du glucose.
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Partie I1: La détection hypothalamique du glucose dans un
modele physiopathologique : implication du lactate et de son
transfert par les MCTs ?

La premiere partie de ma these s’est orientée plus particulierement vers I'étude du
lactate et des MCTs lors de la détection hypothalamique du glucose. Ce travail fait I'objet
d’une publication actuellement sous presse dans le journal Neurosciences Letters.

Les résultats principaux sont les suivants.

1) Nous avons montré que le lactate, comme le glucose, pouvait induire des
réponses périphériques comme la sécrétion d’insuline. La sécrétion d’insuline est cependant
plus faible et retardée par rapport a celle du glucose.

2) Nous avons ensuite utilisé un modéle animal développé au laboratoire, le rat
rendu hyperglycémique pendant 48h (48h-HG) par la perfusion de glucose. Nous avons
démontré que dans ce contexte, la détection hypothalamique du glucose et du lactate était
perturbée. La sécrétion d’'insuline en réponse au glucose perdure (au-dela de 10min) au lieu
de revenir a un niveau basal, observé dés la 3®me minute chez des animaux témoins. En
réponse au lactate, deux profils de réponse se dégagent : certains rats 48h-HG présentent la
méme réponse que les rats témoins (pic de sécrétion a t=3min) ; alors que I'autre moitié des
rats 48h-HG voit leur sécrétion d’insuline baisser drastiquement suite a I'injection de lactate.

3) En dépit de la modification de la détection cérébrale du glucose et du lactate,
I'expression des MCTs hypothalamiques des rats 48h-HG ne varie pas par rapport aux rats
témoins.

Plusieurs points de discussion sont soulevés par ces résultats. Premierement, la
sécrétion d’insuline suite a la détection du lactate est retardée par rapport au glucose, ce qui
suggere sans doute, en premier lieu, une différence de transport jusqu’aux neurones.

Nous avons montré que la détection hypothalamique du glucose et du lactate est
modifiée aprés 48h d’hyperglycémie (associée a une hyperinsulinémie et une
hyperlactatémie). La sécrétion soutenue d’insuline suite au bolus de glucose est en accord
avec des données de la littérature qui rapportent une sur-stimulation de I'axe
parasymathique dans ce modele (N'Guyen et al., 1994).

De maniere intéressante, on distingue deux types de réponses au lactate chez les rats
48h-HG. Ce phénotype peut étre rapporté au fait que la souche de rats utilisée dans I'étude
était non-consanguine. Ceci apporte plus de variabilité dans les résultats obtenus, mais cette
hétérogénéité se rapproche de la «réalité physiologique». Cette dichotomie (50%/50%)
suggere la présence d'un polymorphisme génétique avec 'expression d’'un gene dominant,
retrouvé uniquement dans le cas de la stimulation avec le lactate, en condition
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physiopathologique (48h d’hyperglycémie). Le glucose et le lactate pourraient avoir
différents effets sur les mémes neurones et/ou différentes populations de neurones, en
fonction du statut métabolique de I’animal.

Les MCTs sont des acteurs importants du transport de lactate et sont modifiés dans
I’hypothalamus de souris obeses. Chez les rats 48h-HG, I'expression protéique des MCTs
hypothalamiques n’est pas modifiée.

Ces différents points seront repris dans la discussion générale (p. 111).
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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
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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

Lett. (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2012.11.033
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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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different from t=0min. *p<0.05, ***p<0.001, HG-Rrats significantly different from saline rats.

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 | = 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 II - Résultats et discussion

Partie Il : Réle des connexines astrocytaires dans la détection
du glucose

Dans la deuxieme partie de ma these, nous avons étudié les connexines (Cxs) qui
participent a la formation des GJ astrocytaires. En effet, les astrocytes sont organisés en
réseaux, qui permettent le passage de petites molécules. Récemment, il a été démontré que
ces réseaux de Cxs sont indispensables au trafic de métabolites (glucose et lactate) jusqu’aux
neurones en activité (Rouach et al., 2008). Nous avons d’abord caractérisé la distribution
hypothalamique des Cxs astrocytaires, les Cx43 et 30, qui sont les isoformes majoritaires.
Dans un second temps, nous avons suivi 'expression protéique de ces Cxs dans le MBH, dans
différentes conditions métaboliques. Enfin, nous avons adopté une stratégie d’inhibition de
I'expression de la Cx43 (la plus exprimée) dans le MBH et testé la détection hypothalamique
du glucose chez ces animaux.

l. Mateériels et méthodes

A. Animaux

Les expériences ont été réalisées sur des rats Wistar Han (250-275g, Charles River,
Lyon, France). Les rats sont maintenus dans une piece éclairée 12 h par jour (7h30-19h30),
a la température de 22°C, avec la nourriture et la boisson ad libitum. Les chirurgies sont
réalisées sous anesthésie gazeuse (Isoflurane 2,5-3%, Abbott, dans 11/min d’oxygene, Air
Liquide, 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 et la récupération des animaux. Les animaux sont anesthésiés avant euthanasie
par une injection intra-péritonéale de pentobarbital (50 mg/kg, Centravet, Velaine en Haye,
France). Les protocoles expérimentaux suivent les directives européennes (86/609/EEC) et
ont été approuvés par le comité d’éthique de I'Université de Bourgogne.

B. Conditions métaboliques

Plusieurs groupes de rats ont été formés. Pour I'étude du statut métabolique, le
groupe nourri (Fed) a été sacrifié au début de la phase diurne. Le groupe a jeun (Fasted) a
été sacrifié aprés 20h de jeline, au méme moment que le groupe nourri. Le groupe
«renourri » (Refed) a été sacrifié apres 20h de jeline et 4h de réalimentation ad libitum.
Pour l'étude de l'effet de I'hyperglycémie sur l'expression des Cx, les animaux sont
anesthésiés au pentobarbital (4h aprés le retrait des croquettes) pendant la durée de
I'expérience (3h) et recoivent deux injections sous-cutanées a t=0h et t=1h30 de sérum
physiologique (groupe témoin « NaCl ») ou de glucose 60% (groupe « 3h-HG »). La glycémie
est mesurée toutes les 30min. Seuls les animaux dont la glycémie dépasse 10mM ont été
gardés dans l'étude. Les animaux ayant subi 48h d’hyperglycémie (48h-HG) sont décrits

dans l'article mentionné en page 84.
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C. Stéréotaxie et injection de siRNA

Avant la chirurgie, les animaux recoivent une injection sous-cutanée de
buprénorphine (0,03 mg/kg Axience). Sous anesthésie gazeuse, apres avoir fixé la téte du rat
a l'aide des barres d’oreilles dans le cadre stéréotaxique (Kopf), la peau du crane est incisée
et 'os est nettoyé pour permettre la vue des sutures. Le guide-canule bilatéral est inséré
jusqu’au niveau du MBH suivant les coordonnées retenues d’apres 'atlas de Paxinos et
Watson, soit 3,1mm en arriere du bregma, 0,4mm sur le coté latéral et 9 mm sous la surface
du crane. Apres avoir désinfecté la plaie et injecté en sous-cutané de la lidocaine (10 mg/kg,
Ceva), le guide-canule est maintenu en place avec de la colle chirurgicale. Pour les
expériences de réalimentation, les animaux sont ensuite opérés afin de poser un cathéter a
demeure dans la carotide en direction du cerveau. Celui-ci est maintenu en place par des
sutures et sort entre les omoplates de I'animal, ou il est fixé par de nouvelles sutures et un
point de colle. Le cathéter est rempli de sérum physiologique hépariné pour éviter la
coagulation. 2 ml de sérum physiologique sont injectés en sous-cutané dans chaque flan,
pour éviter la déshydratation. L’animal est ensuite mis dans sa cage sur un tapis chauffant et
surveillé jusqu’a son réveil.

L’injection de siRNA est réalisée 5 jours apres la chirurgie stéréotaxique, lorsque le
rat a bien récupéré (prise de poids et de croquettes normales). Les siRNA de 21 nucléotides
(Genecust, Luxembourg) sont préparés en utilisant le systeme JetSI (Ozyme, Saint-Quentin-
en-Yvelines, France) et injectés (400 pM) via le guide-canule pour atteindre le MBH. La
séquence de siRNA cible spécifiquement la Cx43 et nous a été gracieusement communiquée
par Arantxa Tabernero (siRNA, brin sens : 5’- GCUGGUUACUGGUGACAGAUATAT-3’). La
diminution d’expression de la Cx43 dans le MBH a été mesurée apres 24, 48 et 72h. Les
cathéters carotidiens (animaux pour le test de réalimentation seulement) sont controlés
tous les deux jours, en injectant 50ul de sérum physiologique hépariné.

D. Injection intracarotidienne de glucose vers le cerveau

Le test de la détection du glucose est toujours réalisé en début d’apres-midi suite a
une période de 4 heures sans croquettes, permettant ainsi une stabilisation des glycémies et
une homogénéisation du groupe.

Le test est pratiqué sur des rats anesthésiés au pentobarbital. Une incision est
pratiquée a la base du cou, 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.
Apres stabilisation de la glycémie, I'animal recgoit un bolus de glucose 9 mg/kg. Le bolus de
100 pl est injecté au temps t=0 min en 30 secondes. Des échantillons de sang (environ 200
ul) sont prélevés au niveau de la queue au temps t=0 min (juste avant I'injection du bolus de
glucose), t=1 min, t=3 min, t=5 min, t=10 min, pour le dosage de I'insulinémie. Le sang est
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prélevé dans des eppendorfs contenant 2 pl d’héparine a la concentration de 5000 UI/ml
pour éviter la coagulation. Le sang est ensuite rapidement centrifugé a 5000 g/min pendant
5 minutes. Les plasmas sont alors isolés, congelés et conservés a -80°C jusqu’a leur
utilisation.

E. Test de réalimentation

Les animaux sont mis a jeun juste avant le début de la période diurne (10h) 48h
apres l'injection des siRNA. Apres 20h de jeline (soit environ 72h aprés l'injection des
siRNA), les animaux éveillés recoivent par le cathéter carotidien une injection de sérum
physiologique (NaCl) ou de glucose 9mg/kg (Glc), 100ul en 30sec. Des croquettes sont
disposées dans leur cage et la 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 cathéter carotidien et du guide-canule. Les
animaux sont ensuite sacrifiés et le MBH est prélevé et immédiatement congelé dans de
'azote liquide.

F. Immunohistochimie

Les animaux sont anesthésiés au pentobarbital puis recoivent une perfusion
intracardiaque de 80 ml de PBS hépariné (Eurobio, 50U/ml d’héparine, Sanofi Aventis). Les
cerveaux sont ensuite rapidement prélevés, congelés a -25°C dans de I'isopentane refroidi,
puis stockés a -80°C. Le jour de I'expérience, les cerveaux sont disposés dans la chambre du
cryostat dont la température est descendue a -20°C. Ils sont enrobés de milieu de montage
cryogénique (Sakura, Tissue Tek) puis découpés en tranches coronales fines de 20um,
déposées sur des lames SuperFrost (Thermofisher). 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 agitation. Les coupes sont ensuite bloquées, avec une
solution de PBS-2% gélatine et 0,2% Triton X-100 (VMR) (=PBS*), 1h a 4°C sous agitation.
Les coupes sont incubées avec I'anticorps primaire anti-Cx43 au 1/500 (BD Biosciences,
610062), anti-Cx30 au 1/500 (Zymed, 712200) ou anti-facteur Von Willebrand (FVW) au
1/400 (Sigma, F3520). Apres deux rincages avec la solution de PBS* les coupes sont
incubées avec l'anticorps secondaire Alexa Fluor Chévre anti-Souris 488 au 1/4000
(Invitrogen, A-11029) pour la Cx43 et Alexa Fluor Chévre anti-Lapin 488 au 1/4000 pour la
Cx30 ou au 1/1000 pour le FVW (Invitrogen, A-11034). Apres rincages et montage entre
lame et lamelle, les coupes sont observées sous un microscope a fluorescence muni d’'un
apotome (Zeiss). La spécificité du marquage a été testée en omettant I'anticorps primaire.

