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Résumé

L’hypothalamus participe au contréle de I'homéostasie énergétique en détectant les
signaux circulants tels que le glucose. L’hypothalamus médiobasal (MBH) en particulier, est
capable de détecter I'hyperglycémie afin d’initier des réponses physiologiques adaptées, comme
par exemple la sécrétion d’insuline via le systéme nerveux autonome (par un contréle vagal).
Notre équipe a récemment montré que la détection du glucose nécessite la production d’especes
actives de I'oxygene d’origine mitochondriale (mROS), fortement dépendante de la dynamique
mitochondriale (fusion et fission). Récemment, 'étude de modéles génétiques ont permis de
faire un lien entre ces événements dynamiques dans le MBH et le développement de pathologies
métaboliques.

L’objectif de ma thése a été tout d’abord été de mettre en place un modeéle expérimental
présentant uniquement une altération de la détection hypothalamique du glucose induite par
I'exposition a un régime gras enrichi en saccharose (HFHS) chez le rat. Apreés avoir caractérisé ce
modeéle, nos objectifs ont été de déterminer si 'exposition a ce régime hypercalorique avait un
impact sur la dynamique mitochondriale ainsi que la signalisation mROS, via la fonction
respiratoire de la mitochondrie dans I'hypothalamus. Nous avons finallement réversé quelques
acteurs métaboliques dérégulés, potentiellement impliqués dans la dynamique mitochondriale,
dans le but de réverser le phénotype observé chez les rats HFHS.

Nos résultats montrent qu'aprés 3 semaines d’exposition au régime HFHS, les rats ont un
poids corporel normal malgré I'augmentation de leur masse grasse, comparés aux rats controles.
Les rats HFHS présentent aussi une intolérance au glucose et une augmentation de la glycémie
basale sans modification de leur insulinémie. La sécrétion d’insuline en réponse a la détection
hypothalamique du glucose, mesurée apres une injection intra-carotidienne de glucose en
direction du cerveau qui induit une hyperglycémie uniquement cérébrale, a été fortement
diminuée. Cependant, la capacité sécrétoire des ilots pancréatiques est normale chez les rats
HFHS. Ces défauts sont associés a une diminution de la production de ROS dans le MBH en
réponse au glucose, sans modification du status redox. L'efficacité de la respiration
mitochondriale hypothalamique a été mesurée par oxygraphie, et les résultats montrent une
déficience de la respiration mitochondriale chez les rats HFHS. La translocation de la protéine de
fission DRP1 a la mitochondrie est diminuée en réponse au glucose, suggérant une diminution
de la fission mitochondriale. L’augmentation de l'activation de 'AMPK dans I'hypothalamus n’est
pas responsable de I'altération de la détection hypothalamique du glucose car sa réversion avec
une injection intracérébroventriculaire (ICV) de composé C, n'a pas permis de restaurer la
sécrétion d’insuline en réponse a I'hyperglycémie cérébrale. De méme, une injection ICV de
leptine induisant I'activation de STAT3 n’a pas permis de restaurer la sécrétion d’insuline en
réponse a I'hyperglycémie cérébrale. Enfin, la diminution de I'activation d’AKT suggere une
résistance centrale a l'insuline.

Ces résultats démontrent pour la premiére fois que l'altération hypothalamique de la
signalisation ROS, de la fission et de la respiration mitochondriale, sont présent chez les rats
exposés pendant 3 semaines a un régime HFHS. Ces défauts précoces hypothalamiques
pourraient ainsi participer a un défaut primaire du contréle de la sécrétion d’insuline, et
finallement, a I'installation d’'un phénotype diabétique.

Mots clés: Homéostasie énergétique, hypothalamus, détection du glucose, dynamique
mitochondriale, Especes Actives de I'Oxygene mitochondriales, diabéte






Abstract

The hypothalamus participates in the control of energy homeostasis by detecting
circulating nutrients, such as glucose. The mediobasal hypothalamus (MBH), in particular,
senses hyperglycemia and initiates physiological responses, e.g., insulin secretion via the
autonomous (vagal) nervous system. We have recently demonstrated that glucose sensing
requires mitochondrial reactive oxygen species (mROS) signaling heavily dependant on
mitochondrial fusion and fission (dynamics). Recently, genetic models have associated some of
these dynamics within the MBH to their obesogenic susceptibility.

The aims of my thesis were first to establish a model that only presents a hypothalamic
glucose sensing defect induced by a high fat high sucrose (HFHS) feeding in rats. After
caracterizing this model, our objectives were to determine whether modulating the diet affects
mitochondrial dynamics, and thus, mROS signaling, through the mitochondrial respiratory
function in the hypothalamus. We finally reversed some dysregulated metabolic signalings
potentially involved in mitochondrial dynamics in order to reverse the phenotype observed in
HFHS fed rats.

Our results demonstrate that after 3 weeks of HFHS feeding, rats had a normal body
weight despite an increase in the fat mass compared to control rats. HFHS fed rats displayed also
a glucose intolerance, increased fasting glycemia but no modification of fasting insulinemia.
Hypothalamic glucose sensing induced insulin secretion, measured after an intra-carotid glucose
injection towards the brain that only increases brain glycemia without alteration in peripheral
glycemia, was drastically decreased. However, glucose stimulated insulin secretion in isolated
islets was not different compared to controls. These defects correlate with a decrease of MBH
ROS production in response to glucose, with no modification in the redox status. Efficiency of
hypothalamic mitochondrial respiration was evaluated using oxygraphy, and results showed
mitochondrial respiratory deficiencies in HFHS fed rats. The fission protein DRP1 exhibited
decreased mitochondrial translocation in the MBH in response to glucose, suggesting decreased
mitochondrial fission. The increase of AMPK activation in the hypothalamus was not responsible
for the alteration of hypothalamic glucose sensing since its reversal with an
intracerebroventricular (ICV) injection of compound C failed to restore brain hyperglycemia
induced insulin secretion. Likewise, an ICV injection of leptin that induced STAT3 activation also
failed to restore brain hyperglycemia induced insulin secretion. Finally, the decrease in AKT
activation suggested a central insulin resistance.

These results demonstrate for the first time that hypothalamic alteration of mitochondrial
ROS signaling, fission and respiration were present in rats exposed to a 3 weeks HFHS diet. Such
hypothalamic glucose sensing defects are early events preceding those in islets. These early but
drastic hypothalamic modifications could participate in a primary nervous defect of the control
of insulin secretion, and finally, the etablishment of a diabetic phenotype.

Keywords: Energy homeostasis, hypothalamus, glucose sensing, mitochondrial dynamics,
mitochondrial Reactive Oxygen Species, diabetes
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Figure 1 : Représentation schématique de I'homéostasie énergétique

L’équilibre entre les apports et les dépenses énergétiques assure le maintien d’'un poids corporel stable au
cours de la vie de l'individu. Un déséquilibre qui se prolonge dans le temps, dans un sens comme dans l'autre,
aboutira a la mise en place de pathologies métaboliques.



Introduction générale

De facon générale, ce travail s’intéresse au développement d’une maladie
meétabolique chronique, le diabete de type 2 (DT2). Cette maladie atteint des
proportions épidémiques a travers le monde, puisqu’en 2014, 8% de la population
mondiale est atteinte de DT2, ce qui en fait une préoccupation majeure de santé
publique. Le DT2 est en grande partie le résultat d’'une surcharge pondérale (obésité) et
de sédentarité. Aussi appelé «diabete non insulino-dépendant», il résulte d’une
résistance a l'insuline par I'organisme qui entraine une hyperglycémie (glycémie a jeun
> 7 mM). L’absence de régulation de la glycémie conduit avec le temps a des atteintes
graves de nombreux systémes organiques, et plus particuliéerement des nerfs et des
vaisseaux sanguins. Chaque année, le DT2 est la cause de plus d’'un million de déces dans

le monde (OMS http://www.who.int/).

La stratégie de I'Organisation Mondiale de la Santé pour la prévention du diabete,
est d'inciter la population a adopter un régime alimentaire sain et a pratiquer un
exercice physique régulier, dans le but de réduire la prévalence de I'obésité. Malgré cela,
les chiffres concernant le DT2 ne cessent d’augmenter. Le but de la recherche
scientifique est donc dans un premier temps de comprendre les mécanismes
physiologiques impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique, puis d’étudier
les dérégulations qui se mettent en place lors du développement de la pathologie, afin
d’élaborer a terme des programmes de prévention, de dépistages précoces et/ou des

approches thérapeutiques efficaces.

Malgré la variabilité des apports et des dépenses énergétiques au cours d'une
journée, ou méme de la vie d'un individu, 'organisme maintient un statut énergétique
relativement stable. On parle d’homéostasie énergétique. Ainsi, le corps possede la
capacité de maintenir un état d’équilibre entre les apports d’énergie, représentés par la
prise alimentaire (PA), et les dépenses d’énergie, représentées par le métabolisme de
base, I'activité physique et la thermogenese (Figure 1). Cet équilibre dynamique inclut
le maintien de parametres biologiques autour d'une valeur physiologique de référence
(glycémie autour de 5 mM par exemple) et permet la conservation d'un poids corporel

stable au cours de la vie de I'individu. C’est la notion de pondérostat.
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En cas d’éloignement au-dessus ou en-dessous de cette valeur, un systéme de
régulation est activé afin d’induire des réponses physiologiques adaptées dans le but de
restaurer I'équilibre. En situation de déficit énergétique, la PA est stimulée et les
réserves de substrats énergétiques sont mobilisées (glucides, puis lipides, puis
protéines), alors que les dépenses sont freinées. Inversement, en cas d’excédent, la PA
est inhibée, les substrats énergétiques sont stockés et les dépenses sont favorisées.