G. Western blot

Les tissus sont repris dans un tampon de lyse contenant 150mM NaCl, 1% Triton X-
100, 0,5% de Sodium Deoxycholate, 0,1% SDS, 50mM Tris, pH 8 (environ 10ul de tampon
par pg de protéines) puis broyés a l'aide d’'une bille métallique au Tissue Lyser (Qiagen)
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2x2min a 20Hz. Les échantillons sont rapidement centrifugés puis la concentration
protéique est déterminée avec le kit DC Protein Assay (Biorad). 20pg de protéines sont
déposés dans un gel pré-coulé 12% d’acrylamide (Biorad). Aprés migration, les protéines
sont transférées sur une membrane PVDF de 0,2um (Biorad). Les sites aspécifiques sont
bloqués avec une solution saline contenant du Tween (10mM Tris, 150mM NacCl, 0,2%
Tween, pH 8, appelée TBST) contenant 5% de lait non gras, pendant 1h a température
ambiante. Les incubations d’anticorps durent 1h a température ambiante, excepté pour le
premier anticorps primaire. Chaque bain d’anticorps est suivi d’'une série de 4 rincages de
5min avec du TBST. Les anticorps anti-Cx43 (souris monoclonal, 1/2000, BD Biosciences),
anti-Cx30 (lapin polyclonal, 1/500, Zymed), anti-MCT1 (lapin polyclonal, 1/500, Millipore),
anti-MCT2 (lapin polyclonal, 1/20 000, Millipore), anti-MCT4 (lapin polyclonal, 1/250,
Millipore), anti-GLUT1 (lapin polyclonal, 1/1000, Millipore) et anti-GLUT3 (lapin polyclonal,
1/4000, Millipore) sont dilués dans du TBST-1% lait et incubés sous agitation a 4°C pour la
nuit. Les membranes sont incubées avec un anticorps secondaire anti-souris ou anti-lapin
(suivant I'anticorps primaire) couplé a 'HRP (1/10 000, GE Healthcare). Puis, un anticorps
anti-GAPDH (souris monoclonal, 1/6000, Ambion) est utilisé dans du TBST-1% lait, puis
ensuite un anticorps secondaire anti-souris couplé a I'HRP (1/10 000, GE Healthcare). Les
bandes sont révélées par chimiluminescence apres I'ajout d’'un réactif (Western C, Biorad),
puis enregistrées avec le systeme ChemiDoc XRS+ et le logiciel ImageLab (Biorad), pour la
quantification des bandes.

H. Analyses biochimiques

La glycémie est mesurée a partir d’'une gouttelette de sang déposée sur une
bandelette d'un lecteur glycémique Performa AccuChek (Roche, France). L’'insulinémie est
mesurée en utilisant un kit ELISA ultra-sensible (AlpCo, Eurobio, France).

l. Statistiques

L’analyse statistique est réalisée avec le logiciel Prism 4.0 (GraphPad). Les résultats
sont exprimés sous forme de moyenne * sem. La normalité a été testée avec un test de
Kolmogorov-Smirnov. Suite aux résultats, des tests de Student ou des tests t non-appariés
avec une correction de Welch lorsque les variances sont hétérogénes ont été réalisés pour
les comparaisons simples (entre deux points donnés). Pour les comparaisons multiples, une
analyse de variance (ANOVA) a 2 parametres (suivie d'un post-test de Bonferroni) a été
réalisée pour détecter les interactions. Lorsqu’il existe une interaction, les comparaisons
entre les groupes sont réalisées indépendamment grace au test de Student ou de Mann-
Withney selon I'hétérogénéité des variances. Lorsque le traitement siRNA ne produit pas
d’effet significatif, une ANOVA a un parameétre a été utilisée combinée au test post-hoc de
Bonferroni. La normalité de la distribution a été vérifiée avec le test de Kolgomorov-
Smirnov. Les différences significatives sont notées *, ** *** sur les figures lorsque les
valeurs de « p » étaient respectivement < 0,05; 0,01 et 0,001.
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. Résultats

A. Expression des connexines astrocytaires Cx43 et Cx30 dans
le MBH

Les connexines 30 et 43 sont les unités protéiques de base de la formation des GJ
astrocytaires. Nous avons mesuré leur expression dans différentes régions cérébrales par
Western blot, et observé leur distribution dans ’hypothalamus par immunohistochimie. La
Cx43 est fortement exprimée dans le MBH par rapport a d’autres régions cérébrales, ainsi en
proportion de I'expression trouvée dans le MBH : 52,0 + 5,2% pour le cortex pariétal, 35,3 *
4,2% pour le thalamus, 63,2 + 8,8% pour I'hippocampe, 19,7 + 3,7% pour le cervelet et 68,7
* 6,2% pour le tronc cérébral. En revanche, I'expression de la Cx30 dans '’ensemble de ces
structures n’est pas significativement différente, en raison d’'une plus grande hétérogénéité
(respectivement 108,5 + 13,8 % pour le cortex, 51,5 + 5,5 % pour le thalamus, 32,7 + 18,3 %
pour I'’hippocampe, 80,0 £ 13,9 % pour le cervelet et 119,8 + 18,8 % pour le tronc cérébral
par rapport a I'expression dans le MBH) (Figure 35A et B).
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Figure 35 : Les connexines astrocytaires sont exprimées dans I’hypothalamus

Quantification densitométrique et exemples représentatifs des western blots de la Cx43 (A) et
de la Cx30 (B) réalisés sur différentes régions cérébrales de rats (n=4) : I'hypothalamus médio-
basal (MBH ou Ht), le cortex (Ctx), le thalamus (Th), 'hippocampe (hippocampus ou Hp), le
cervelet (cerebellum ou Cb) et le tronc cérébral (hindbrain ou Hb). Les valeurs représentent les
moyennes en %/moyenne du MBH en % * les sem de ce méme rapport. L’analyse statistique est
réalisée par une ANOVA a un parametre, suivi d'un post-test de Bonferroni.
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Les immunohistochimies anti-Cx43 réveélent un marquage qui dessine les micro-
vaisseaux sanguins du MBH (Figure 36A). Ce marquage autour des capillaires est confirmé
par le marquage Cx43 qui entoure le marquage FVW (Figure 36B). Le marquage Cx30 est
plus diffus dans I'hypothalamus, méme si I'on note une densité légérement plus importante
au niveau de la bordure ventriculaire du NA (Figure 36C).

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

MBH.

A| La Cx43 est tres exprimée dans les pieds astrocytaires entourant les capillaires du MBH. B|
Observation a 'apotome d’'une immunohistochimie du facteur von Willebrand (vert, FVW) et de
la Cx43 (rouge). La superposition des images montre la présence de la Cx43 autour des
capillaires du MBH. C| L’expression de la Cx30 est plus diffuse dans ’hypothalamus, d’aspect
ponctiforme, avec une expression un peu plus marquée au niveau du NA en bordure du 3V.
Immunohistochimies réalisées sur des coupes de cerveaux de rats (n=6).
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B. Effet du statut métabolique sur I'expression des connexines

Les Cxs 43 sont trés exprimées a l'interface de 'endothélium vasculaire avec le
parenchyme cérébral, et particulierement au niveau hypothalamique, dans le MBH riche en
neurones GS. Nous avons donc voulu explorer si des conditions connues pour modifier la
détection hypothalamique du glucose pouvaient également altérer I'expression des Cxs
astrocytaires. Ainsi, suite a un jeline de 20h (condition ou la détection hypothalamique du
glucose est diminuée, données non publiées), I'expression hypothalamique (MBH) de la
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 rapport aux rats nourris). Lorsque ces rats
sont nourris pendant 4h suite au jeline, 'expression des Cxs astrocytaires tend a augmenter
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 jeun) (Figure 37 A et B). Pour la Cx43, les niveaux d’expression se

rapprochent donc de ceux obtenus au statut nourri. En revanche, la Cx30 est augmentée

d’'un facteur trois par rapport a ce statut de référence.
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Figure 37: Expression des connexines astrocytaires aprés un je(ine (20h) et une
réalimentation (4h).

Quantification densitométrique et exemples représentatifs de western blots de la Cx43 (A) et de
la Cx30 (B) réalisés sur des homogénats tissulaires de MBH apres un jeline de 20h et une
réalimentation de 4h (n=4-5). Les valeurs représentent les moyennes en %/moyenne des rats
Fed en % + les sem de ce méme rapport. L’analyse statistique est réalisée par une ANOVA a un
parametre, suivi d'un post-test de Bonferroni.

Afin d’étudier I'effet plus spécifique de I'hyperglycémie sur le profil d’expression des
Cxs, nous avons rendu des rats hyperglycémiques pendant 3h ou 48h. Apres 3h, les rats
présentent une augmentation de I'expression de la Cx43 dans le MBH (152,9 + 12,8 % par
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rapport aux rats témoins ayant recu une injection de NaCl (Figure 38A). Lorsque
I'’hyperglycémie est maintenue autour de 15mM pendant 48h (statut ou la détection
hypothalamique du glucose est modifiée, cf. Partie I des résultats), alors 'expression de la
Cx43 se normalise (117,8 + 6,3 % par rapport aux rats témoins ayant regu une perfusion de
NaCl) (Figure 38B). En revanche, I'expression de la Cx30 n’est pas modifiée apres 3 ou 48h
d’hyperglycémie (108,1 + 12,6 % par rapport aux rats témoins apres 3h d’'HG et 105,7 * 2,7
% apres 48h-HG) (Figure 38C et D).
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Figure 38 : Expression des connexines astrocytaires apres une hyperglycémie

Quantification densitométrique et exemples représentatifs des western blots de la Cx43 (A-B) et
de la Cx30 (C-D) réalisés sur des homogénats tissulaires de MBH apreés une hyperglycémie de 3h
(n=6 dans chaque groupe) ou de 48h (n=5pour NaCl, n=8 pour 48h-HG). Les valeurs
représentent les moyennes en %/moyenne des rats témoins en % =* les sem de ce méme rapport.
L’analyse statistique est réalisée par un test de Student.
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C. Implication de la Cx43 dans la détection hypothalamique
du glucose

Afin de déterminer si la Cx43 était nécessaire dans la détection hypothalamique du
glucose, nous avons inhibé son expression, via I'injection de siRNA dirigés contre 'ARNm
codant pour cette protéine. L’injection a été faite spécifiquement dans le MBH, ou la
proportion de neurones GS est la plus importante.

L’expression de la Cx43 suite a I'injection de siRNA a été mesurée par western blot
sur des lysats protéiques du MBH 24, 48 et 72 apres l'injection des siRNA. 24h apres
I'injection, I'expression de Cx43 ne différe pas significativement entre les groupes recevant
les siRNA ciblant la Cx43 (groupe nommé siCx43) et le groupe de rats témoins (-27,0 = 9,9%
d’inhibition) nommés siCtrl, qui regoivent une séquence aléatoire, ne s’hybridant avec
aucune séquence identifiée. Dés 48h, nous avons pu observer une diminution significative
de I'expression protéique de Cx43 (-45,8 + 5,5%), ou elle atteint son maximum. L'inhibition
diminue ensuite et on observe une restauration partielle de l'expression a 72h ou
I'inhibition n’est plus que de -29,7 *+ 4,3% (Figure 39A). Le suivi du poids et de la prise
alimentaire des animaux révele un effet propre a l'injection, retrouvé chez les deux groupes
d’animaux (Figure 41).
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Figure 39 : Suivi de I'inhibition des connexines astrocytaires suite a l'injection de siRNA
Quantification densitométrique et exemples représentatifs des Western blots de la Cx43 (A)
(n=10-14) et de la Cx30 (B) (n=5-11), 24, 48 et 72h apres l'injection de siRNA. Les valeurs
représentent les moyennes en %/moyenne des rats siCtrl en % * les sem de ce méme rapport.
L’analyse statistique est réalisée avec un test de Student entre les siCtrl et les siCx43 pour
chaque temps donné.
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Dans la littérature, il est souvent rapporté que des phénomeénes de compensation se
mettent en place : il peut y avoir surexpression d’'une Cx suite a la diminution d’une autre Cx
exprimée dans un type cellulaire donné. Nous avons ainsi vérifié I'expression de la Cx30. De
maniére surprenante, il apparait que la Cx30 est elle aussi diminuée 72h apres l'injection
des siCx43, au moment ou I'expression de la Cx43 augmente de nouveau (-25,3 * 24,2 % a
24h, -31,5 + 18,9 % a 48h et -29,9 * 3,8 % a 72h), bien qu'il n’existe pas d’homologie de
séquence entre les deux (Figure 39B).

L’efficacité maximale d’inhibition est obtenue 48h apreés l'injection des siRNA
et reste significativement plus basse a 72h. Suite a la diminution de I’expression de la
Cx43, la Cx30 astrocytaire n’est pas surexprimée de facon compensatoire, et diminue
a 72h, alors que I'expression de la Cx43 est, elle, moins inhibée qu’a 48h.

Des expériences précédentes, réalisées dans le laboratoire, ont montré qu’'une
injection similaire de siRNA dans le MBH ne diffusait pas au-dela de la zone d’intérét, soit via
le parenchyme, soit via le liquide céphalorachidien du 3V (Carneiro et al., 2012). Par des
expériences d'immunohistochimie, nous avons vérifié que l'inhibition de la Cx43 était
localisée au niveau du MBH et n’était pas présente dans d’autres régions cérébrales telles
que le cortex ou le thalamus (Figure 40).

Figure 40 : Inhibition représentative de I'’expression de la Cx43 apres injection des siCx43
dans le MBH.

Marquage de la Cx43 sur une coupe de MBH (A), de cortex pariétal (C gauche) et du thalamus
ventromédian (D gauche) d’un animal ayant recu des siCtrl. Marquage de la Cx43 sur une coupe
de MBH (B), de cortex pariétal (C droit) et du thalamus ventromédian (D droit) d’'un animal
ayant recgu des siCx43. Barre d’échelle 200pm (A-B) et 100pm (C-D).

Dans un premier temps, les conséquences de I'injection et de l'inhibition de la Cx43
dans le MBH sur des parametres de '’homéostasie énergétique ont été évaluées. La PA ainsi
que le poids corporel ont été suivis avant (-48h et -24h) et apres l'injection des siRNA
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(Figure 41A et B). Suite a l'injection, les deux groupes d’animaux présentent une cinétique

de PA différente. Ainsi, 24h apres l'injection des siRNA, alors qu’'une chute du poids corporel
est observée dans les deux groupes, seule la PA des siCtrl est modifiée (Figure 41B). 48h
apres l'injection, la PA se stabilise dans le groupe siCtrl mais diminue dans le groupe siCx43.
Finalement, a 72h, les animaux siCtrl ont retrouvé une prise alimentaire et un gain de poids
similaire au temps avant injection. En revanche, bien que le poids des deux groupes
d’animaux ne soit pas différent a 72h, les rats siCx43 présente une PA significativement plus
basse que le groupe témoin siCtrl. 72h apres l'injection intracérébrale de siRNA, la PA des
animaux témoins est donc restaurée, montrant une récupération totale (poids et PA). C’est
pourquoi I'ensemble des expériences ont été réalisées a t=72h. Aucune modification du
poids corporel n’a été mesurée au cours du temps entre les deux groupes : ils présentent des
courbes de poids similaires (Figure 41A).
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Figure 41 : Suivi du poids et de la prise alimentaire apres l'injection des siRNA.
L’inhibition de la Cx43 dans le MBH induit une chute significative du poids (p<0,001) qui n’est

pas différente entre les deux groupes d’animaux (A), ainsi qu'une diminution de I'efficacité de la
prise alimentaire a 72h chez les siCx43 (B). Les valeurs de poids représentent les moyennes *
sem. Les valeurs de PA représentent les moyennes en %/moyenne des rats siRNA au temps t0 en
% + les sem de ce méme rapport. L’analyse statistique a été réalisée par une ANOVA a deux
parameétres suivie d'un post-test de Bonferroni, pour détecter des différences au cours du temps
et entre chaque groupe (n=21 pour les siCtrl et n=19 pour les siCx43).

Nous avons donc retenu le temps 72h pour réaliser nos expériences afin de
nous situer dans un contexte physiologique, non perturbé par la récupération du
poids et de la PA des animaux suite a I'injection. De plus, les immunohistochimies
présentées plus haut sur les coupes transversales de ces animaux a 72h montrent un
tissu MBH dont la structure est homogéne, exempt de traumatisme lié a I'injection, au
moins a cette échelle.

L’expression des autres protéines majeures du transport du glucose et du lactate a
été évaluée dans le MBH a 72h. Aucune modification n’a été notée que ce soit pour MCT1, 2
et 4 (transporteurs de lactate) ou GLUT1 et 3 (principaux transporteurs de glucose),
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suggérant qu’aucun mécanisme de compensation n’ait été mis en place via ces protéines

(Figure 42).
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Figure 42 : Expression des transporteurs de glucose et de lactate 72h apres l'injection de

siRNA.

Quantification densitométrique et exemples représentatifs des Western Blot de GLUT1, GLUTS3,
MCT1, MCT2 et MCT4, 72h apres l'injection de siCtrl ou siCx43 (n=6-13). Les valeurs
représentent les moyennes en %/moyenne des rats siCtrl en % + les sem de ce méme rapport.
L’analyse statistique a été faite avec un test de Student.

Enfin, certains parametres biochimiques liés a ’homéostasie glucidique ont été

mesurés. Ces mesures montrent que ni la glycémie (6,9 + 0,1 mM pour les siCtrl vs 7,0 + 0,3
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mM pour les siCx43) ni I'insulinémie (22,0 + 6,0 uU/ml pour les siCtrl vs 28,8 + 7,4 pU/ml
pour les siCx43) ne sont affectées par 'inhibition de la Cx43 dans le MBH (Figure 43).
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Figure 43 : Glycémie et Insulinémie a 72h apres l'injection des siRNA.

A partir des prélévements sanguins, le dosage de la glycémie (A) et de I'insulinémie (sur les
plasmas, dosage ELISA) (B) sont réalisés (n=5 dans chaque groupe). Les données sont
représentées par les moyennes + sem et analysées par des tests de Student.

Pour comprendre le role des réseaux astrocytaires par la Cx43 dans la détection du
glucose au niveau du MBH, nous avons étudié les conséquences de son inhibition dans la
détection d’'une augmentation cérébrale transitoire de la concentration extracellulaire en
glucose. Deux études ont été réalisées pour cela. La premiere implique 'axe hypothalamo-
pancréatique et le controle nerveux de la sécrétion d’insuline. La seconde concerne la prise
alimentaire et |'effet satiétogene du glucose sur les rats mis a jeun lors de la réalimentation.

1. Inhibition de la Cx43 et sécrétion d’insuline

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressé a l’axe hypothalamo-
pancréatique. Dans I'équipe, il a été montré précédemment qu’'une injection carotidienne de
glucose vers le cerveau (9mg/kg) induisait 1 min apres l'injection un pic de sécrétion
d’insuline en périphérie. Cette injection ne provoque aucune modification de glycémie, la
sécrétion observée est donc uniquement due a la détection cérébrale du glucose. Cette
détection cérébrale nécessite la métabolisation du glucose par les astrocytes pour
déclencher la réponse, en effet, 'activation neuronale enregistrée dans le NA et la sécrétion
d’insuline sont abolies en présence d’inhibiteurs du métabolisme astrocytaire ou des
transporteurs de lactate (Guillod-Maximin et al., 2004; Lam et al., 2005a).

Nous avons donc exploré la sensibilité hypothalamique au glucose des rats siCx43 en
utilisant ce test. La glycémie, suite a I'injection carotidienne, reste constante dans les deux
groupes (Figure 44A). La sécrétion d’un pic d'insuline a 1 min est bien présente chez les rats
siCtrl ayant regu un bolus de glucose (delta insulinémie de 40,9 * 6,2 uU/ml en réponse au
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glucose) (Figure 44B). La détection cérébrale du glucose lors de ce test n’est donc pas
altérée chez les animaux siCtrl.

En revanche, les rats chez lesquels la protéine Cx43 a été inhibée de 30% en
moyenne, le pic d’'insuline est fortement diminué en réponse au glucose (delta insulinémie a
1 min de 15,7 # 8,1 pU/ml, soit une diminution de plus d’un facteur 2 comparée aux rats
siCtrl). Ce résultat montre donc le role de la protéine Cx43 lors de la détection du glucose

(Figure 44).

Les connexines astrocytaires, qui participent a la formation des GJ des réseaux
astrocytaires, apparaissent donc nécessaires a la détection du glucose dans le MBH,
qui conduit a la sécrétion d’insuline suite a une augmentation de la concentration
cérébrale en glucose.
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Figure 44 : Diminution de la sensibilité au glucose du MBH 72h apreés l'injection de siCx43.
Les rats recoivent un bolus de glucose de 9mg/kg en direction du cerveau. A| Glycémie (mM)
lors du test, présenté sous forme de moyenne * sem. B| Variation de la sécrétion d’insuline
(delta insulinémie, en pU/ml) par rapport au temps t=0min avant injection. Les résultats sont
présentés sous forme de moyenne * sem. Les différences significatives résultent de I'analyse
statistique par une ANOVA a deux paramétres suivie d'un post test de Bonferroni (n=10 pour les
siCtrl et n=7 pour les siCx43).

2. Inhibition de la Cx43 et signal satiétogeéne du glucose

Dans un premier temps, nous avons mis au point un test de réalimentation qui
permette d’apprécier 'effet satiétogene du glucose. Ce test consiste en I'injection de glucose
par la carotide en direction du cerveau de rats éveillés a jeun depuis 20h (pour stimuler leur
PA ensuite sur un temps court), la prise alimentaire étant alors mesurée pendant les 4h
suivant l'injection de glucose. Le test de réalimentation est effectué 72h apres l'injection de
siRNA. L’ensemble de ces résultats sont préliminaires : le nombre d’animaux de certains
groupes n’est pas suffisamment élevé pour mettre en évidence une significativité statistique.
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Les rats siCtrl ont ainsi tendance a manger moins lorsqu’ils ont recu une injection de
glucose vers le cerveau apres 4h de réalimentation comparativement a ceux n’ayant regu
que du NaCl (Figure 45). Ces résultats suggerent que les rats ayant eu une injection de
glucose atteignent un rassasiement plus rapidement que les animaux ayant recu du NaCl.
Ces résultats vont dans le sens du role satiétogéne du glucose dii a sa détection cérébrale,
montré lors d'une injection de glucose dans le MBH directement (Carneiro et al., 2012). Les
rats siCx43 ayant recu 'injection de NaCl présentent une PA similaire au groupe siCtrl NaCl.
En revanche, suite a 'injection de glucose, la PA des rats siCx43 reste équivalente a celle des
animaux ayant recu l'injection de NaCl (Figure 45).

Ces résultats préliminaires suggerent que le signal de satiété induit par le
glucose injecté vers le cerveau pourrait étre diminué lorsque I'expression des Cx
astrocytaires est diminuée.
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Figure 45 : Suivi de la prise alimentaire suite a l'injection de glucose vers le cerveau lors d’'un
test de réalimentation chez le rat préalablement mis a jeun.

Des rats placés a jeun pendant 20h sont remis en présence de croquettes et leur prise
alimentaire est mesurée durant 4h suite a une injection carotidienne vers le cerveau d’'un bolus
de 200pl sur 1min de NaCl 0,9% ou de glucose 9mg/kg. Les données sont représentées par les
moyennes = sem. L’analyse statistique est effectuée par une ANOVA a deux parametres suivie
d’un post test de Bonferroni. (siCtrl NaCl n=5, siCtrl Glc n=4, siCx43 NaCl n=6, siCx43 n=7).

Nous avons vu que le jeline et la réalimentation induisent une modification de
I'expression des Cxs astrocytaires chez des rats normaux (Figure 37). Avant d’aller plus loin,
nous avons donc vérifié I'expression hypothalamique des Cxs des rats siRNA apres un jeline
de 20h et une réalimentation de 4h. De maniere surprenante, le jeline abolit I'inhibition
normalement retrouvée 72h apres l'injection des siCx43 (Figure 46A et C). De méme, la

réalimentation provoque une surexpression de la Cx43 (NaCl ou Glucose) et une tendance a

I'augmentation de la Cx30 dans le groupe siCx43 (Figure 46B et D).
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Figure 46 : Expression des connexines astrocytaires chez des animaux siRNA apres un jeline
de 20h et une réalimentation de 4h.

Quantification densitométrique et exemples représentatifs des Western Blots de la Cx43 (A) et
de la Cx30 (C) 72h apres l'injection des siRNA et ayant subi un jeline de 20h (n=6 dans chaque
groupe). Expression de la Cx43 (B) et de la Cx30 (D), 72h apreés I'injection des siRNA, suite a une
réalimentation de 4h apres un jeline de 20h (n=5 dans chaque groupe). Les valeurs représentent
les moyennes en %/moyenne des rats siCtrl en % * les sem de ce méme rapport. L'analyse
statistique a été faite avec un test de Student.

104



Partie II - Résultats et discussion

1. Discussion

La détection hypothalamique du glucose est un mécanisme qui participe au maintien
de I'homéostasie glucidique, et plus généralement a I'équilibre énergétique global de
I'organisme. Les neurones GS ont toujours été considérés comme les acteurs centraux de
cette détection et ont fait I'objet d’intenses recherches. Néanmoins, depuis quelques années,
les astrocytes se sont également révélés étre indispensables pour la détection de
I'hyperglycémie et la mise en place des réponses périphériques adaptées.