Au XIXe siecle, les travaux de Claude Bernard évoquent pour la premiere fois
I'implication du systéme nerveux central (SNC) dans le controle du métabolisme
énergétique. En effet, suite a la stimulation du plancher du 4¢ ventricule, le physiologiste
a observé I'apparition d’'une hyperglycémie, concluant que cette zone cérébrale controle
la production hépatique de glucose. Bien que controversés par la suite, ses travaux ont
incité d’autres neurophysiologistes a poursuivre I'étude de I'implication du cerveau dans
le contrdle de I'homéostasie énergétique. Ainsi, un grand intérét s’est porté sur
I’hypothalamus. En effet, il a été montré que la lésion de I'hypothalamus médio-basal
(MBH), formé de I'’hypothalamus ventro-médian (VMN) et du noyau arqué (NA),
entrainait une hyperphagie conduisant a 1'obésité, définissant cette région comme le
« centre de la satiété » (Kennedy, 1950). A l'inverse, la lésion bilatérale de I'aire latérale
de '’hypothalamus (LH) entrainait I’arrét de la PA jusqu’a la mort de I'animal, définissant
cette région comme le « centre de la faim » (Anand and Brobeck, 1951). Quelques années
plus tard, Jean Mayer a énoncé la «théorie glucostatique » en montrant que les
variations de la glycémie modulent en conséquence la PA, et conclut sur I'existence de
gluco-récepteurs dans le « centre de la faim » de I'hypothalamus, capables de détecter la
quantité de glucose disponible dans le sang qui reflete le statut physiologique des tissus
(Mayer, 1953). L’ensemble de ces études historiques démontrent donc le role crucial du
SNC, et plus particulierement de I'’hypothalamus, dans la détection et l'intégration des
signaux énergétiques et son implication dans la régulation du métabolisme énergétique.

Ainsi, le cerveau est informé en permanence du statut énergétique de 1'organisme,
en détectant directement les taux circulants de nutriments (glucose et acides gras
principalement) et d’hormones (insuline, leptine, ghréline, ...), ou en recevant des
informations nerveuses, principalement via le systéme nerveux autonome (SNA)
provenant des organes périphériques (pancréas, foie, tissus adipeux, ...) (Abizaid and

Horvath, 2008; Berthoud, 2002; Gao and Horvath, 2008) (Figure 2). Le cerveau recoit
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Figure 2 : Controle nerveux de I'homéostasie énergétique

Le cerveau est informé du statut énergétique de l'individu par des signaux métaboliques et hormonaux. En
réponse, il régule le métabolisme énergétique en agissant sur les capacités sécrétrices ou directement sur
l'activité métabolique de certains tissus ou organes (d'apres Pénicaud, 2003).




aussi des afférences nerveuses qui viennent de senseurs métaboliques périphériques,
comme le systeme porte, le tractus intestinal et les corps carotidiens, capables de
détecter les variations plasmatiques de nombreux parametres métaboliques (Breen et
al, 2013; Gao et al., 2014; Seyer et al, 2013). L’intégration centrale de ces informations
va ainsi permettre au cerveau de controler en retour I'activité sécrétoire ou métabolique
de différents tissus ou organes qu’il innerve via le SNA, en modulant par exemple la
sécrétion d’insuline par le pancréas ou de l'adrénaline par les glandes surrénales,
I'activité métabolique du foie et des tissus adipeux ou encore la thermogénese

(Figure 2) (Atef et al, 1997; Le Feuvre et al., 1991; Pocai et al., 2005).

Dans ce contexte, mon travail s’est intéressé aux mécanismes moléculaires
impliqués dans la détection hypothalamique du glucose, dans un modéle de rat nourri
avec un régime gras enrichi en saccharose, mimant ainsi les deux apports caloriques
principalement en exces dans nos sociétés occidentales. Je me suis plus particulierement
focalisée sur I'importance du métabolisme mitochondrial et de la signalisation induite
par la mitochondrie via la production d’especes actives de 'oxygeéne (ROS) en réponse a
I'’hyperglycémie. Récemment, notre équipe a montré que ces éléments étaient altérés
dans un modele animal génétiquement obese et diabétique. De nombreuses études
montrent I'existence de dysfonctionnements mitochondriaux au niveau hypothalamique
dans les maladies comme l'obésité et le DT2, et dernierement l'importance de la
morphologie des mitochondries dans la régulation de I'homéostasie énergétique

commence a émerger.
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Figure 3 : Représentation schématique des connexions entre ’hypothalamus, le tronc cérébral, les
rincipales voies nerveuses du systéme nerveux autonome et leurs tissus ou organes cibles

Amb : Noyau ambigu; DMH : Hypothalamus dorso-médian; IML : Colonne intermédio-latérale; LH :

Hypothalamus latéral ; NTS : Noyau du tractus solitaire ; PVN : Noyau para-ventriculaire ; RET : Formation

réticulée ; SGC : Substancia grisea centralis ; VMH : Hypothalamus ventro-médian; 10 : Noyau moteur du

vague (d’apreés Pénicaud et al., 2006).




Chapitre I : Régulation nerveuse de
I’homéostasie énergétique

Parmi les structures du SNC impliquées dans la régulation de 'homéostasie
énergétique, le tronc cérébral et ’hypothalamus occupent une place primordiale puisque
ces deux structures sont capables d’intégrer les informations provenant de la périphérie.
Elles vont ainsi intégrer les signaux périphériques de types métaboliques (glucose,
acides gras) et endocriniens (insuline, leptine, ...). Le tronc cérébral est aussi capable
d’intégrer les informations provenant des efférences nerveuses des tissus périphériques.
Ces deux structures communiquent entre elles, pour en retour, interagir avec les tissus
périphériques via le SNA ou le systéme nerveux endocrinien afin d’assurer un maintien
de 'homéostasie énergétique de 'organisme.

La régulation nerveuse de I’homéostasie énergétique est un mécanisme tres
complexe qui fait aussi intervenir des parametres externes (vision, olfaction, rythmes
circadiens) ou cognitifs (préférences, récompenses). Cependant, seuls les signaux

métaboliques internes intégrés au niveau hypothalamique seront développés.

1) Le systeme nerveux autonome dans le contréole du métabolisme

énergétique

Le SNA est 'ensemble du systéme nerveux qui controdle les fonctions végeétatives de
I'organisme. C’est une voie afférente majeure puisque le SNA innerve une grande
majorité des organes périphériques, dont les tissus et organes impliqués dans le
métabolisme énergétique (pancréas, foie, ...). Le point de départ des fibres afférentes du
SNA est le tronc cérébral qui comporte des noyaux-relais primordiaux entre
I’hypothalamus et le SNA. Il contient la majorité des somas des neurones pré-
ganglionnaires vagaux qui sont les cibles de projections issues notamment de
I’hypothalamus, permettant une mise en place des réponses physiologiques adaptées via
un contréle nerveux de l'activité métabolique des organes et tissus périphériques
(Figure 3) (Fox and Powley, 1985; Luckman and Lawrence, 2003).

Le SNA est constitué de deux composantes, le systeme nerveux sympathique et le

systéme nerveux parasympathique. La modulation de leur activité sur un organe a
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Figure 4 : Le systéme nerveux autonome et la régulation du métabolisme énergétique

Le systéme nerveux sympathique posséde des neurones pré-ganglionnaires courts (traits noirs) qui ont pour
origine la colonne intermédio-latérale, longeant la colonne vertébrale thoraco-lombaire. Ils font relais avec
des neurones post-ganglionnaires longs (traits bleus) au niveau de nombreux ganglions. Le systéme nerveux
parasympathique posséede inversement des neurones pré-ganglionnaires longs (traits verts) qui ont pour
origine le bulbe rachidien/la moelle épiniére antérieure (complexe dorso-vagal). Ils font relais avec des
neurones post-ganglionnaires court (traits rouges). Ces systémes innervent en partie les mémes organes ou
tissus périphériques, exergant des effets opposés sur les sécrétions hormonales, la production hépatique de
glucose, la lipolyse et la thermogenese au niveau du tissu adipeux et I'entrée du glucose dans les muscles
(Marino etal, 2011).




souvent des effets opposés. Le systeme nerveux parasympathique, activé lors d’'un exces
énergétique, est impliqué dans la mise en place de réactions anaboliques, en favorisant
le stockage d’énergie (glycogénogenese et lipogenése). A l'inverse, le systéme nerveux
sympathique est impliqué dans la mise en place de réactions cataboliques, en induisant
la mobilisation du glucose et des acides gras libres (AGL) a partir des tissus de réserves.
Il est donc activé lors d'un déficit énergétique (Scheurink and Nolan, 1996; Teff, 2009).