Une premiére étude réalisée dans notre équipe a montré que les astrocytes du NA
hypothalamique sont activés (co-marquage GFAP-cFos) suite a la détection d'une
augmentation de la concentration cérébrale en glucose. Lorsque le métabolisme glucidique
des astrocytes est perturbé, il n'y a plus d’activation cellulaire et la sécrétion d’insuline
normalement présente disparait (Guillod-Maximin et al., 2004). D’autres travaux appuient
ce résultat en montrant, d'une part, que le lactate injecté dans le MBH mime les effets du
glucose et, d’autre part, que le transport de glucose dans les astrocytes et sa métabolisation
en lactate est une étape obligatoire de la détection hypothalamique du glucose (Lam et al,,
2005a; Marty et al., 2005; Bady et al., 2006).

A notre connaissance, le transfert du glucose dans les réseaux astrocytaires entre le
sang et les neurones GS n’a jamais été étudié dans le cadre de la détection hypothalamique
du glucose. Pourtant, les astrocytes sont des intermédiaires organisés en de véritables
réseaux, qui communiquent entre eux par de nombreuses plaques jonctionnelles.

Une étude récente de I'équipe de C. Giaume a montré que dans I'hippocampe, grace a
l'utilisation de glucose fluorescent, 'activité neuronale module le transfert de métabolites
énergétiques au sein des réseaux astrocytaires (Rouach et al., 2008). La perfusion de glucose
ou de lactate dans un seul astrocyte permet le maintien de cette activité en dépit de
I'absence de glucose dans le milieu. De plus, cet effet est inhibé et/ou absent chez les souris
KO pour la Cx43 et/ou la Cx30, ce qui montre I'importance capitale de la GJC pour le
transfert de métabolites énergétiques jusqu’aux neurones. Ici, le transfert du glucose a
travers les GJ] est conditionné par 'activation neuronale, ce qui n’est, a priori, pas le cas lors
de la détection du glucose, ou I'activation neuronale se produit secondairement, en réponse
aux variations de concentration en glucose.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a I'implication des connexines
astrocytaires, unités protéiques de base des GJ, dans la détection hypothalamique du glucose
chez le rat, in vivo.

Dans un premier temps, la caractérisation de la distribution des Cxs astrocytaires
dans l'hypothalamus a permis de montrer que la Cx43 est tres exprimée dans le MBH
comparativement a d’autres régions cérébrales. La Cx30 est répartie de maniere plus
homogene au sein des structures étudiées (cortex, hippocampe, thalamus, cervelet, tronc
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cérébral), comme précédemment reporté (Nagy et al, 1999). Nous avons pu mettre en
évidence que la Cx43 était tres abondante autour des capillaires du MBH, délimitant avec
précision les sections ou contours des vaisseaux sanguins. La richesse des Cxs dans les pieds
astrocytaires avait déja été rapportée au niveau du cortex et de I'hippocampe (Simard et al.,
2003; Rouach et al., 2008). Dans le MBH, les vaisseaux sanguins sont fenétrés, ce qui laisse
supposer que les pieds astrocytaires sont en « contact plus direct » avec les variations de
glycémie, mais ceci reste a déterminer. L'expression de la Cx30 présente certaines
caractéristiques également, comme une absence totale de marquage de la bordure du 3V (ou
sont normalement retrouvé les tanycytes) et une relative abondance dans le NA. La Cx30
entre dans la formation de GJ entre les prolongements astrocytaires du NA, permettant ainsi
la dissémination du glucose au sein des réseaux astrocytaires qui se trouvent a proximité
des populations de neurones GS du NA.

Par ailleurs, I'expression des Cxs et la GJC sont modulées par un grand nombre de
facteurs, tels que des neurotransmetteurs, des facteurs de croissance, des peptides, des
cytokines (Rouach et al., 2002a). Ici, nous avons déterminé I'expression protéique des Cxs
lors de différents statuts métaboliques : rats nourris apres la phase nocturne, rats a jeun
pendant 20h (en hypoglycémie et hypoinsulinémie) et rats nourris pendant 4h apres les 20h
de jeline (en légere hyperglycémie et hyperinsulinémie postprandiales). Les variations trés
rapides d’expression protéique s’expliquent par la demi-vie trés courte des Cxs (Solan and
Lampe, 2009). L’augmentation de I'expression de la Cx43 est présente dans le MBH suite a
des situations d’exces énergétiques, telles qu’apres un repas (réalimentation de 4h qui suit
un jeline de 20h) ou une hyperglycémie de 3h. En revanche, cette surexpression ne perdure
pas apres 48h d’hyperglycémie, situation qui devient délétere comme en attestent les
perturbations de la détection hypothalamique du glucose (cf. article Partie I). Dans le MBH,
la Cx30 est surexprimée apres un jeline de 20h et la réalimentation qui s’en suit, mais ne
varie pas lors de I'hyperglycémie (3h ou 48h).

Les Cxs astrocytaires sont donc modulées de maniere différente en conditions de
jeline et d’hyperglycémie de courte durée. La présence de glucose semble déterminer a trés
court-terme l'augmentation de la Cx43 dans le MBH, comme le montre les variations
d’expression des Cxs in vitro, suite a différentes concentrations en glucose. De maniére
générale, le diabéte (caractérisée par une hyperglycémie) est associé a une diminution de la
GJC dans plusieurs types cellulaires (Inoguchi et al., 2001; Takenaka et al., 2011; Carvalho et
al., 2012). Une réduction de la GJC astrocytaire est observée dans des cultures d’astrocytes
réalisées avec 25mM de glucose, mais aussi dans des tranches de cerveaux de rats traités a
la streptozotocine (STZ, modele de diabete de type I) (Gandhi et al., 2010; Ball et al., 2011).
Cette chute de la communication intercellulaire s’accompagne d’une diminution de
I'expression des Cx43 et 30. Dans notre modele, 'hyperglycémie a été réalisée au maximum
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sur 2 jours, contrairement aux 20 a 24 semaines d’hyperglycémie des rats STZ, ce qui
pourrait expliquer I'absence de variations d’expression des Cxs que nous observons.

Dans nos conditions in vivo, il est difficile de déterminer si la modification de
I'expression des Cxs est due a une action directe sur les astrocytes ou suite a une régulation
indirecte par l'activité des neurones du MBH. En effet, il a déja été rapporté que les neurones
pouvaient moduler 'expression des Cxs (Koulakoff et al., 2008). La Cx43, présente dans les
pieds astrocytaires du MBH, est proche de la circulation sanguine, ou des variations de
glycémie peuvent se produire. Le modele de rat HG-48h, qui présente des défauts de la
détection hypothalamique du glucose et du lactate ne montre pas de différences
d’expression des Cx43 et 30. Ceci suggére une régulation en réponse a I’hyperglycémie, sans
doute pour limiter la gluco-toxicité. Néanmoins, une absence de variation d’expression des
Cxs n’exclut pas d’autres altérations fonctionnelles astrocytaires et neuronales : il faudra
notamment tester la GJC astrocytaire ex vivo sur des tranches d’hypothalamus apres 48h
d’hyperglycémie et d’hyperinsulinémie. De plus, dans ces conditions, des défauts de
libération de neurotransmetteurs peuvent survenir et conduirent a la modification de
I'expression des Cxs a plus long terme, comme c’est la cas dans un modeéle de diabéte de type
[ (Gandhi et al., 2010; Ball et al., 2011). Toutefois, il reste difficile de dissocier les effets de
ces variations sur le fueling (apport d’énergie aux neurones en conditions de déficit, a relier
avec l'augmentation de la Cx30 pendant le jeline) et sur le sensing (modulation des
variations de glucose a proximité des neurones GS).

Des études in vitro sur des cultures primaires d’astrocytes hypothalamiques
pourraient permettre de discriminer les différents facteurs mis en jeu dans des conditions
de jeline (hypoglycémie, hypoinsulinémie, corps cétoniques, ghréline, ou encore les effets de
neurotransmetteurs libérés lors du jeline au niveau du MBH comme le NPY ou I’AgRP par
exemple) et qui participent a la modification de l'expression différentielle des Cxs
astrocytaires.

by

Afin de déterminer si les Cxs astrocytaires sont nécessaires a la détection
hypothalamique du glucose, nous avons choisi de bloquer l'expression de la Cx43
(majoritaire), par interférence ARN. L'injection de siRNA dirigés spécifiquement contre la
Cx43 a été réalisée dans le MBH. Cette zone hypothalamique regroupe les noyaux (NA, VMH)
identifiés comme étant un des premiers sites a percevoir les variations de glycémie et
contient une forte concentration de neurones GS (Ciofi et al., 2009; Blouet and Schwartz,
2010). Cette stratégie nous a permis de réduire I'expression protéique de la Cx43 d’environ -
30% trois jours apres l'injection, temps auquel les rats contrdles avaient récupéré de la
chirurgie nécessaire a l'injection. A ce temps, aucune compensation dans I'expression des
autres transporteurs de métabolites n’a été mise en place (MCTs ou GLUTs). La modification

de 'expression d'une Cx entralne souvent des mécanismes de compensation des autres Cxs
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exprimées dans un type cellulaire donné. De maniére surprenante, la diminution de
I'expression de la Cx43 s’accompagne a 72h d'une diminution de celle de la Cx30 (environ -
30%). Il n’existe cependant aucune homologie de séquence de nos siRNA avec la séquence
de la Cx30 qui permettent d’expliquer ce résultat. Toutefois, cette chute combinée de
I'expression des Cxs astrocytaires a déja été décrite dans un modele de souris KO pour la
Cx30: la perte de la Cx30 s’accompagne de la perte de la Cx26, notamment au niveau
hypothalamique (Lynn et al,, 2011).

Le glucose et le lactate apporté par les astrocytes sont avant tout des substrats
énergétiques pour les neurones. En condition basale, le niveau abaissé de I'expression des
Cxs astrocytaires (-30%) ne semble pas perturber les fonctions neuronales de
I’hypothalamus en raison de I'absence d’'un phénotype marqué, au moins a 72h. Néanmoins,
méme en absence de variation de la glycémie et de I'insulinémie, la PA est diminuée a 72h.
Ceci suggere que les animaux siCx43 présentent une diminution des dépenses énergétiques,
car le poids n’est pas statistiquement différent de celui des rats siCtrl. Des études
supplémentaires, avec une invalidation de plus long-terme, sera nécessaire pour explorer
ces points.

Les études qui montrent la participation des astrocytes dans la fourniture
énergétique des neurones sont souvent réalisées dans des conditions « stimulées », c'est-a-
dire suite a une activation neuronale. Afin d’étudier I'importance des Cxs astrocytaires sur la
détection hypothalamique du glucose, nous avons injecté du glucose par la carotide, ce qui
nous assure que le transport du glucose du sang vers les neurones était respecté (« route »
physiologique). La diminution des Cxs astrocytaires empéche la sécrétion d’insuline
normalement présente. Nous montrons dans cette étude, de fagon intégrée, qu'une
perturbation des Cxs astrocytaires dans I'’hypothalamus conduit a la mise en place de
désordres retrouvés lors de pathologies métaboliques, telles que le diabete de type II
(modification de la sécrétion d’insuline). Cette expérience montre I'implication des réseaux
astrocytaires dans la détection hypothalamique du glucose. Cependant, ce résultat ne nous
permet pas de conclure sur le rdle exact des réseaux astrocytaires dans la détection du
glucose : sont-ils importants pour transmettre les variations de concentration en glucose ?
Ou bien participent-ils a 'apport énergétique nécessaire au maintien de l'activité des
neurones GS ?

Afin de démontrer la stimulation directe des neurones GE par le transfert de glucose
au sein du réseau astrocytaire, des études électrophysiologiques sur tranches de cerveau
seront nécessaires (en cours de mise au point au laboratoire). Par la technique du double
patch clamp, il sera possible d’enregistrer 'activité d’'un neurone GE, alors qu'une solution
en glucose fluorescent 10 mM (stimulation) vs 2,5 mM (témoin), sera perfusée dans un
astrocyte a proximité (et 2,5mM glucose dans le bain (concentration basale, suffisante a la
fourniture énergétique)).

108



Partie II - Résultats et discussion

La cellule B-pancréatique est souvent prise comme modele pour la détection du
glucose. Beaucoup de mécanismes sont similaires entre son fonctionnement et le neurone
GE. De maniére intéressante, dans le pancréas endocrine, la communication intercellulaire
par les GJ (formées de Cx36) entre cellules [ est indispensable a la sécrétion pulsatile
d’insuline induite par le glucose (Head et al., 2012). Ce parameétre est d’ailleurs un des
premiers a étre altéré dans le diabete. Dans ce cas, il est tentant de faire 'analogie entre les
mécanismes retrouvés dans la cellule B et le « couple » réseaux d’astrocytes-neurones GE.
Les Cxs astrocytaires, en disséminant rapidement le glucose et/ou le lactate au sein du
réseau, pourraient permettre d’atteindre rapidement l'ensemble des neurones GS de
I’hypothalamus et générer ainsi des réponses rapides.

Les résultats, encore préliminaires, tendent a indiquer que chez les rats siCx43, |'effet
satiétogene du glucose est diminué. Ces expériences nécessitent d’étre réalisées sur un plus
grand nombre d’animaux pour confirmer ce résultat et de procéder a quelques controles.
72h apres l'injection, l'effet des siRNA est en train de s’estomper car l'inhibition diminue
chez les rats siCx43. Lorsqu’ils sont mis a jeliner pendant 20h (le jeline se termine
exactement a 72h d’inhibition), les niveaux d’expression de la Cx43 sont similaires entre les
rats siCtrl et siCx43. Or nous avons vu que le jeline provoque chez des animaux normaux
une chute de l'expression de la Cx43, qui n’est manifestement plus présente chez les
animaux siCx43. La diminution d’expression de la Cx43 induite par les siCx43 est peut-étre
toujours présente, mais elle n’est pas davantage accentuée par le jeline. Dans le groupe de
rats siCx43, la réalimentation semble méme accélérer la néo-synthése de Cx43 (tendance
pour la Cx30, p=0.052), car I'expression protéique de Cx43 des rats siCx43 est deux fois
supérieure a celle des rats siCtrl. Cela suggere que le jeline suivi d'une réalimentation a
provoqué, chez les rats siCx43, un « mécanisme de défense » contre un seuil trop bas de
Cx43, d’'ou peut-étre, I'observation d’'une néo-synthése plus élevée chez ces animaux.
Néanmoins, le comportement de ces rats (tendance a I'’hyperphagie apres le bolus de
glucose) ne laisse rien paraitre de ce phénotype. Cependant, la mesure de la quantité globale
des protéines ne présage pas de leur localisation subcellulaire et de leur fonctionnalité. Il
sera donc intéressant de controler cette derniere, en testant la communication par les GJ des
réseaux astrocytaires, sur des tranches d’hypothalamus ex vivo.
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Figure 47 : Schéma de conclusion

L’ensemble de ce travail nous a permis de montrer que les connexines 43 et 30, a la base des
réseaux astrocytaires formés de GJ sont indispensables a la détection hypothalamique du
glucose. Les astrocytes, en approvisionnant les neurones GS en glucose et lactate par les Cxs,
permettent notamment le déclenchement d’une sécrétion d’insuline par le pancréas.
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Discussion générale et perspectives

Au niveau de l'’hypothalamus, le fueling (approvisionnement énergétique) est
intimement lié au sensing (détection des nutriments). Ces deux facettes de la régulation du
métabolisme font intervenir les astrocytes. L’objectif de ce travail était d’étudier leur
participation, par le couplage métabolique et la formation de réseaux, dans la détection
hypothalamique du glucose.

Notre étude a porté sur deux axes :

e Le couplage astrocyte-neurone : Nous avons montré que le lactate était détecté au

niveau central et induisait, comme le glucose, une sécrétion d’insuline rapide et
transitoire. Dans un modele animal d’hyperglycémie et d’hyperlactatémie de 48h, la
détection (sensing) du glucose et du lactate est modifiée. Nous n’avons pas pu relier
cette observation a une altération de 'expression protéique des MCTs.

e Les réseaux astrocytaires : Les Cxs 43 et 30 qui forment principalement les GJ, sont

tres exprimées dans 'hypothalamus, en particulier dans le MBH. Leur expression
semble dépendre du statut métabolique de I'animal. L’inhibition de leur expression
dans le MBH bloque les réponses normalement observées suite a un bolus de
glucose.

Dans le premier axe de ce travail, I'origine du lactate qui module la détection
hypothalamique du glucose est sanguine. En condition normale, le cerveau utilise
principalement le glucose issu de la circulation sanguine. De nombreux travaux ont montré
que les astrocytes métabolisent ce glucose en lactate, qui est a son tour principalement
utilisé par les neurones. En revanche, lors du diabete, la glycémie et la lactatémie sont tres
fortement augmentées (Reaven et al, 1988). Les gradients de concentrations de ces
métabolites sont alors modifiés : la concentration cérébrale en glucose va avoir tendance a
augmenter, et la forte concentration en lactate sanguin pourrait perturber la production
lactique normalement présente au sein des astrocytes (Figure 24, p. 63). Ceci pourrait
conduire a un déséquilibre redox qui altérerait la fonction astrocytaire, et en conséquence le
fonctionnement neuronal (Figure 48).
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Figure 48 : Hypotheses sur l'effet de I'hyperglycémie sur le métabolisme astrocytaire

En condition normale. Le glucose est transporté du sang dans 'astrocyte, ou il est métabolisé en
pyruvate par la glycolyse. Afin de maintenir le pool d’équivalents réduits, le pyruvate est
transformé en lactate. Le lactate est exporté hors de l'astrocyte par les MCTs 1 et 4, co-
transporté avec un proton. La lactatémie sanguine étant faible, le lactate est peu transporté dans
I'astrocyte.

En condition pathologique dhyperglycémie persistante. L’hyperlactatémie sanguine, qui
accompagne I'hyperglycémie, peut conduire au passage plus important de lactate dans
I'astrocyte. Cet apport massif de lactate et de protons entrainerait plusieurs dérégulations telles
que : l'acidification du milieu intracellulaire et un déséquilibre redox. Le lactate excédentaire
pourrait étre transformé en pyruvate (pour limiter I'acidification en utilisant les ions H+), qui
serait a son tour métabolisé dans la mitochondrie. Ceci permettrait 'oxydation du NADH.
L’export de lactate dans le milieu extracellulaire serait alors réduit.

Une des caractéristiques des astrocytes est leur tres forte expression de Cxs. Ces
protéines permettent la formation de GJ (2 connexons apposés) ou d’hémi-canaux (1 seul
connexon). Les hémi-canaux transportent des molécules directement du cytoplasme vers le
milieu extracellulaire (Saez et al, 2005), parmi lesquels on trouve des molécules de
signalisation (ATP, glutamate par exemple). Il sera intéressant de déterminer si la
modulation de I'export par ces hémi-canaux de signaux tels que le glucose, le lactate ou
I’ATP est possible dans le cadre de la détection du glucose.

Les tanycytes présentent également des hémi-canaux de Cx43 (bien visible sur les
immunohistochimies, Figure 36, p. 94). Ces cellules ont été nouvellement décrites comme
participant a la détection du glucose in vitro (Frayling et al., 2011). Les tanycytes pourraient
moduler la fonction des astrocytes, par une signalisation purinergique. L’ATP est
notamment connu pour déclencher une glycogénolyse dans les astrocytes (Sorg et al., 1995)
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et le lactate (libéré a partir de la glycogénolyse) pourrait étre un signal pour les neurones
GS.

Outre I'ATP, les mEAOs sont aussi de bons candidats pour moduler I’ANLS et le
couplage astrocytaire par la GJC dans le cadre du sensing. Notre équipe a déja montré que la
signalisation mEAOS était indispensable pour la détection hypothalamique du glucose.

Or, les Cxs sont redox-sensibles : I'H202 induit une augmentation du couplage
astrocytaire (Rouach et al,, 2004). Cet effet est relayé par la capacité des mEAOs a oxyder les
groupements cystéine présents sur les boucles extracellulaires des Cxs, ce qui favorise la
formation de ponts disulfures et in fine, des G] (Sosinsky and Nicholson, 2005). On peut
imaginer que lors d’'une hyperglycémie, la production de mEAOs suite a la métabolisation du
glucose par la mitochondrie induit une augmentation de 'apport en substrats énergétiques
(glucose, lactate) par l'induction du couplage astrocytaire par les GJ. Cette régulation est
rapide et la formation des mEAOs est rapidement interrompue par un systeme de défenses
anti-oxydantes dans des conditions normales. Les mEOAs sont des molécules signalisatrices
qui, avec le glucose, induisent notamment la stabilisation du facteur HIF (Hypoxia Inducible
Factor). HIF a récemment été impliqué dans la sensibilité au glucose des neurones POMC
(Zhang et al, 2011). Lorsque HIF est absent des neurones POMC, alors les animaux
développent une obésité sévere. Il est a noter que le facteur HIF induit aussi une
augmentation de l'expression des MCTs astrocytaires in vitro (Brix et al., 2012), ce qui
pourrait éventuellement faire le lien entre la capture de lactate et la sensibilité au glucose
des neurones POMC.

Dans des conditions pathologiques, I'excés de mEAOS peut devenir délétere et
conduire a des perturbations du sensing. Ainsi, le rat Ziicker, un modeéle de rat obese
insulinorésistant, présente une hypersensibilité cérébrale au glucose. Elle est due a
altération de I'équilibre redox (dont une diminution des défenses anti-oxydantes) qui
résulte en une production de mEAOs en réponse a des taux de glucose bas, normalement
sans effet sur la sécrétion d’insuline (Colombani et al., 2009).

Les astrocytes sont connus pour libérer du gluthathion réduit (GSH), une molécule
anti-oxydante, par des hémi-canaux formés de Cxs (Dringen et al., 1999; Rana and Dringen,
2007) et participent ainsi au maintien de I’'équilibre redox des neurones. La surexposition
aux mEAOs pourrait désensibiliser les astrocytes ou méme étre toxique, et conduire a une
perturbation de la GJC. Il a été montré que dans le colliculus inférieur, un stress oxydant
important, di a I'hyperglycémie persistante, précede la diminution de la GJC astrocytaire
dans le diabete (Gandhi et al., 2010; Ball et al., 2011). D’autre part, lorsque la production
d’H20: est trop importante, la production de lactate par les astrocytes in vitro est diminuée
(Liddell et al., 2009). La diminution de la production de lactate, associée a une réduction de
la GJC, pourrait altérer l'activité des neurones GS en touchant simultanément le sensing
(absence de signal excitateur GE/inhibiteur GI) ainsi que le fueling (diminution de I'activité
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globale des neurones, par manque de substrats énergétiques). Ces données invitent a
étudier plus en détails la physiologie astrocytaire dans les maladies métaboliques.

Dans divers modeles animaux ou la détection hypothalamique du glucose est altérée,
des modifications d’expression des acteurs du couplage métabolique entre astrocytes et
neurones sont présentes. Une étude récente a montré que l'expression de GLUT1
astrocytaire est anormalement basse dans un modele animal de diabéte (Chari et al., 2011).
Lorsque son expression est normalisée, alors la production hépatique de glucose et la
glycémie des animaux redeviennent normales (Chari et al., 2011). Dans des modeles de
diabete induit par l'injection de streptozotocine (STZ, mimant un diabete de type I) ou
d’obésité génétique ou causée par un régime gras (diabete de type II), 'expression des MCTs
est modifiée dans le cerveau (Pierre et al., 2007; Canis et al., 2009). Le transfert de lactate
des astrocytes aux neurones est modifié dans ces conditions, et pourrait alors participer aux
perturbations de la détection du glucose connue dans ces modéles. De plus, la morphologie
des astrocytes se modifie dans des conditions de régimes gras ou de surnutrition (Horvath
etal., 2010; Garcia-Caceres et al.,, 2011).

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que le lactate sanguin est détecté au
niveau central et que cette détection, ainsi que celle du glucose, est modifiée apres 48h
d’hyperglycémie, in vivo. Néanmoins, I'expression protéique des MCTs et des Cxs ne varie
pas dans ce modele.

En raison des interrelations trés importantes entre astrocytes et neurones, si la
physiologie neuronale est modifiée, il est probable qu'une modification de I'activité
astrocytaire y soit associée. Nous montrons que la présence des Cxs astrocytaires, formant
les GJ, est indispensable a la détection hypothalamique du glucose. Ces résultats appuient la
mise en place de recherches plus approfondies sur le réle des astrocytes dans la mise en
place de pathologies.
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Présentations

Ce travail de theése a donné lieu a plusieurs communications orales et affichées en congres
régionaux, nationaux et internationaux.

Communications orales :

» Forum des Jeunes Chercheurs ¢ Besancon ¢ septembre 2012

Communication Orale: «Implication du réseau astrocytaire dans la détection
hypothalamique du glucose : réle des connexines »

» Congres Annuel de la Société Francophone du Diabete (SFD) ¢ Nice e mars 2012

Communication Orale (Session Métabolisme) : « Implication de la Cx43 dans la détection
hypothalamique du glucose »

» Congres Annuel de la Société Francophone du Diabete (SFD) e Geneve (Suisse) e mars
2011

Communication Orale (Session Régulation Centrale du Métabolisme) : « Implication de la
Cx43 dans la détection hypothalamique du glucose »

Communications affichées :

» Congrés Annuel de la Société Américaine des Neurosciences (SfN) e Nouvelle-Orléans
(Etats-Unis) e octobre 2012

Communication Affichée (Session Inflammation and Glia in Intake and Metabolism) :
“Involvement of the astroglial networks in the hypothalamic glucose-sensing: Role of
Connexin 43”

» Congrés Annuel Physiologie, Pharmacologie et Thérapeutique (P2T) e Dijon e avril 2012

Communication Affichée (Session Neurophysiologie) : “Involvement of Cx43 in the
hypothalamic glucose-sensing”

» Forum des Jeunes Chercheurs ¢ Dijon ¢ juin 2011

Communication Affichée: «Implication du réseau astrocytaire dans la détection
hypothalamique du glucose : réle des connexines »
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Participation a des travaux de recherche

Au cours de ma these, j’ai également participé a une autre étude sur la détection
hypothalamique du glucose, réalisée principalement par Lionel Carneiro. Elle visait a
comprendre le réle de la dynamique mitochondriale dans la signalisation mEAOs, induite
par 'hyperglycémie.