Le foie et le pancréas, organes fondamentaux dans la régulation du métabolisme
énergétique, présentent une tres riche innervation par le SNA. Au niveau pancréatique, a
la fois les cellules a et les cellules 3 sont sous la dépendance de ce controle. L’activation
des nerfs splanchniques pancréatiques induit une augmentation de la sécrétion de
glucagon et une diminution de la sécrétion d’insuline alors que 'activation du nerf vague
stimule la sécrétion d’insuline et inhibe celle de glucagon (Figure 4) (Nonogaki, 2000).
Ainsi, une vagotomie ou l'administration d’atropine, un antagoniste des récepteurs
muscariniques, inhibe la sécrétion d’insuline en réponse a l'injection de glucose
(Scheurink and Nolan, 1996). Le foie, quant a lui, se trouve sous l'influence du SNA par
I'innervation directe des hépatocytes et indirecte par l'effet des hormones sécrétées
sous l'influence du SNA parasympathique (Nonogaki, 2000). L'innervation sympathique
des hépatocytes induit une libération de glucose (Figure 4). Les muscles squelettiques
et le tissu adipeux sont également sous 'influence du SNA. Au niveau des adipocytes, les
fibres sympathiques stimulent la lipolyse tandis que les fibres parasympathiques
exercent un effet sur la capture de glucose en augmentant la sensibilité a l'insuline
(Figure 4) (Fliers et al., 2003).

Le maintien de 'homéostasie énergétique dépend de I'équilibre entre les tonus
sympathique et parasympathique. Cet équilibre est fortement modifié dans les
pathologies métaboliques. Chez des animaux obeses ou soumis a un régime gras, on
observe une augmentation du tonus parasympathique couplée a une diminution du
tonus sympathique, au niveau pancréatique, conduisant a une augmentation de la
sécrétion d’insuline (Atef et al., 1995, 1997; Magnan et al., 1999).

La modulation de lactivit¢é du SNA implique des populations neuronales
spécialisées dans la détection et le traitement des informations périphériques, capables
d’adapter leur activité pour contrdler en retour le métabolisme énergétique et la prise

alimentaire, réponses physiologiques nécessaires au retour a I'équilibre énergétique de
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Figure 5: Vue tridimensionnelle de l'organisation des aires et noyaux hypothalamiques dans
I’hémispheére droit chez le rat

DMN : Noyau dorso-médian; EM : Eminence médiane; LH: Hypothalamus latéral; NA: Noyau arqué;
PVN : Noyau para-ventriculaire ; VMN : Noyau ventro-médian ; 3V : 3e ventricule (d'aprés Berthoud, 2002).
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Figure 6 : La détection des signaux périphériques par I’hypothalamus induit la modulation du SNA
DMN : Noyau dorso-médian; LH: Hypothalamus latéral; NA: Noyau arqué; PVN: Noyau para-
ventriculaire ; SNA : Systéme nerveux autonome ; VMN : Noyau ventro-médian ; 3V : 3¢ ventricule.




I'organisme (Dietrich and Horvath, 2009; Zheng and Berthoud, 2008). Ainsi,
I’hypothalamus, via ses connexions avec le tronc cérébral, fait partie des structures du
SNC qui occupent une place primordiale dans la régulation nerveuse de I'homéostasie

énergétique (Blouet and Schwartz, 2010; Schneeberger et al,, 2014).
2) Une structure cérébrale clé, I'hypothalamus
a) Description anatomique

Situé sur la face ventrale du cerveau, I'hypothalamus est une structure bilatérale
issue du diencéphale et distribuée de part et d’autre du 3¢ ventricule (3V). Il est
constitué d'un ensemble de noyaux (regroupements spécifiques de populations
neuronales), parmi lesquels le LH, le VMN, le NA, le noyau dorso-médian (DMN) et le
noyau para-ventriculaire (PVN) sont les principales structures impliquées dans le
contrdle du métabolisme énergétique (Figure 5) (Berthoud, 2002).

De facon tres générale, la région péri-ventriculaire de I'’hypothalamus est
impliquée dans la détection des signaux circulants (issus du sang et du liquide
céphalorachidien (LCR)) et l'organisation des réponses endocriniennes (via les
projections sur 'hypophyse et 'éminence médiane (EM)). Ainsi, le NA est un des
premiers sites de détection hypothalamique des parameétres énergétiques circulants. Le
NA projette sur les noyaux de la région médiane de I'’hypothalamus, composée de gros
noyaux tels que le DMN et le VMN. Cette région recoit aussi de nombreuses efférences
sensorielles et est impliquée dans les comportements adaptatifs. La région latérale, qui
ne comprend pas de noyaux clairement identifiés, est considérée comme étant
I'interface entre I'’hypothalamus et les systémes moteurs autonome et somatique. Les
informations intégrées dans I'’hypothalamus sont ainsi relayées aux régions du tronc
cérébral, permettant la modulation du SNA et finalement de l'activité sécrétoire et
meétabolique des organes périphériques (Figure 6) (Luiten et al, 1987; Williams et al,

2001).
b) Régulation de la prise alimentaire

Comme évoqué dans l'introduction générale, les premieres études effectuées sur
I’hypothalamus ont permis de mettre en évidence le réle primordial de I'hypothalamus

dans la régulation de la PA. Pour assurer cette fonction, le NA en particulier contient des
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Figure 7 : Réle des neurones POMC/CART et NPY/AgRP dans la régulation de la prise alimentaire
(A) Lorsque la balance énergétique est positive, les neurones POMC/CART vont étre activés afin d’exercer un
effet anorexigéne et catabolique. Leur action anorexigéne est relayée par les récepteurs MC3-4R présents sur
les cellules cibles dans le but d’induire la satiété. (B) Lorsque la balance énergétique est négative, les
neurones NPY/AgRP vont étre activés afin d’exercer un effet orexigéne et anabolique. Leur action orexigéne
passe principalement par la libération de NPY sur ces neurones cibles (récepteur Y1 ou Y5) et I'inhibition, par
AgRP, antagoniste des récepteurs MC3-4R, sur les neurones POMC. A cela s’ajoute une co-libération de GABA
pour inhiber ces derniers. L’ensemble conduit a stimuler I'appétit et déclencher la PA.

AgRP : Agouti-gene related protein ; CART : Cocaine-amphetamine-regulated transcript ; MC3-4R : Isoformes
3 et 4 du récepteur a mélanocortine ; NPY : Neuropeptide Y ; POMC : Pro-opiomélanocortine (d'apreés Dietrich
and Horvath, 2013).



populations neuronales spécialisées, dotées des équipements nécessaires a la détection
des facteurs circulants. Ces neurones sont capables de moduler leur activité afin de
sécréter des neuropeptides, et grace a leurs projections vers d’autres noyaux intra- ou
extra- hypothalamiques, permettent d’'induire des réponses physiologiques adaptées
afin de réguler 'homéostasie énergétique, principalement via la modulation de la PA.
C’est le systeme a mélanocortine de I'hypothalamus (Ellacott and Cone, 2006; Koch and
Horvath, 2014). Deux populations neuronales principales se distinguent, aux roles
antagonistes : les neurones anorexigenes a pro-opiomélanocortine (POMC) et les

neurones orexigenes a neuropeptide Y (NPY).
i) Lesneurones POMC/CART

Les neurones qui co-expriment la POMC et le Cocaine-Amphetamine-Regulated
Transcript (CART) exercent un effet anorexigene (ou catabolique) en diminuant la PA et
en augmentant les dépenses énergétiques afin de réduire le poids corporel chez I'animal
et chez 'Homme (Figure 7A). POMC est un peptide précurseur, ultérieurement clivé en
peptides a mélanocortine fonctionnels, tels que I'a-melanocyte stimulating hormone (a-
MSH), dont I'action anorexigene est relayée par les récepteurs a mélanocortine (MC3R et
MC4R) (Coll and Loraine Tung, 2009; Lau and Herzog, 2014). Les neurones POMC
possédent des projections sur le PVN et le LH ou sont présents MC3R et MC4R (King and
Hentges, 2011). L’'importance de ces récepteurs dans le controle du métabolisme
énergétique a été démontrée dans un modele rongeur ou la mutation de MC3R et/ou
MC4R, bloquant toute activité, induit une hyperphagie ainsi qu'un phénotype obese et
diabétique (Atalayer et al, 2010; Chen et al., 2000; Huszar et al.,, 1997; King and Hentges,
2011). De plus, les souris présentant une déficience en POMC développent une obésité
précoce (Yaswen et al, 1999) et il a été mis en évidence que les mutations du gene
POMC ou de MC4R sont a l'origine de 5% des cas d’obésité chez 'Homme (Krude et al,
1998; MacKenzie, 2006). L’ensemble de ces études démontrent ainsi le role critique des
neurones POMC dans la régulation de la PA et plus généralement dans '’homéostasie

énergétique.