Dans ce travail, j’ai mis au point et réalisé les immunohistochimies anti-OXPHOS qui
ont permis de visualiser le réseau mitochondrial. Ce travail a donné lieu a un article, publié
dans Antioxydant and Redox Signaling, en 2012.
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Importance of Mitochondrial Dynamin-Related Protein 1
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Lionel Carneiro; Camille Allard Christophe Guissard? Xavier Fioramonti;
Cécile Tourrel-Cuzin? Danielle Bailoé? Corinne Barreau? Géraldine Offer? Emmanuelle Nédelec!
Bénédicte Salin* Michel Rigoulet? Pascale Belenguer? Luc Pénicaud; and Corinne Leloup'

Abstract

Aims: Hypothalamic mitochondrial reactive oxygen species (mROS)-mediated signaling has been recently
shown to be involved in the regulation of energy homeostasis. However, the upstream signals that control this
mechanism have not yet been determined. Here, we hypothesize that glucose-induced mitochondrial fission
plays a significant role in mROS-dependent hypothalamic glucose sensing. Results: Glucose-triggered translo-
cation of the fission protein dynamin-related protein 1 (DRP1) to mitochondria was first investigated in vivo in
hypothalamus. Thus, we show that intracarotid glucose injection induces the recruitment of DRP1 to VMH
mitochondria in vivo. Then, expression was transiently knocked down by intra-ventromedial hypothalamus
(VMH) DRP1 siRNA (siDRP1) injection. 72h post siRNA injection, brain intracarotid glucose induced insulin
secretion, and VMH glucose infusion-induced refeeding decrease were measured, as well as mROS production.
The SiDRP1 rats decreased mROS and impaired intracarotid glucose injection-induced insulin secretion. In
addition, the VMH glucose infusion-induced refeeding decrease was lost in siDRP1 rats. Finally, mitochondrial
function was evaluated by oxygen consumption measurements after DRP1 knock down. Although hypotha-
lamic mitochondrial respiration was not modified in the resting state, substrate-driven respiration was impaired
in siDRP1 rats and associated with an alteration of the coupling mechanism. Innovation and Conclusion:
Collectively, our results suggest that glucose-induced DRP1-dependent mitochondrial fission is an upstream
regulator for mROS signaling, and consequently, a key mechanism in hypothalamic glucose sensing. Thus, for
the first time, we demonstrate the involvement of DRP1 in physiological regulation of brain glucose-induced
insulin secretion and food intake inhibition. Such involvement implies DRP1-dependent mROS production.
Antioxid. Redox Signal. 17, 433-444.

Introduction Innovation

Current research reveals that the mitochondrial DRP1
protein is necessary for ROS signaling in hypothalamic
glucose sensing mechanism. Our results suggest that the
mitochondrial DRP1 protein may be a subtle upstream
actor in glucose-induced mROS signaling in the hypo-
thalamus, thereby promoting the effects of glucose in vivo.
These results highlight a new mechanism involved in
glucose detection which is primordial for both the control
of food intake and energy metabolism. Further investiga-
tions will be necessary to determine the role of DRP1 in
metabolic disorders associated with defective hypotha-
lamic glucose detection.

HE HYPOTHALAMUS and more particularly the ventrome-

dial hypothalamic area [VMH which includes the arcuate
nucleus (ARC) and ventromedial nucleus (VMN)] play a key
role in energy homeostasis (8, 30, 31, 35). In addition to the
fueling role of glucose, it also monitors physiological func-
tions, such as food intake and insulin secretion, through
modulation of glucose-sensitive neuron activity (17, 18).
Analogies between mechanisms involved in hypothalamic
glucose-responsive neurons and the pancreatic f-cells have
been highlighted (17, 20, 23, 38). Recently, several studies
have indicated that mitochondrial reactive oxygen species
(mROS) are required for the hypothalamic glucose-sensing
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mechanism. Increased brain glucose level increases hypo-
thalamic mROS. Also, inhibition of hypothalamic mROS im-
pairs increased brain glucose-induced insulin secretion (11,
21, 22). Interestingly, the mROS regulatory pathway might
also be involved in lipid sensing in the same area of the brain
(6) and in glucose sensing in pancreatic fi-cells (24, 32). Alto-
gether, these studies suggest that mROS are important
physiological messengers in metabolite-sensitive cells. Re-
spiratory studies have helped to define a better understanding
of how mROS vary upon different metabolic/hormonal states
according to metabolic status and why they constitute an in-
tegrative signal (1, 6, 11, 21, 22, 24).

Mitochondria are dynamic organelles that continually
change form. Different sets of proteins control mitochondria
dynamics through fission and fusion mechanisms (10). Fusion
mechanisms are under control of optic atrophy 1 (OPA1) and
mitofusins (MEFNs). The fission machinery involves fission
protein 1 (FIS1) and dynamin-related protein 1 (DRP1). DRP1,
which is mainly cytoplasmic under basal conditions, trans-
locates to the mitochondrial membrane where it forms a
contractile “ring” involved in the division of the mitochon-
dria. Mitochondrial fusion and fission are on a tightly regu-
lated equilibrium to maintain mitochondrial morphology in
the cell and are critical for cell function (7).

Mitochondrial morphology is associated with mROS pro-
duction and energy status. Nutrients and hormones can alter
mitochondria morphology (39, 41). For instance, a recent
study showed the involvement of mitochondrial dynamics in
high glucose-induced ROS production (40). Acute exposure of
hepatic and muscular cell lines to high glucose concentrations
induced a rapid and transient mitochondrial fission. This
mitochondrial fission is associated with an increase in ROS
levels. In contrast, inhibiting mitochondrial fission was shown
to abolish high glucose-induced ROS levels. Thus, morpho-
logical changes of mitochondria appeared to be an upstream
causal factor for ROS production under acute hyperglycemic
stimulation. This suggests that mitochondrial dynamics act as
a regulating factor of mitochondrial activity.

The aim of this study was to determine whether mito-
chondrial dynamics protein DRP1, involved in fission mech-
anisms, could constitute an upstream actor in VMH mROS
production, and consequently play a role in VMH glucose
sensing. We hypothesized that a DRP1 mitochondrial trans-
location occurs in VMH in response to a transient cerebral

<
FIG. 1. Transient cerebral hyperglycemia induces the

translocation of DRP1 to mitochondria in the VMH. (A)
Western blot analysis of DRP1 expression on mitochondrial
membranes after an intracarotid injection of 0.9% NaCl
(Control group, n=8), 9mg/kg D-glucose (Stimulated
group, n=8) or 9mg/kg L-glucose (Osmotic control group,
n=5). Representative immunoblots for mitochondrial DRP1
and CoxlI (control for lane quantity) are shown. Results are
expressed as density ratio of DRP1/CoxII in arbitrary units
(AU). One-way ANOVA analysis, followed by Bonferroni
post test, **p<0.001. (B) Western blot analysis of total hy-
pothalamic OPA1 and MFN2 (mitochondrial fusion pro-
teins), DRP1 and FIS1 (mitochondrial fission protein), and
CypD (inner mitochondrial matrix protein) after the carotid
glucose vs NaCl load. (C) Number of mitochondria per cell
in VMH after the carotid glucose injection compared to ca-
rotid NaCl injection.
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MITOCHONDRIAL DRP1 IN HYPOTHALAMIC GLUCOSE SENSING

hyperglycemia. This process will be necessary for the mROS-
induced physiological responses.

Results

Transient cerebral glucose increase triggers
the recruitment of VMH DRP1
to mitochondrial membranes

Under basal conditions, most of the cellular DRP1 is located
in the cytosol. Fusion is induced when DRP1 is relocalized to
the mitochondrial membrane (34). We evaluated VMH DRP1
cellular localization in response to an intracarotid glucose
bolus injection (9 mg/kg). Intracarotid glucose injection to-
ward the brain significantly increased DRP1 level (263%
of controls) in VMH mitochondria extract 1 minute post-
injection. No significant modification of increased mitochon-
drial DRP1 was detected in the cortex and thalamus (data
not shown). In addition, the nonmetabolizable glucose analog
L-glucose did not increase mitochondrial DRP1 (Fig. 1A).
These data suggest that DRP1 is rapidly relocalized to the
mitochondria in response to increased glucose. Total protein
levels of fusion proteins (OPA1 and MFN2), fission proteins
(DRP1 and FIS1), and mitochondrial inner membrane protein
CypD, a mediator of mitochondrial permeability transition
pore opening, were unchanged in NaCl- or glucose-injected
rats (Fig. 1B). The analysis of mitochondrial morphology did
not reveal significant modification in VMH areas of glucose-
injected rats compared to NaCl-injected rats (Supplemen-
tary Fig. S1B; Supplementary data are available online at
www.liebertonline.com/ars). However, the number of mito-
chondria per cell was not increased after the carotid D-glucose
injection [373.9 +35.8 mitochondria per cell in NaCl group vs
4212+12.6 for D-Glucose group (Fig. 1C)]. Transmission
electron microscopy was used to appreciate the mitochondrial
ultrastructure (Fig. 2). Mitochondria of NaCl- or glucose-
injected rats exhibited a similar ultrastructure (Fig. 2A) and
the number of mitochondria per um? of VMH was unchanged
(Fig. 2B).

DRP1 downregulation inhibits mitochondrial
fission in vivo

Downregulation of DRP1 by RNA interference was used to
investigate its role in hypothalamic glucose sensing. There-
fore, siRNAs directed against DRP1 or siRNA controls were
injected into the VMH, and DRP1 levels estimated by Western
blot in the ventromedial part of the hypothalamus that in-
cludes ARC. DRP1 extinction reached 28.9 +5.8%, 35.1+9.9%,
76.6+2.5%, and 40.7+23.3% at 24, 48, 72, and 96h post-
injection, respectively (Fig. 3A). No modification in DRP1
expression was observed in the cortex, thalamus, brainstem,
or lateral hypothalamus (LH) 72 h post-injection (Fig. 3B). No
modification in other proteins expression involved in mito-
chondrial dynamics was found, showing that only DRP1 ex-
pression was affected (Fig. 3C). Because the greatest decrease
in DRP1 levels occurred 72 h post-injection, we chose this time
to evaluate the impact of VMH DRP1 siRNA on glucose
sensing. The impact of DRP1 siRNA injection on mitochon-
drial morphology was evaluated by fluorescent microscopy
imaging 72 h after siRNA injections. No mitochondrial mor-
phological differences was measured between siDRP1 and
siControl animals (Supplementary Fig. S2), only a decreased
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FIG. 2. Transmission electron microscopy on VMH tis-
sue. (A) Pictures of mitochondrial ultrastructure in VMH of
NaCl (left) vs. glucose-injected (right) rats, arrows indicate
mitochondria. (B) Number of mitochondria per ym? in VMH
of NaCl and glucose-treated rats (each group n=4, count of
mitochondria from 100 pictures per rat).

number of mitochondria per cell was observed (376.8+45.6
mitochondria/cell for siControl vs. 229.1+27.7 for siDRP1,
p<0.05) (Fig. 3D). 72 h after the siRNA injection, both siDRP1
and siControl rats exhibited a similar food intake and weight
gain as before injection (data not shown).

Downregulation of DRP1 in VMH decreases glucose
sensitivity due to the loss of mROS signaling

and impacts both insulin secretion

and the satiating effect of glucose

To decipher the role of DRP1 in VMH glucose sensing, we
evaluated the consequences of its downregulation in the de-
tection of an increased glucose concentration through two
different tests. The first test involved the hypothalamic pan-
creatic axis and the parasympathetic control of insulin secre-
tion. The second test allowed the measurement of the satiating
effect of glucose on fasted rats with a refeeding test. The role of
DRP1 inhibition was first determined in response to in-
tracarotid glucose injection-induced insulin secretion (22).
Intracarotid glucose injections had no effect on peripheral
blood glucose level in both siControl and siDRP1 groups
(Fig. 4A). However, intracarotid glucose injection-induced
insulin secretion was significantly inhibited in siDRP1-treated
rats (for siControls, delta insulin level 103.2+20.4mU/L;
siDRP1=37.8+7.2mU/L) (Fig. 4B). In addition, impaired
insulin secretion was accompanied with a complete inhibition
of mROS production induced by a glucose load (siControl +
NaCl: 17033+ 3540 AU; siControl + Glucose: 37797 +6211 AU;
siDRP1+NaCl: 13139+1469 AU; siDRP1+Glucose: 18156+
1974 AU) (Fig. 4C). No difference was found in other brain
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FIG. 3. SiDRP1 rats show decreased protein levels of DRP1 without affecting the other main actors of mitochondrial
dynamics. (A) Representative immunoblots for VMH DRP1 and actin protein levels in siDRP1 or siControl rats 24, 48, 72, and
96 h post-injection (upper panel). Relative DRP1 expression quantification (lower panel) is expressed as the ratio of DRP1
density to actin density. There is a significant decrease in DRP1 protein level in siDRP1 rats 48 h, 72 h, and 96 h post-injection.
N=5 for all groups; unpaired t-test (with Welch’s correction for time 24 h), *p <0.05, **p <0.001. (B) Relative DRP1 expression
quantification in other brain regions 72 h after siRNA injection; n=5 for all groups, unpaired t-test (with Welch’s correction
for LH). (C) Immunoblot quantification of OPA1 and MFN2 (mitochondrial fusion proteins) and FIS1 (mitochondrial fission
protein) 72h post-injection, n=5 for all groups, unpaired f-test. Results are expressed as the ratio of protein density to actin
density. There is no difference in OPA1, MEN2, or FIS1 expression in siDRP1-treated animals compared to controls. (D)
Number of mitochondria per cell in VMH after SiControl or SiDRP1 injection.

FIG. 4. Fission inhibition induced by VMH siDRP1 knockdown inhibits hypothalamic glucose sensing, mROS pro-
duction, and insulin secretion. (A) Peripheral blood glucose level after 9 mg/kg intracarotid glucose injection in siDRP1 and
siControl rats; n=7 per group, two way ANOVA followed by Bonferroni post-test. (B) Delta plasma insulin level (values
compared to time Omin before injection) after 9mg/kg intracarotid glucose injection in siDRP1 and siControl rats. In-
tracarotid glucose injection-induced insulin secretion is significantly impaired in siDRP1 rats at 1 and 3 min post-injection;
n="7 per group; two way ANOVA followed by Bonferroni post-test, **p <0.001. (C-E): VMH(C), cortex (D), and thalamus (E)
ROS production in siDRP1 and siControl rats measured 1 min after intracarotid glucose load. Data are represented as H2-
DCFDA fluorescence intensity in AU. ROS production is increased in the VMH (n=5 for siControl NaCl, n=4 siControl
glucose; n=6 siDRP1 NaCl and n =4 siDRP1 glucose, one way ANOVA followed by Bonferroni post-test, **p<0.01) and not
affected in the cortex (n=>5 for siControl NaCl, n=6 siControl glucose, n=6 siDRP1 NaCl, and n=6 siDRP1 glucose, one way
ANOVA followed by Bonferroni post-test) or thalamus (n=6 for siControl NaCl, n=6 siControl glucose, n=>5 siDRP1 NaCl,
and n=>5 siDRP1 glucose, one way ANOVA followed by Bonferroni post-test). (F) Insulin release from siDRP1 and siControl
rat islets at 5.5 or 16.7 mM extracellular glucose level. Insulin release is increased in response to 16.7 mM glucose increase in
siControl and siDRP1 rats; n=12 in each group except for siControl 16.7mM, n=11; one-way ANOVA followed by Bon-
ferroni post-test, **p <0.01, **p <0.001. (G) Insulin release from siDRP1 and siControl rat islets treated with acetyl-methyl-
choline bromide (muscarinic receptor agonist) showed increased insulin secretion compared with siControl group. Data are
mean+SEM, n=12 for siControl and n=11 for siDRP1; Unpaired t test with Welch’s correction, *p <0.01.
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regions such as the cortex (Fig. 4D) or thalamus (Fig. 4E). To
assume that decreased insulin secretion was not the conse-
quence of impaired pancreatic fi-cell function, ex vivo glucose-
induced insulin secretion was evaluated in islets of siControl
and siDRP1-injected animals. Islets of siDRP1-treated rats had
a similar basal insulin secretion (in 5.5mM glucose) to si-
Control islets, and they did not show any impairment in
pancreatic insulin secretion in response to 16.7mM glucose
(siControl: 6.67£0.17 ng/ml/10 islets, siDRP1: 7.15+0.22 ng/
ml/10 islets) (Fig. 4F). Because intracarotid glucose injection-
induced insulin secretion involves the activation of para-
sympathetic nerves (2, 13, 16), we evaluated the islets’ sensitivity
to a cholinergic agonist. Islets were stimulated with a muscarinic
cholinergic receptor agonist (acetyl-methylcholine bromide) in
55mM glucose. SIDRP1 animals showed increased insulin
secretion in response to the acetyl-methylcholine bromide
(siControls: 3.84+0.10ng/ml/10 islets; siDRP1: 4.54+0.21ng/
ml/10 islets) (Fig. 4G).

We next evaluated the effect of siDRP1 treatment on VMH
glucose infusion-induced decrease in food intake after re-
feeding. First of all, this effect was evaluated in animals
without siRNA treatment. In control animals, VMH glucose
infusion attenuated increased food intake after refeeding fol-
lowing an overnight fast (NaCl group: 7.22+0.54 g and Glu-
cose group: 4.59+0.42 g at the end of the test) (Fig. 5A). VMH
glucose infused-SiDRP1 animals showed a significant reduc-
tion in food intake inhibition during 4h of refeeding com-
pared to SiControl rats, while food ingestion in response to
NaCl VMH infusion was similar in both siControl and
siDRP1-treated animals (siControl+Glucose: 3.52+0.48g;
siDRP1+ Glucose: 6.25£0.56 g; siControl + NaCl: 7.22 £0.43 g;
siDRP1+NaCl: 5.83+0.44g) (Fig. 5B). As for intracarotid
glucose-induced insulin secretion, we examined if decreased
food intake induced by VMH glucose infusion involved im-
paired VMH ROS production in siDRP1 rats. In siControl
animals, VMH glucose infusion increased mROS production
threefold the level of NaCl in infused-SiControl group (si-
Control+NaCl: 1362+117 AU; siControl +Glucose: 3800+
864 AU) (Fig. 5C). However, mROS production was not in-
creased in glucose-infused siDRP1-treated rats (siDRP1+
NaCl: 1234£204 AU; siDRP1+Glucose: 1291+119 AU) (Fig.
5C). These results suggest that the satiating effect of VMH
glucose infusion is dependent on mROS production through
mitochondrial DRP1-dependent fission.

VMH mitochondrial respiration of DRP1-inhibited rats
exhibits a decreased activily in response to substrates

To explore the VMH mitochondrial function, oxygen con-
sumption was analyzed on permeabilized hypothalamic tis-
sue. Basal respiratory activity was similar between siControl
and siDRP1 mitochondria (Fig. 6A). Substrate-driven respi-
ration determined by glutamate stimulation was significantly
decreased in siDRP1 rats (siControls: 148.0+5.9% of basal
consumption; siDRP1: 126.3+2.6%) (Fig. 6B). State 3 (sub-
strate/ ADP-driven) respiration was assessed with saturating
ADP concentration (Fig. 6C). In these conditions, the O, flux
was decreased in siDRP1 rats (siControls: 283.83 +20.49% of
basal O, flux; siDRP1: 209.45 + 24.22%). Carboxyatractyloside
(CAtr), an ATP-ADP exchange inhibitor, was then added
to obtain the ADP-independent resting state 4. Respira-
tory inhibition was significantly attenuated in siDRP1 rats
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FIG. 5. Knockdown of DRP1 in the VMH alters the sati-
ating effect of glucose and is a ROS-dependent mecha-
nism. (A) Time course of food intake after an 18-h fast. The
food consumption of glucose-injected animals was decreased
compared to NaCl-injected animals. Data are mean+SEM;
n=10 for both groups, two-way ANOVA followed by Bon-
ferroni post-test, **p<0.01. (B) The food consumption of si-
Control rats injected with glucose was decreased compared
to siControls injected with NaCl, whereas siDRP1 animals
exhibited a complete loss of glucose-induced satiation and
had a similar refeeding than after NaCl injection. Data are
mean +SEM; n=14, two-way ANOVA followed by Bonfer-
roni post-test, **p <0.001. (C) Glucose injection into the ARC
induced overproduction of ROS (at 1min) in the siControl
group, which was absent in the siDRP1 group. Data are
mean+SEM; n=6, one-way ANOVA followed by Bonferroni
post-test, *p <0.01.
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(siControl: —89.72+14.15%; siDRP1: —31.62+14.26%) (Fig.
6D), highlighting a lower activity of Complex V, which re-
sulted in an identical O, consumption in both groups after
CAtr stimulation (siControls: 194.11+11.14% of basal O,
consumption; siDRP1: 177.83+11.9%) (Fig. 6E). Finally, the
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calculated Respiratory Control Ratio (RCR, which represents
the ratio of state 3/state 4) was significantly decreased in
siDRP1 rats (siControls: 1.46+0.07; siDRP1: 1.16 +0.07) (Fig.
6F), indicating a loss of coupling in mitochondria. The maxi-
mal respiratory capacity induced by carbonyl cyanide
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m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was not different between
siControl and siDRP1 rats (siControl: 239.79 + 15.75% of basal
O, consumption; siDRP1: 225.71+31.49%) (Fig. 6G). To assess
the role of mitochondrial uncoupling proteins (UCPs) on the
respiratory modification, we quantified the mRNA level of
uncoupling protein 2 (UCP2), which is a major rodent hypo-
thalamic UCP (33) and did not find any difference between
groups (Fig. 6H). These results reveal that siDRP1 rats present
a decreased capacity of substrate-driven respiration linked to
decreased coupling respiration.

Discussion

We recently highlighted that the hypothalamic glucose-
sensing mechanism requires mROS production to trigger both
electrical ARC activation and insulin secretion (22). Moreover,
this signaling is altered in the Ziicker obese, insulin-resistant
rat model (11). Here, we show for the first time the importance
of mitochondrial dynamic protein DRP1 in glucose-induced
hypothalamic mROS production and energy metabolism
regulation. We found the following: (a) DRP1-dependent
mitochondrial relocalization is induced by increased central
glucose; (b) VMH DRP1 downregulation blocks glucose-
induced mROS signaling, as well as central glucose-induced
insulin secretion and central glucose-induced food intake
decrease; and (c) decreased glucose-induced mROS signaling
is consistently associated with altered mitochondrial respira-
tory activity.

The fission process is mainly dependent on DRP1, a cyto-
plasmic protein relocalized to the mitochondrial membrane
under various stimuli (36). Here, we show that increased
glucose level rapidly (1min) promotes DRP1 translocation
from the cytosol to the mitochondria in the VMH in vivo. The
ability of glucose to induce in vivo DRP1 translocation to the
mitochondria is consistent with previous studies showing
that mitochondrial fragmentation in high glucose conditions
requires mitochondrial fission machinery in cell culture (27,
36, 40). In our conditions, no significant alteration of mito-
chondrial morphology was shown. This is consistent with the
fact that only some VMH neurons are glucose sensitive (8) .
Moreover, up to date only in vitro mitochondria have been
morphologically measured, suggesting that quantification on
tissue remains uncertain. Altogether, our results suggest that
the mitochondrial fission mechanism may be a subtle up-
stream actor in glucose-induced mROS signaling in the
hypothalamus, thereby promoting the effects of glucose
in vivo (11, 22).

To explore this mechanism, a downregulation of DRP1 in
the VMH was performed by RNA interference. Using this
strategy, we determined a maximal extinction (80%) of DRP1
expression 3 days after injection. At this time, there was no
compensation through the other main mitochondrial dy-
namics actors (OPA1, MFN2, and FIS1). VMH mitochondrial
morphology was not significantly changed. This might be due
to a decreased activity of fusion mechanisms to maintain a
normal morphology or to the difficulties in measuring mito-
chondria in vivo (22, 29-31). However, mitochondria per cell
were decreased, suggesting the fusion process predominates.
The down expression of DRP1 protein led to a defect in glu-
cose-induced ROS production and physiological responses.
This might be explained only if a lack of the DRP1 re-
localization to the mitochondrial membrane occurred.
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We then explored the impact of VMH DRP1 inhibition on
the hypothalamic glucose-sensing mechanism. We previously
showed that an intracarotid injection of a glucose load that
does not alter peripheral blood glucose level induces a tran-
sient insulin secretion. In addition, we also showed that this
intracarotid glucose load-induced insulin secretion is hypo-
thalamic mROS production-dependent (22). In this study,
there was no increased mROS production in siDRP1-treated
animals 1 min post-glucose injection. This result suggests that
the mitochondrial DRP1-dependent fission is an early and
rapid event preceding mROS production. This suggestion is
consistent with a study by Yu et al. (40) and previous studies
on mitochondrial fission showing the ability of mitochondria
to split rapidly and re-fuse (28).