38



NCR oxytocin ,(_/MCH \X

N i
PVN e : Nac

— BDﬂ:\ j/ @ l

MCH \ 4 " Recherchede E\ourriture
: Evaluation hédonique

& N )f i l Valeur de récompense
/ -

Régulations comportementale

. . \ ~~ | NTS mmp et métabolique de

orexins —» ’homéostasie énergétique

NPY/AgrP
\ \ u-WHJ
GABA 4
3rd ventricle \| ARC

median eminence

Figure 8 : Schéma récapitulatif des neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation
de la PA et du métabolisme énergétique

Les noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de I'homéostasie énergétique contiennent des
populations neuronales spécialisées dans la sécrétion de neuropeptides permettant la régulation de la PA.
Ainsi, le systéme a mélanocortine (neurones POMC via I'aMSH et les neurones NPY/AgRP du NA) interagit
notamment avec les neurones a orexines et a MCH du LH, les neurones a SF1 dans le VMN et les neurones a
ocytocine dans le PVN. Les informations sont ensuite relayées par le VTA et le Nac afin de moduler les
comportements alimentaires, ou par le NTS dans le tronc cérébral afin de moduler ’homéostasie énergétique
via le SNA.

aMSH : a-Melanocyte stimulating hormone ; AgRP : Agouti-gene related protein ; ARC : Noyau arqué ; BDNF :
brain-derived neurotrophic factor; GABA : Acide y-aminobutyrique; LH : Hypothalamus latéral ; MCH :
Melanin-concentrating hormone; MCR: Récepteur a mélanocortine; Nac: Noyau accumbens; NPY:
Neuropeptide Y; NTS: Noyau du tractus solitaire; POMC: Pro-opiomélanocortine; PVN : Noyau para-
ventriculaire; SF1: Steroidogenic factor 1; VMN: Noyau ventro-médian; VTA: Aire tegmentale
ventrale (d'apres Blouet and Schwartz, 2010).



ii) Lesneuronesa NPY/AgRP

A l'inverse des neurones POMC, les neurones qui co-expriment le NPY et 'agouti-gene
related protein (AgRP) exercent un effet orexigéne (ou anabolique) en augmentant la PA
et en diminuant les dépenses en situation de déficit énergétique (figure 7B) (Dryden et
al, 1998). En effet, I'injection intracérébrale de NPY stimule la PA et diminue les
dépenses énergétiques, aboutissant a une prise de poids et au développement d’'une
obésité (Billington et al, 1991; Stanley et al.,, 1986). Le NPY exerce ses effets orexigenes
par l'intermédiaire, essentiellement, des récepteurs de type Y1R et Y5R (Gerald et al,
1996). En revanche, le mode d’action de ’AgRP est sensiblement différent puisqu’il
n’active pas de récepteur qui lui soit propre. Le peptide AgRP est en effet un antagoniste
des récepteurs MC3R et MC4R, en inhibant l'action de 'a-MSH (Bagnol et al, 1999;
Ollmann et al., 1997). Contrairement aux mutations du gene POMC, I'ablation des genes
NPY et AgRP au stade néonatal ne modifie pas le phénotype des animaux, alors que s’il
est effectué a 'age adulte, il entraine rapidement l'arrét de la PA, montrant que des
mécanismes compensatoires se mettent en place au cours du développement (Luquet et

al., 2005; Qian et al.,, 2002).

i) Autres neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation

de la prise alimentaire

Bien que le systéme a mélanocortine soit le circuit participant a la régulation de la
PA le mieux caractérisé de I'hypothalamus, d’autres neuropeptides hypothalamiques
participent aussi a cette régulation (Figure 8) (Boughton and Murphy, 2013). Parmi eux,

nous citerons :

Les neuropeptides anorexigenes

Les neurones exprimant la protéine SF1 (steroidogenic factor 1) sont spécifiques
du VMN. Ces neurones, glutamatergiques, sont impliqués dans les réponses
homéostatiques lors de I'hypoglycémie (en agissant sur la sécrétion de glucagon
notamment) (Tong et al., 2007). De plus, les souris KO pour SF1 sont obeses (Majdic et
al, 2002) démontrant ainsi la participation indispensable des neurones SF1 dans la

régulation du métabolisme énergétique (Choi et al., 2013; Kim et al,, 2011).
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Certains neurones du VMN expriment aussi le brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), un facteur neurotrophique possédant un rdle anorexigene. L'injection de BDNF
dans le VMN induit une diminution de la PA et une augmentation des dépenses
énergétiques, conduisant a une perte de poids chez le rat, et permet méme de réduire
'effet obésogene d’'un régime gras (Godar et al., 2011; Wang et al.,, 2010a, 2010b). A
I'inverse, on observe le développement d’'une obésité en son absence (Rios et al, 2001),
ce qui montre I'importance du BDNF dans la régulation du métabolisme énergétique
(Cordeira and Rios, 2011; Lebrun et al., 2006).

D’autres neuropeptides hypothalamiques participent a la réduction de la PA, tels
que la CRH (Corticotropin Releasing Hormone) (Gosnell et al, 1983), la TRH
(Thyreotropin Realeasing Hormone) (Suzuki et al, 1982), 'ocytocine (Arletti et al,
1990) ou encore les neuromédines U et S (Nakahara et al., 2010; Wren et al., 2002),

Les neuropeptides orexigenes

Le LH contient deux populations neuronales exprimant des peptides orexigenes,
impliqués dans la régulation de la PA et de I’éveil : les orexines A et B (ou hypocrétines A
et B) et le neuropeptide MCH (melanin-concentrating hormone) (Barson et al, 2013;
Guan et al., 2002; Sakurai, 2014; Tsujino and Sakurai, 2009). L’action des neurones a
orexines est relativement complexe car leur activation induit une augmentation du
tonus sympathique (actions cataboliques) et de la PA mais augmente aussi les dépenses
énergétiques en favorisant la thermogenese et I'activité locomotrice (Dube et al, 1999;
Kotz et al., 2002; Messina et al, 2014; Novak and Levine, 2009). A l'inverse, I'absence
d’orexines chez la souris entralne des symptomes de narcolepsie associés au
développement tardif d’'une obésité, malgré une diminution significative de la PA,
comparée a des souris normales (Hara et al, 2001).

De la méme facon, 'activation des neurones a MCH stimule la PA et conduit au
développement d’une obésité et d’'une résistance a l'insuline (Della-Zuana et al.,, 2002;
Ito et al, 2003; Ludwig et al., 2001). La MCH étant un peptide qui favorise le sommeil,
son absence chez la souris entraine une augmentation de l'activité locomotrice,
accompagnée d’'une hypophagie. Ces effets contribuent ainsi a des effets cataboliques
marqués, aboutissant a une réduction importante du poids (Brown et al, 2015; Shimada

etal, 1998).

42



Noyaux de
A B I’'Hypothalamus

Antérieur

Artére hypophysaire
supérieure

-
Veines portes

internes

Artére hypophysaire
inférieure

Postérieur Artéres vertébrales

Veines hypophysaires
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Enfin, la galanine, présente au niveau du NA, est un neuropeptide impliqué dans la
régulation des comportements alimentaires et du métabolisme énergétique (Larm and
Gundlach, 2000; Shiba et al, 2010). Son action est complexe puisque son administration
intra-cérébro-ventriculaire (ICV) induit une augmentation de la PA chez le rat mais son
expression apparait diminuée lors du jeline (Johansson et al, 2008; Matsumoto et al.,

2002).
c) Intégration des informations circulantes

Dans le but de réguler parfaitement la PA, ainsi que l'activité métabolique des
organes périphériques, I'hypothalamus doit en permanence étre informé du statut
énergétique de I'organisme. Pour cela, la détection des signaux de nature métabolique
ou hormonale, circulant dans le sang, est indispensable. Ces informations circulantes
atteignent notamment I'’hypothalamus, grace a la proximité du systéme porte

hypothalamo-hypophysaire et du LCR présent dans le 3V.
i) Le systeme porte hypothalamo-hypophysaire

La détection des informations circulantes est tout d’abord facilitée par la proximité
du polygone de Willis, systeme vasculaire irrigant le cerveau et faisant de
I’hypothalamus la premiere structure cérébrale alimentée par le sang artériel. C'est un
systeme d’anastomoses artérielles irrigué par les deux arteres carotides internes et la
fusion des deux artéres vertébrales (Figure 9A). Le cerveau recevant la plus grande
partie de ses ressources en oxygene et en nutriments via ce systéme de vascularisation,
les anastomoses entre les arteres arrivant au cerveau permettent de compenser
I'insuffisance ou la 1ésion de 'une d’entre elles (Duret, 1874; Emsley et al., 2006).

Cependant, le cerveau est un organe partiellement isolé de la périphérie via la
barriere hématoencéphalique (BHE). Cette structure complexe est formée par des
cellules endothéliales spécialisées entourant les capillaires cérébraux, qui ont la
particularité de présenter des jonctions serrées, évitant ainsi le libre mouvement de
composés présents dans le sang vers le tissu nerveux. Néanmoins, certaines aires
cérébrales comme 'hypothalamus, doivent étre au contact du systéme sanguin afin de
déceler les variations de la composition sanguine. Il existe donc des fenétres ou la
perméabilité de la BHE est augmentée, comme c’est le cas au niveau de 'EM qui délimite

ventralement le 3V. A ce niveau, l'irrigation sanguine a pour origine le systeme porte
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Figure 10 : Représentation schématique de la régulation hormonale du systéme a mélanocortine
GHSR : récepteur de la ghréline; IR: récepteur de linsuline; LepR: récepteur de la leptine ; MC3R :

isoforme 3 du récepteur a mélanocortine ; YIR et Y2R : isoformes 1 et 2 du récepteur au NPY (d'apreés Cone,
2005).




hypothalamo-hypophysaire, alimenté par les artéres hypophysaires qui sont des
branches des arteres carotides internes (Figure 9B) (Ciofi et al, 2009; Ganong, 2000;
Langlet et al, 2013; Rodriguez et al., 2010).

Ainsi, la position ventrale de l'hypothalamus conféere une proximité immeédiate
avec le systeme sanguin, permettant la détection de variation des parametres

meétaboliques circulants.
ii) Le LCR

Le LCR, fabriqué a partir du sang au niveau des plexus choroides, présente les
mémes variations de la concentration des parametres métaboliques que celles du sang,
dans de moindres mesures mais de fagon proportionnelle (Steffens et al., 1988). Le LCR
est ainsi une source d’'information pour I'hypothalamus sur le statut métabolique de
I'organisme. Cependant, un autre role de la BHE est d’éviter le libre mouvement de
composés présents dans le LCR vers le tissu nerveux. Elle est donc également composée
de cellules ependymaires au niveau des ventricules cérébraux, qui vont avoir un réle de
barriere grace a la présence de jonctions serrées (Rodriguez et al, 2010). Ainsi,
I’hypothalamus est protégé du LCR grace aux tanycytes, cellules ependymaires
particulieres qui tapissent le 3V. De récentes études montrent que ces cellules, de
plusieurs natures, permettent dans la partie ventrale une perméabilité au niveau du
MBH ou les jonctions serrées sont moins présentes (Mullier et al., 2010).

Ainsi, la proximité immédiate du LCR contenu dans le 3V permet a ’hypothalamus
d’avoir des informations supplémentaires, mais de fagon indirecte, sur le statut

énergétique de 'organisme.

3) Les signaux circulants permettant le maintien de I’homéostasie

énergétique

Nous allons maintenant nous intéresser aux parametres circulants qui permettent
d’informer de fagon permanente le SNC de I'état des réserves énergétiques, reflétant
ainsi le statut métabolique de I'organisme. Les neurones du systéme a mélanocortine
possedent les équipements nécessaires a la détection des facteurs circulants,
notamment les récepteurs a certaines hormones ou transporteurs de nutriments

(Figure 10). L’hypothalamus est ainsi sensible a de nombreux signaux, de types
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Le glucose entre dans les cellules B par l'intermédiaire du transporteur GLUT2, la métabolisation du glucose,
qui implique une hexokinase particuliere, la glucokinase (GK), va permettre I'augmentation du rapport
ATP/ADP. L’ATP ainsi produit interagit alors avec les sous-unités SUR couplées aux canaux potassiques ATP-
dépendants (Karp) entrainant leur fermeture et donc l'accumulation intracellulaire des ions potassium.
L’augmentation du potentiel de membrane (AY) ainsi produit induit I'ouverture de canaux calciques
voltages-dépendants (Cca?*), permettant une entrée massive de calcium a lintérieur des cellules pf.
Finalement, l'augmentation de la concentration intracellulaire de calcium qui en résulte déclenche
I’exocytose des vésicules d’'insuline et donc la libération de I’'hormone dans la circulation sanguine.

La libération d’acétylcholine par le SNA parasympathique, activant les récepteurs muscariniques de type 3
(M3) présent sur les cellules B. L’activation de ce récepteur induit la production d’inositol tri-phosphate (IP3)
suite a l'activation de phospholipases C (PLC), ce qui permet la mobilisation des stocks intracellulaires de
calcium présents dans le réticulum endoplasmique (RE). La déplétion en calcium active alors le (Cca?*)
permettant une entrée plus conséquente de calcium dans la cellule, aboutissant finalement a la stimulation
de I'exocytose des vésicules d’insuline.



hormonaux et métaboliques, capables de moduler Tlactivit¢ des neurones
hypothalamiques et/ou le niveau d’expression de certains neuropeptides, dans le but

d’induire une parfaite régulation de ’homéostasie énergétique (Coll and Yeo, 2013).
a) Les hormones

Il existe un grand nombre d’hormones susceptibles de contréler les apports et/ou
les dépenses énergétiques de I'organisme, en régulant notamment I'activité du systéme a
meélanocortine (Kim et al, 2014; Stanley et al., 2005). Ici, nous nous intéresserons plus
particulierement au role de l'insuline et de la leptine, hormones anorexigénes, ainsi qu’'a

la ghréline, unique hormone stimulant la PA.
i) L’insuline

L’insuline est une hormone peptidique, la seule qui soit hypoglycémiante, dont la
sécrétion augmente rapidement apres un repas (Polonsky et al, 1988). Elle est connue
pour étre sécrétée quasi exclusivement par les cellules  des flots de Langerhans du

pancréas, bien qu'une infime sécrétion ait été montrée dans le cerveau (Banks, 2004).

La sécrétion d’insuline par le pancréas

Il existe plusieurs mécanismes qui induisent la sécrétion d’insuline, dont le plus
important est celle induite par le glucose lors d’'une hyperglycémie (Figure 11). Le
glucose entre alors dans les cellules 3 par I'intermédiaire du transporteur GLUT2 (chez
le rongeur, GLUT1 chez 'Homme), la métabolisation du glucose, qui implique une
hexokinase particuliéere dans la cellule B, la glucokinase (GK), va permettre
I'augmentation du rapport ATP/ADP. En effet, cette hexokinase, non inhibée par son
produit, permet une phosphorylation du glucose qui est proportionnelle a son entrée.
L’ATP ainsi produit interagit alors avec des canaux potassiques ATP-dépendants (Karp)
entrainant leur fermeture et donc I'accumulation intracellulaire des ions potassium.
L’augmentation du potentiel de membrane (AY) ainsi produit induit I'ouverture de
canaux calciques voltages-dépendants, permettant une entrée massive de calcium a
I'intérieur des cellules . Finalement, 'augmentation de la concentration intracellulaire
de calcium ([Ca2+*]i) qui en résulte déclenche I'exocytose des vésicules d’insuline et donc

la libération de '’hormone dans la circulation sanguine (Henquin, 2000).
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Figure 12 : Voies de signalisation de I'insuline et la leptine dans les neurones POMC et AgRP
L’insuline et la leptine augmentent l'expression de POMC (Pro-opiomélanocortine) et diminuent l'expression
de AgRP (Agouti-gene related protein). L’insuline se lie a son récepteur dans les neurones POMC et les
neurones AgRP, stimule l'activation de son substrat (IRS) et recrute la sous unité p85 de la PI3K
(Phosphoinositide  3-kinase). L’activation de la PI3K catalyse la phosphorylation de PIP2
(phosphatidylinositol bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol triphosphate). La réaction inverse est
catalysée par PTEN (Phosphatase and tensin homolog). AKT (ou Protéine kinase B) et PDKI
(phosphoinositide-dependent protein kinase 1) se lient a PIP3 afin d’étre activés. AKT phosphorylé entre dans
le noyau ot il phosphoryle a son tour FOX01 (Forkhead-O transcription factor 1), l'inactivant et conduisant a
son exclusion du noyau. FOXO1 exerce des effets différents sur les neurones POMC et les neurones AgRP. Dans
les neurones POMC, il diminue la transcription de POMC en inhibant la séquence promotrice Ainsi, l'insuline
induit I'expression de POMC. Dans les neurones AgRP, FOX01 augmente la transcription d’AgRP. Dans ce cas,
I'insuline diminue la transcription d’AgRP en excluant FOXO1 du noyau apres sa phosphorylation. La leptine
se lie a son récepteur dans les neurones POMC et les neurones AgRP, aboutissant au recrutement de JAK
(Janus kinase) qui phosphoryle le récepteur. STAT3 (Signal transducers and activators of transcription 3) va
étre phosphorylé a son tour puis transloqué au noyau ot il active la transcription de POMC dans les neurones
POMC et diminue la transcription d’AgRP dans les neurones AgRP. Il est aussi possible que la leptine induise
I'activation de PI3K. Dans ce cas, l'insuline enléve I'inhibition sur la séquence promotrice et la leptine active la
transcription de POMC. Inversement dans les neurones AgRP (Plum et al., 2006).




Un autre mécanisme permettant la sécrétion d’insuline est la modulation de
'activité du SNA (Figure 11). En effet, les cellules 3 sont innervées a la fois par des
fibres sympathique et parasympathique, prenant origine dans les branches collatérales
du nerf vague, sous le controle de 'hypothalamus. Ainsi, la sécrétion nerveuse de
I'insuline implique le SNA parasympathique via la libération d’acétylcholine, activant les
récepteurs muscariniques de type 3 présent sur les cellules (. L’activation de ce
récepteur induit la production d’inositol tri-phosphate suite a [l'activation de
phospholipases C, ce qui permet la mobilisation des stocks intracellulaires de calcium
présents dans le réticulum endoplasmique (RE). La déplétion en calcium active alors un
canal calcique permettant une entrée plus conséquente de calcium dans la cellule,
aboutissant finalement, comme dans le cas du glucose mais en moindre mesure, a la
stimulation de l'exocytose des vésicules d’'insuline (Gautam et al, 2006; Gilon and

Henquin, 2001).

Le réle de l'insuline

Le role de l'insuline est médié via la liaison a son récepteur (IR), possédant une
activité a tyrosine kinase. Ainsi, IR est présent sur les tissus cibles en périphérie, mais
aussi dans le cerveau et de facon tres importante dans les noyaux hypothalamiques
impliqués dans la régulation de la PA (MBH, DMH, PVN) (Havrankova et al.,, 1978; Marks
et al, 1990). La liaison de l'insuline a son récepteur induit rapidement I'activation de son
substrat (IRS), qui va a son tour activer la cascade de signalisation médiée par
I'activation de PI3K/AKT (phosphoinositide 3-kinase et protéine kinase B), afin de
réguler 'expression des genes POMC ou NPY/AgRP (Figure 12) (White, 2003).

Au niveau périphérique, l'insuline exerce son réle anabolique en favorisant
l'utilisation et le stockage des nutriments dans le foie, le tissu adipeux et le muscle
(Gonzalez-Sanchez and Serrano-Rios, 2007).