As previously described, we found that intracarotid glu-
cose injection-induced insulin secretion was altered in VMH
siDRP1-treated rats. This result could be the consequence of
altered f-cell function. To gain further insight into the control
of insulin secretion in transient DRP1-deficient rats, their
freshly isolated islets were compared to control ones for both
their intrinsic response to glucose and to a classical muscarinic
receptor agonist. This approach is used as a marker of para-
sympathetic control, as previously described (12, 25). Re-
garding islet response to high glucose, there was a normal
response of the VMH DRP1-deficient rats, showing that direct
glucose stimulation was not altered. However, the muscarinic
islet activation through a cholinergic agonist triggered a hyper
response. This response reflects an increased sensitivity of the
muscarinic receptor and is classically observed when para-
sympathetic tone decreases, enhancing either the activity
and/or the number of receptors on the islets (12, 25). We can
conclude that parasympathetic activity was decreased. In-
deed, the in vivo response of the islets to a central glucose load
showed a drastic drop of insulin release, which is explained
by this downregulated parasympathetic tone.

The satiating role of glucose in DRP1-deficient animals was
completely abolished. This effect was concomitant with an
absence of VMH mROS production. Together with the de-
fective response to central glucose-induced insulin secretion,
these results reinforce the role of the fission protein DRP1 in
VMH glucose-induced mROS signaling as well as a role in
hypothalamic glucose sensing. Finally, the exploration of
mitochondrial respiration highlighted changes induced by
DRP1 down-expression in the VMH. The results demonstrate
that the loss of mROS production in response to glucose load
is due to decreased capacity of the mitochondrial electron
transfer chain (ETC) to oxidize the substrates, associated with
decreased coupled respiration. Indeed, the RCR (ratio be-
tween O, flux of ADP-stimulated respiration to ATP syn-
thase-inhibited respiration, which represents the coupling
activity of the ETC) was decreased. These observations are
consistent with others showing modifications of coupling
activity when mitochondrial dynamics are altered (7, 40). ROS
are produced by electron leakage during mitochondrial me-
tabolism. The rate of ROS formation is enhanced as mito-
chondrial metabolism increases when mitochondria are well
coupled (9, 37). Classical observations indicate that active
mitochondria are more condensed and have an electron dense
matrix, which favors mROS production (14). This suggests
that physiological mitochondrial fragmentation upon glucose
increase triggers contracted and condensed mitochondria.
Dynamic changes of the internal structure (mitochondrial
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cristae and the complexes” arrangement) are tightly associated
with functional respiration (26, 39). These explanations are
consistent with previous observations describing decreased
glucose oxidation associated with mitochondrial dynamics
disruption in peripheral tissues of obese patients (3, 4). Re-
garding hypothalamic glucose sensing, altered mROS sig-
naling has been shown in vivo in obese, insulin-resistant rat
model (11). These animals exhibit hypersensitivity to glucose
that leads to insulin secretion in response to a lower glucose
bolus injection compared to lean rats. Since DRP1 appears as a
crucial element in mROS signaling in response to glucose, it
suggests that deregulated mitochondrial dynamics through
DRP1 might be present in this model. Further investigations
will determine whether DRP1 plays a role in hypothalamic
glucose sensing dysfunction of obese rats. Studies on pan-
creatic beta-cells show that cellular alteration seen during
chronic hyperglycemia is fission dependent. Molina and col-
leagues found that beta-cell mitochondria become frag-
mented and lose their ability to undergo fusion (29). These
data suggest that deregulation of hypothalamic DRP1 in re-
sponse to excessive nutrients exposure might be involved in
impaired nutrient sensitivity in models of obesity or Type 2
diabetes.

Collectively, this work demonstrates for the first time
in vivo that DRP1-dependent mitochondrial fission is essential
for glucose-induced mROS signaling in hypothalamic glucose
sensing. Further investigations to determine which metabolic
or hormonal factors trigger changes in mitochondrial dy-
namics and mROS production will help us to better under-
stand the mechanisms involved in the central control of
energy homeostasis.

Methods
Animals: Diet and experimental procedures

Male Wistar rats (7-weeks-old; Charles River, Lyon,
France) were individually housed in a controlled environment
(12h light/dark cycle, light on at 7:00 am, 22°C), with ad [i-
bitum access to food and water. Surgeries and experiments
were performed under pentobarbital anesthesia (50 mg/kg,
Centravet, Nancy, France). All procedures involving rats
followed the European Communities Council Directive (86/
609/EEC) and were approved by a local committee. All ex-
periments were performed after 4h fasting, excepted when
noted. Body weight and food intake were measured every
day, 3 h after the beginning of the light cycle.

Cannula implantation and siRNA injection

In anesthetized animals, intracerebral double guide stain-
less-steel cannulae (26-gauge (Plastics One, Roanoke, VA)
were inserted bilaterally into the VMH according to stereo-
taxic coordinates (anterior-posterior: —3.14mm vs. bregma;
medial-lateral: 0.25 mm; dorsal-ventral: 9.4 mm). Cannula lo-
cation was confirmed by bromophenol blue injection after
experimentation. The animals were allowed to recover for 6
days and were handled daily. On the day of the experiment, a
double-stranded 21-nucleotide small interfering RNA (siR-
NA) obtained from GeneCust (Lux) was transduced using the
JetSI system (OZYME, Saint-Quentin-en-Yvelines, France)
(15) and injected (100pM) through the cannula guide to
knockdown the expression of DRP1. The siRNA sequence
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efficiently targeting rat DRP1 (Accession N° BC085843) cor-
responds to the coding region 258-278 relative to the first
nucleotide of the start codon (siRNA, sense strand: 5-AA
CUCAGAGCAGUGGAAAGAG-UATAT-3"). Knockdown of
DRP1 in the VMH was measured 24 h, 48 h, 72 h and 96 h post-
injection.

Intracarotid injection of glucose towards the brain

Experiments were performed as previously described (10).
Plasma insulin level was determined using the ultrasensitive
ELISA kit (Eurobio, Courtaboeuf, France).

Mitochondrial isolation

After euthanasia by cervical dislocation, brains were
quickly removed and immediately immersed in ice-cold MB +
buffer (10 mM HEPES, 210 mM mannitol, 1 mM DTT, 240 mM
sucrose, protease inhibitor cocktail tablet (Roche, Meylan,
France). VMH, cortex, and thalami were dissected, immersed
for 15min in MB+ buffer and homogenized with a Dounce
homogenizer (7.5ul/10mg tissue). Homogenates were re-
suspended in 125 ul/10 mg tissue of MB+ buffer and centri-
fuged (1000 g, 10 min, 4°C). Supernatants were centrifuged
(12,000 g, 10min, 4°C). The remaining mitochondrial pellet
was resuspended for Western blot analysis.

ROS level measurement

One minute after the carotid or VMH glucose injection, rats
were decapitated, VMH, thalami, and cortex were harvested
and frozen and stored at —80°C. ROS were assessed as pre-
viously described (11).

Western blot analysis

Proteins were separated on 10% SDS-PAGE. Antibodies
against OXPHOS, Actin, DRP1, OPAIl, FIS1, or MFN2 were
used. After transfer and blocking, membranes were probed in
1% nonfat milk prepared in TBS-T with 1/1,000 mouse anti-
OXPHOS (Mitosciences, Euromedex, Mundolsheim, France),
1/100,000 mouse anti-Actin (Millipore, Molsheim, France), 1/
10,000 mouse anti-DRP1 (BD Biosciences, Le Pont-De-Claix,
France), 1/500 mouse anti-OPA1 (BD Biosciences), 1/500
rabbit anti-FIS1 (Clinisciences, Montrouge, France) or 1/500
mouse anti-MFN2 (Abnova, Montlugon, France) overnight at
4°C. Specific bands of the proteins were detected using a goat
anti-mouse (1/10,000 in TBST-1X) or anti-rabbit (1/10,000
in TBST-1X) peroxidase-conjugated secondary antibody
(Amersham, Saclay, France) incubated for 1h at room tem-
perature. Bands were revealed with a chemiluminescence
kit (Amersham) and were exposed to a ChemiDoc XRS+
system (BioRad, Marnes-la-coquette, France) for densitome-
try analysis.

O, consumption measurement on permeabilized VMH

Oxygen consumption was measured using a respirometer
(Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) as
previously described (5, 11). Mitochondrial respiration was
stimulated by the addition of 10 mM glutamate to achieve the
state 2. Next, 1mM ADP was added to achieve the state 3
respiration. Then, 0.5 uM carboxyatractylate (CAtr) was ad-
ded to block ATP synthesis and achieve the state 4 respiration.
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Finally, 0.4 uM CCCP, a chemical uncoupler, was used to
measure the maximal respiration.

Refeeding test in response to VMH glucose injection

After overnight fasting, glucose (0.12 M in 0.9% saline) was
injected into the VMH (1 ul). Food consumption was mea-
sured 15, 30, 45, 60, 90, 120, and 240 min post-injection. For
ROS measurements, brains were removed 1 min after glucose
injection as described above.

RNA extraction, reverse transcription,
and quantitative real-time PCR

cDNA were synthesized from total VMH RNA and am-
plified by PCR with UCP2 or 18S primers using the StepO-
nePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Villebon
sur Yvette, France) [primer sequences: UCP2 forward 5'-
3:.GGC-GGT-GGT-CGG-AGA-TA, reverse 5-3"GGC-AGA-
AGT-GAA-GTG-GCA-AGG-G (19); 18S forward 5-3":CCA-
TTC-GAA-CGT-CTG-CCC-TAT, reverse 5-3:GTC-ACC-
CGT-CAC-CAT-G (19)].

Islet treatments and insulin measurement

Islets isolation and preincubation period were performed
as previously described (14, 25). Over the preincubation pe-
riod, islets were incubated in the different glucose concen-
trations (5.5mM or 16.7mM) for 30min at 37°C. The
acetylcholine receptor agonist acetyl-methylcholine bromide
0.1mM (Sigma, Lyon, France) was assessed in 5.5mM glu-
cose. Incubation medium was harvested and stored at —20°C
before insulin measurement. The release of insulin by the is-
lets was measured using a radioimmunoassay kit (Cis-Bio
International, Gif-sur-Yvette, France).

Immunohistochemistry

After either cerebral hyperglycemia or 72h after VMH
siRNA injection, brains were quickly frozen in isopentane,
—40°C. 10 um hypothalamic cryosections were fixed, then
permeabilized for 10 min and blocked in PBS/0.5% Tween20/
3% normal goat serum (Mitosciences) (38). After incubation
with mouse anti-OXPHOS (1/2000 in PBS/0.5% Tween 20/
3% NGS, Mitosciences) overnight at 4°C and washing, sec-
tions were incubated in goat anti-mouse alexa 488 (1/4000 in
PBS/0.5% Tween20) for 1h. Sections were mounted and ex-
amined under an Apotome fluorescence microscope (Zeiss).
Specificity of labeling was ascertained with omission of pri-
mary antibody. Quantification of the number of mitochondria
was performed after image acquisition. Alexa 488 fluorescent
objects which correspond to mitochondria were detected us-
ing Image] software. The number of total objects per picture
was divided by the number of total nuclei (labeled by DAPI).

Electron microscopy

Brain samples were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1
M phosphate buffer, pH 7.2 at 4°C for 4h, and post-fixed
overnight with 1% osmic acid in 0.1 M phosphate buffer, pH
7.2. Samples were then dehydrated in acetone, stained with
2% uranyl acetate in acetone for 2 h at 4°C in a dark room, and
embedded in epoxy resin (Araldite, Fluka). Ultrathin sections
were contrasted with 2% lead citrate in water for 1 min, and
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were observed with a Hitachi 7650 transmission electron mi-
croscope.

Statistical analysis

Results are presented as mean+SEM. Statistical analysis
was performed using Prism 4.0. Normality has been tested
with Kolmogorov-Smirnov test. According to the result, un-
paired t-test, unpaired t-test with Welch’s correction (when
equal variance was not assume) or Mann Whitney test (when
normality was not assumed), one way ANOVA or two-way
ANOVA analysis (followed by Bonferroni post test) were
performed as detailed in figure legend. Differences are sym-
bolized as *, **, or ** on graphic representations for p values
of <0.05, 0.01, and 0.001, respectively.
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