L’insuline posséde un roéle important dans la régulation centrale du métabolisme.
En effet, elle est capable de traverser la BHE de fagon proportionnelle a son niveau
circulant, via une transcytose du récepteur, du c6té luminal a la face abluminale des
cellules endothéliales de la BHE, permettant ainsi son passage du plasma vers le LCR
(Schwartz et al.,, 1992; Woods and Porte, 1977). Au niveau du SNC, I'insuline possede un
role anorexigene, médié par le systeme a mélanocortine (Figure 12). En effet, IR est
présent sur les neurones POMC et NPY, et 'action anorexigene de l'insuline est bloquée
par des antagonistes du systéme a mélanocortine (Benoit et al., 2002; Plum et al., 2006).
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Ainsi, I'injection ICV d’insuline chez le rongeur entraine une diminution de la PA et du
poids corporel, une augmentation de l'expression des ARNm de POMC, et prévient
I'augmentation de I'expression des ARNm de NPY lors du je(ine dans le MBH et le PVN
(Brown et al., 2006; McGowan et al., 1992; Schwartz et al., 1992). La délétion spécifique
de IR dans les neurones induit une petite augmentation de la masse grasse (Bruning,
2000) et la délétion spécifique de IR dans les noyaux hypothalamique adjacents au 3V
induit une hyperphagie (Obici et al, 2002a). De plus, les souris déficientes en IR dans
I’hypothalamus présentent une hyper-insulinémie, une augmentation de la production
hépatique de glucose et une diminution des dépenses énergétique. La restauration de IR
dans les neurones AgRP seulement permet la régulation normale de la production
hépatique de glucose, et la restauration de IR dans les neurones POMC seulement

augmente les dépenses énergétiques (Lin et al., 2010).

La résistance a lI'insuline

Le développement de l'obésité et du DT2 est associé a une diminution de la
sensibilité a l'insuline des tissus cibles, dont I'hypothalamus (Benoit et al, 2004;
Bjorntorp, 1997). Ainsi, les rongeurs soumis a un régime hypercalorique développent,
de facon précoce, une résistance centrale a I'insuline, caractérisée par une altération de
son effet anorexigeéne, ainsi que sa capacité a activer la voie PI3K/AKT ou a réguler
I'expression des genes POMC, suite a une injection centrale ou périphérique d’insuline
(Clegg et al,, 2011; Gaur et al, 2014; de Leeuw van Weenen et al., 2009; Posey et al,
2009; Wang et al, 2001). Or, nous avons vu dans le paragraphe précédent qu’une
diminution des effets centraux de l'insuline conduit a une hyperphagie et une obésité,
créant ainsi un cercle vicieux qui débouche sur une hyper-insulinémie et une hyper-
glycémie, une aggravation de 'obésité, une altération de la cellule B pancréatique et
finalement I'installation d’'un syndrome métabolique grave pouvant conduire a la mort
de I'individu (Gallagher et al., 2009; Pagotto, 2009).

Chez I'homme, outre les recommandations de rééquilibrage de la balance
énergétique (augmentation de I'exercice physique et diminution des apports caloriques),
I'injection quotidienne d’insuline associée a un suivi de la glycémie est le seul traitement
permettant la survie des patients souffrants de DT2 avancé. Cependant,
I'insulinothérapie possede des effets secondaires délétéres pour I'organisme, comme
I'induction d’hypoglycémies aigues avec risques de comas, d’hypoglycémies récurrentes,
ou 'accroissement des dépots lipidiques ectopiques due a I'action lipogénique de
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'insuline, aggravant la résistance périphérique de I'insuline (Perry et al., 2014; Sorli and
Heile, 2014; Yun and Ko, 2015). En conséquence, une autre hormone attire l'attention

des études scientifiques : la leptine (Fujikawa et al.,, 2013).
ii) Laleptine

La leptine est une hormone peptidique anorexigene, produite et sécrétée par les
adipocytes du tissu adipeux blanc, de fagon directement proportionnelle a la quantité de

masse grasse de I'organisme (Frederich et al.,, 1995).

Le réle de la leptine

L’action de la leptine est médiée par sa liaison au récepteur LepR, présent dans de
nombreux tissus périphériques tels que les muscles, le foie, le pancréas mais aussi au
niveau central dans les noyaux hypothalamiques (Tartaglia et al, 1995). 1l existe
plusieurs voies de signalisations induites par l'activation de LepR (Figure 13). La
principale est la voie JAK/STAT (Janus kinase, en particulier JAK2, et Signal Transducers
and Activators of Transcription, notamment STAT3 et STATS5). De facon intéressante, la
leptine empreinte aussi une voie commune avec la signalisation induite par l'insuline,
via 'activation de la voie PI3K/AKT (Porte et al., 2002). Enfin, la leptine active aussi, de
facon moindre, la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinases). L’ensemble de ces
voies de signalisation, par un jeu de phosphorylations, participent a la régulation
génique de la cellule (Mccowen et al.,, 1998).

La leptine est une hormone clé dans la régulation du métabolisme énergétique. En
effet, au niveau périphérique, un des roles principaux de la leptine est d’inhiber la
sécrétion d’insuline, en induisant I'ouverture des canaux Katp de la cellule 3, dans le but
de limiter le développement du tissu adipeux induit par I'action lipogénique de l'insuline
(Benoit et al, 2013; Kieffer and Habener, 2000). Cependant, le role de la leptine est
principalement présent au niveau central (Figure 12). Au niveau hypothalamique, elle
régule notamment 'activité du systeme a mélanocortine (Schwartz et al., 1996). Son role
est ainsi d’inhiber les neurones NPY et activer les neurones POMC, induisant une
diminution de la PA et une augmentation des dépenses énergétiques et du métabolisme
du glucose (Cowley et al., 2001; Morton, 2007; Satoh et al., 1997; Varela and Horvath,
2012). De plus, les modeles génétiques qui possedent une mutation du gene ob (gene de

la leptine) ou du gene db (gene du récepteur a la leptine) présentent un phénotype
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obése associé a une augmentation de la PA et une diminution des dépenses

énergétiques.

La résistance a la leptine

Lorsque les apports énergétiques sont supérieurs aux dépenses énergétiques sur
une longue période, cela conduit a une augmentation du stockage des glucides et des
lipides conduisant notamment au développement du tissu adipeux. Ainsi, en cas
d’obésité, on observe une augmentation du taux circulant de leptine. Cependant, I'effet
anorexigéne de la leptine diminue avec le développement de l'obésité, suggérant
'existence d'une résistance a la leptine (Kénner and Briining, 2012).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer une résistance a la leptine (Miinzberg
and Myers, 2005). Tout d’abord, la leptine peut ne plus étre capable d’atteindre sa cible
au niveau cérébral. En effet, une étude montre que chez les individus obeéses, le ratio
entre la quantité de leptine dans le LCR par rapport a celle dans le sang diminue (Caro et
al, 1996). Dans ce cas, I'injection périphérique de leptine exogene a des effets limités sur
la perte de poids alors qu’une injection centrale réverse le phénomene de résistance. Le
deuxiéme mécanisme implique une résistance cellulaire a la leptine. Dans ce cas, la
résistance a la leptine sera caractérisée, méme en présence d’une injection centrale, par
la diminution des taux phosphorylés des facteurs impliqués dans les voies de
signalisation, notamment STAT3 qui est le plus couramment mesuré (El-Haschimi et al,

2000).
iii) La ghréline

La ghréline est une hormone orexigene d’origine gastrique sécrétée lorsque
'estomac est vide. Son effet est médié via la liaison a son récepteur (growth hormone
secretagogue receptor ou GHSR) apres avoir été acylée par une acyltransferase, rendant
la ghréline active. Le site d’action majeur de la ghréline est '’hypothalamus et plus
particulierement les neurones NPY/AgRP (Kim et al, 2014; Nakazato et al, 2001; Wang
et al, 2002; Willesen et al, 1999). La ghréline induit une augmentation des taux
d’expression des ARNm de NPY et AgRP ainsi que de leur activité électrique (Cowley et
al., 2003; Kamegai et al,, 2001). Méme si GHSR est peu détecté dans les neurones POMC,
la ghréline induit une inhibition de lactivité électrique des neurones POMC,

certainement médiée par les neurones NPY/AgRP puisque 'ablation des neurones
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NPY/AgRP abolit cet effet de la ghréline (Chen et al, 2004). De plus, les souris
déficientes en ghréline ou en GHSR présentent une résistance a une obésité induite par

un régime HFD (Wortley et al,, 2005; Zigman et al., 2005).
b) Les nutriments

Les nutriments, issus de l’alimentation, sont essentiels dans le maintien de
'intégrité de I'organisme. Ils possédent en effet un role primordial dans le maintien des
structures cellulaires ainsi que dans I'apport d’énergie, indispensable au fonctionnement
de l'organisme. Cependant, les nutriments ont aussi un role majeur dans la régulation
centrale de 'homéostasie énergétique. Leur concentration étant un reflet immédiat du
statut énergétique de 'organisme, ils ont donc également une fonction « informative »
pour le cerveau (Davis et al.,, 1981). Les macronutriments sont classés en trois groupes :

les protéines, les acides gras et les glucides.
i) Les protéines

Les protéines, constituées d’acides aminés, posseédent avant tout un role
fonctionnel et ne deviennent une source énergétique (via la néoglucogenése hépatique
et parfois via la protéolyse) que lorsque les autres nutriments sont indisponibles. Un
régime alimentaire riche en protéines est satiétogene (Mellinkoff et al., 1997; Soenen
and Westerterp-Plantenga, 2008), et l'injection ICV de leucine entraine une inhibition de
la PA et de la production hépatique de glucose (Cota et al., 2006; Su et al., 2012), ce qui
montre que la détection centrale de certains acides aminés joue un role dans la
régulation de I'homéostasie énergétique (Schwartz, 2013). Leur effet satiétogene
implique l'activation de la voie mTOR (mammalian Target of Rapamycin) dans
I’hypothalamus, accompagné par une diminution de I'expression des ARNm de NPY dans
le NA et une activation des neurones POMC (Blouet et al, 2009; Cota et al., 2006). Le
ratio AMP/ATP semble étre crucial pour I'activation de la voie mTOR (Dennis et al,
2001). Lorsque le ratio AMP/ATP augmente, I'activité de la kinase mTOR augmente,
entrainant la phosphorylation de ces cibles, activant la S6-kinase-1 et inhibant le facteur
4E-binding protein (Hay and Sonenberg, 2004; Wullschleger et al, 2006). Plus
récemment, quelques études montrent un lien étroit entre la disponibilité en leucine et

la signalisation de la leptine (Yuan et al., 2015; Zhang et al., 2014).
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ii) Lesacides gras

Dans l'organisme, les lipides sont les principaux composants des membranes
cellulaires. L’apport d’acides gras via l'alimentation permet ainsi le renouvellement de
ces composés, dont le rdle structural est indispensable a 'intégrité et au fonctionnement
des organes. Les AGL sont issus de la dégradation des triglycérides. Ils vont étre
responsables de la formation d’ATP et tiennent aussi le role de molécules de
signalisation.

En périphérie, les AGL sont capables d’'influencer la sécrétion d’insuline par les
cellules B du pancréas (Girard, 2003). En effet, apres un repas, l'augmentation
transitoire du taux d’AGL circulant potentialise la sécrétion d’insuline induite par le
glucose. Ce mécanisme implique l'augmentation de la concentration intracellulaire
d’acyl-CoA issu de la dégradation normale des AGL, capable de stimuler l'exocytose
d’insuline. En revanche, une élévation chronique du taux circulant d’AGL, par exemple
dans le cas d'une obésité, induit un effet lipotoxique sur le pancréas aboutissant a
I'inhibition de la sécrétion d’insuline (Girard, 2003). Ce mécanisme impliquerait
I'inhibition de la fermeture des canaux Katp par I'acyl-CoA, la diminution de I'expression
des protéines GLUT2 ou GK, ou encore I'effet découplant des AGL sur la mitochondrie
aboutissant a une diminution de la synthese d’ATP.

Cependant, I'effet des AGL sur les tissus périphériques, tels que le pancréas et le
foie, sont principalement dus a une modification de I'activité du SNA, notamment une
diminution du tonus sympathique via ’hypothalamus (Clément et al, 2002; Cruciani-
Guglielmacci et al.,, 2005). L’existence de neurones hypothalamiques sensibles aux AGL a
été démontrée par de multiples expériences, grace a l'utilisation du marqueur
d’activation cellulaire c-Fos, d’enregistrements électriques in vivo apres injection intra-
carotidienne d’acide oléique et par électrophysiologie (Chang et al, 2004; Cruciani-
Guglielmacci et al, 2004; Oomura et al, 1975; Wang et al, 2006). De plus,
I'augmentation de la concentration des AGL dans le 3V induit une inhibition de la PA et
de la production hépatique de glucose démontrant que les AGL sont capables d’informer
le SNC de la disponibilité des nutriments (Obici et al.,, 2002b). L’hypophagie induite par
une augmentation hypothalamique des AGL est associée a une diminution de
I'expression de NPY et une augmentation de I'expression de POMC (Jo et al, 2009;
Morgan et al.,, 2004; Schwinkendorf et al., 2011). Cependant, ces réponses sont
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dépendantes de I'état nutritionnel de I'organisme. En effet, 'injection centrale d’acide
oléique n’induit pas les effets mentionnés précédemment si 'animal a été soumis a un
régime hypercalorique (Morgan et al., 2004). De plus, 'augmentation chronique de la
concentration intracérébrale d’AGL induit une diminution de la sensibilité hépatique a
I'insuline via une augmentation de la production de NO (monoxyde d’azote) dans
I’hypothalamus, et est finalement responsable d’'une augmentation de la production
hépatique de glucose (Marsollier et al, 2009). L’ensemble de ces études montrent
I'importance de la détection centrale des AGL dans le maintien de I'homéostasie

énergétique.
iii) Lesglucides

Le glucose, issu de la métabolisation des glucides, représente une source d’énergie
majeure pour 'organisme. Au niveau cérébral, en plus d’étre le seul substrat énergétique
indispensable, le glucose joue aussi le role de molécule informative. Le cas du glucose
étant d'un intérét tout particulier dans notre équipe, et surtout pour mes travaux de

these, il sera plus spécifiquement abordé dans le chapitre suivant.
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Chapitre II : La détection
hypothalamique du glucose

Nous venons de voir que 'hypothalamus possede un roéle majeur dans la
régulation de I'homéostasie énergétique du corps entier, en particulier via son role dans
la détection des signaux circulants et 'initiation de réponses physiologiques adaptées.
La glycémie est le reflet direct de I'état énergétique du corps entier. Elle présente de
nombreuses variations sur des temps courts (légere diminution avant l'initiation d'un
repas, hyperglycémie aprés le repas). Le maintien strict de la glycémie autour d'une
valeur physiologique de référence de 5mM (soit 1g/l) implique de nombreux

mécanismes centraux et périphériques.
1) Effets physiologiques du glucose
a) Cas de I’hypoglycémie

Lors d’'une hypoglycémie, I'organisme doit réagir rapidement afin d’éviter la mort :
c’est le phénomene de contre-régulation. Le taux de ghréline plasmatique augmente afin
de stimuler la PA. En paralléle, les niveaux circulants de cortisol, de catécholamines,
mais surtout de glucagon augmentent afin de permettre la mobilisation des stocks
glucidiques, en stimulant le catabolisme de I'organisme : la glycogénolyse hépatique, la
lipolyse et la néoglucogenese vont permettre d’augmenter le taux de glucose circulant,
indépendamment des apports alimentaires, pour finalement obtenir le retour a la
normale de la glycémie (Amiel, 1991; Marty et al., 2007).

Ces réponses périphériques de contre-régulation sont, au niveau central,
principalement sous la dépendance du VMN, structure hypothalamique importante dans
le contrdle du SNA sympathique (Borg et al, 1997, 1994). En effet, au niveau du MBH,
une hypoglycémie provoquée par exemple par une injection de 2 désoxyglucose (2-DG)
(analogue non métabolisable du glucose responsable d’une glucopénie cellulaire) induit
une augmentation de I'activation des neurones NPY/AgRP, associée a la stimulation de la
PA. Cet effet disparait chez des souris invalidées pour le NPY (Fioramonti et al., 2011;

Sanders and Ritter, 2000; Sindelar et al., 2004; Tsujii and Bray, 1990).
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Figure 13: Schéma représentant la régulation nerveuse de la sécrétion d’insuline par l'axe
hypothalamo-pancréatique lors d’'une hyperglycémie cérébrale.

L’injection carotidienne de glucose induit une augmentation de l'activité électrique du noyau arqué, associée
a l'augmentation du nombre de cellules c-Fos positives et conduit a une activation vagale qui déclenche une
sécrétion d’insuline.

Cx : Cortex ; NA : Noyau arqué ; PVN : Noyau péri-ventriculaire ; VMN: Noyau ventro-médian (d’aprées
Colombani et al., 2009; Guillod-maximin et al.,, 2004; Leloup et al., 2006).



b) Cas de I’hyperglycémie

Lors d’'une hyperglycémie, l'insuline est sécrétée dans le but de diminuer la
concentration sanguine de glucose: elle va stimuler son entrée dans les différents
organes insulino-sensibles afin de permettre son utilisation ou son stockage et donc de
restaurer le niveau normal de la glycémie. Les voies anaboliques sont stimulées :
glycolyse dans les tissus utilisateurs, glycogénogenese dans le foie et les muscles pour
un stockage facilement mobilisable, et lipogenese dans le tissu adipeux pour un stockage
a plus long terme.

Une hyperglycémie cérébrale entraine une inhibition de la PA, une stimulation de
la sécrétion d’insuline et une diminution de la production hépatique de glucose, mettant
en jeu une augmentation de l'activité du systeme nerveux parasympathique et une
diminution du systeme nerveux sympathique sur ces effecteurs (Alquier et al., 2003;
Atef et al., 1995; Fujimoto et al., 1985; Lam et al., 2005; Leloup et al., 2006; McGowan et
al, 1992). De plus, l'injection de glucose par la carotide, a une dose provoquant une
hyperglycémie uniquement cérébrale sans modification de la glycémie périphérique,
induit une activation du proto-oncogene 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. Cette activation électrique conduit a une activation vagale qui déclenche une

sécrétion d’insuline (Figure 13) (Atef et al., 1995; Leloup et al., 2006).

2) Populations cellulaires impliquées dans la  détection

hypothalamique du glucose

Le cerveau est l'organe le plus consommateur de glucose pour son propre
fonctionnement. Ce glucose circulant est aussi une molécule informative dans certaines
structures cérébrales dans le but d’assurer un contréle sur le fonctionnement des
organes périphériques impliqués dans I'homéostasie énergétique, via le SNA. Depuis
plus d'une cinquantaine d’années, le role de '’hypothalamus dans la régulation centrale
de I'homéostasie glucidique a été largement démontré (Anand et al., 1964; Mayer, 1953;
Oomura et al., 1969; Pénicaud et al., 2002).

Parmi les structures cérébrales impliquées, I’hypothalamus possede la capacité de
détecter a la fois les hypoglycémies et les hyperglycémies, afin de déclencher les

réponses physiologiques adaptées pour un retour normal de la glycémie. La présence de

66



Vaisseaux sanguins
avec barriere

G Vaisseaux sanguins
ME ¥ g

sans barriére

Figure 14 : Représentation schématique de la distribution des tanycytes tapissant la paroi du 3¢
ventricule sur une vue coronale de I'hypothalamus

Les ependymocytes (Ep) ciliés tapissent la paroi dorsale du 3e ventricule (I1I-V). Les tanycytes al possedent
de longues projections qui vont au contact des neurones du noyau ventro-médian (VMN). Les tanycytes a2
projettent sur le noyau arqué (AN) et les vaisseaux sanguins. Dans la partie ventrale du 3¢ ventricule, les
tanycytes B1 projettent sur le noyau arqué et vont au contact des neurones orexigénes et anorexigénes ainsi
que les vaisseaux sanguins. Sur le planché du 3¢ ventricule, les tanycytes 2 sont reliés par des jonctions
serrées, faisant ainsi partie de la barriére entre I'éminence médiane (ME) et le liquide céphalo-rachidien.
Leurs projections vont au contact des vaisseaux sanguins fenestrés de 'éminence médiane.

DHA : Aire dorsale de I'hypothalamus ; DMN : Noyau dorso-médian ; LHA : Aire latérale de I’hypothalamus ;
PFA : Aire péri-fornicale ; PVN : Noyau péri-ventriculaire (d’apreés Elizondo-Vega et al,, 2015).



la BHE est responsable d’'une concentration en glucose dans le parenchyme cérébral
inférieure a la glycémie (McNay and Gold, 1999; Netchiporouk et al,, 1996). A la fin des
années 90, une étude chez des rats anesthésiés montre qu'une glycémie basale entre 5 et
8 mM correspond a une concentration cérébrale entre 1 et 2,5 mM, une hypoglycémie
(2a 3 mM) correspond a une concentration cérébrale autour de 0,5 mM, et une
hyperglycémie (15 a 17 mM) correspond a une concentration cérébrale autour de
4,5 mM. Bien que ces mesures aient été effectuées dans le LH (Silver and Erecinska,
1998), des mesures dans le MBH ont récemment donné des résultats similaires (Mayer
etal, 2006).

La capacité de I'hypothalamus a détecter ces variations de la concentration
extracellulaire de glucose repose sur l'existence de plusieurs populations cellulaires
sensibles a ces variations. En effet, il est connu depuis longtemps que les neurones du
MBH modulent leur activité électrique en réponse au glucose (Anand et al, 1964).
Cependant, il apparait ces dernieres années que d’autres populations cellulaires sont
impliquées dans la détection hypothalamique du glucose, telles que les cellules gliales et
notamment les tanycytes et les astrocytes. Il parait donc important de savoir que ces
populations existent, puisque les études orientent généralement leurs résultats vers la

participation des neurones uniquement, en négligeant I'implication des cellules gliales.
a) Les tanycytes

Les tanycytes sont des cellules ependymaires particulieres qui tapissent la partie
ventrale de la paroi du 3V (mais aussi du 4V). IIs sont divisées en quatre groupes (a1, a2,
B1, B2) selon leur localisation et leurs propriétés (Figure 14) (Mullier et al., 2010).

Outre leur réle de barriere dans la BHE, de récentes études montrent que les
tanycytes participent aussi au contréle de la balance énergétique (Bolborea and Dale,
2013; Langlet et al., 2013). Ils sont au contact du LCR et possédent des projections sur
les vaisseaux sanguins présents dans le NA et I'EM, leur permettant de détecter les
variations de la concentration de glucose dans le sang et le LCR. Les tanycytes projettent
vers le MBH, ou sont localisés les neurones du systeme a mélanocortine, leur donnant
ainsi un réle d’interface entre I’hypothalamus et la périphérie (Langlet, 2014). De plus,
les tanycytes possedent les éléments moléculaires nécessaires a la détection des
variations de la concentration extracellulaire de glucose (notamment les transporteurs

de glucose GLUTs, la glucokinase et le canal Katp, qui seront décrit plus tard dans ce
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Figure 15 : Représentation schématique du couplage astrocytes-neurones
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chapitre) (Elizondo-Vega et al, 2015; Frayling et al,, 2011; Garcia et al., 2003; Millan et
al, 2010).

b) Les astrocytes

Les astrocytes sont des cellules gliales organisées en réseau a l'interface entre le
réseau capillaire et les neurones. Ceux a proximité des capillaires sanguins possedent
des « pieds astrocytaires » qui constituent une barriere entre les capillaires et le tissu
nerveux. Longtemps considérés comme de simples cellules de soutien, les astrocytes
possedent des connexines qui forment des hémi-canaux s’apposant entre deux
astrocytes voisins pour former des jonctions gap : cette organisation permet I’échange
de petites molécules telles que le glucose. Ainsi, la position stratégique du réseau
astrocytaire, a l'interface des vaisseaux sanguins et des neurones, comme vu pour les
tanycytes, suggére un roéle métabolique important notamment dans le maintien de
I’homéostasie énergétique (Leloup et al., 2015).

Un des roles cruciaux des astrocytes est l'apport d’énergie aux neurones,
principalement sous la forme de lactate. En effet, les astrocytes sont capables de
métaboliser le glucose, de le stocker sous forme de glycogéne, ou de I'exporter vers les
neurones sous forme de lactate via les MCTs (Transporteurs de monocarboxylates). Ces
transferts de substrats énergétiques, montrant l'existence d’un couplage astrocytes-
neurones, sont d’'une importance capitale pour le bon fonctionnement des neurones
(Figure 15) (Bélanger et al, 2011; Dinuzzo et al.,, 2012; Pellerin and Magistretti, 2012).

Dernierement, quelques études montrent que les astrocytes jouent un role dans la
détection hypothalamique du glucose. En effet, I'injection de glucose dans la carotide
induit l'activation des astrocytes, démontrée par la co-localisation du facteur de
transcription c-Fos avec un marqueur astrocytaire dans le NA, la ou la majorité des
neurones gluco-sensibles ont été identifiés (Guillod-maximin et al., 2004). De la méme
facon que le glucose, une injection intracérébrale de lactate induit une inhibition de la
production hépatique de glucose (Lam et al, 2005) et l'inhibition de la lactate
déshydrogénase bloque l'effet d'une injection intracérébrale de glucose, montrant
I'importance du métabolisme du lactate dans la régulation de I'homéostasie glucidique
(Kokorovic et al, 2009). Des rats rendus hyper-glycémiques et/ou diabétiques
présentent une diminution de la communication astrocytaire par les connexines (Gandhi

etal, 2010) et une altération de la détection hypothalamique du glucose, mais aussi du
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lactate (Allard et al, 2013). De plus, notre équipe a récemment montré que la délétion
des connexines astrocytaires altere la détection hypothalamique du glucose, (Allard et
al, 2014).

L’ensemble de ces études montrent que le réseau astrocytaire posséde un role
important dans la régulation de 'homéostasie énergétique et plus particulierement, en

amont de la détection neuronale du glucose (Leloup et al., 2015).
c) Les neurones

Dans les années 60, des chercheurs ont établi I'existence de neurones sensibles au
glucose dans 'hypothalamus (Anand et al., 1964; Oomura et al, 1969). Ces neurones,
capables de moduler leur activité électrique en fonction des variations des
concentrations extracellulaires de glucose, ont la particularité d'utiliser le glucose a la
fois comme un substrat énergétique mais aussi comme un « signal » pour déclencher la
régulation nerveuse de I'homéostasie énergétique (Gao and Horvath, 2008). Ainsi,
quatre populations neuronales dites « gluco-sensibles » ont été caractérisées dans le NA
de souris, grace a la technique de patch clamp qui consiste a enregistrer directement
'activité électrique d’une seule cellule (Fioramonti et al., 2004). Ces quatre populations
sont classées en fonction de leurs caractéristiques de réponse lors d'une augmentation
ou d'une diminution de la concentration extracellulaire de glucose in vitro (Figure 16) :

- Les neurones gluco-excités, dont l'activité électrique est proportionnelle a la
concentration de glucose, entre 0 et 5 mM de glucose pour les neurones GE, et
entre 5 et 20 mM de glucose pour les neurones HGE.

- Les neurones gluco-inhibés, dont Il'activité électrique est inversement
proportionnelle a la concentration de glucose, entre 0 et 5 mM de glucose pour
les neurones GI, et entre 5 et 20 mM de glucose pour les neurones HGI.

Les neurones gluco-sensibles sont principalement présents dans les noyaux
hypothalamiques (VMN, NA, DMN, PVN, LH) mais aussi dans certains noyaux du tronc
cérébral (Song et al,, 2001; Yettefti et al, 1997). Les neurones GE sont principalement
présents dans le VMN ou ils représentent environ 20 % de la population neuronale
totale. Dans le DMN et le LH, ce sont les neurones GI qui sont majoritairement présents
(30% de la population totale). Dans le NA, 20% des neurones étudiés sont GE, 20% HGE

et 7% HGI. Par ailleurs, il existe une régionalisation de ces types neuronaux, avec une
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majorité de GE dans le NA latéral et une majorité de GI dans le NA médian chez la souris
(Fioramonti et al., 2004; Song et al., 2001; Wang et al., 2004).

Cependant, outre leur signature électrophysiologique en réponse aux
modifications de la concentration de glucose, les neurones gluco-sensibles ne possedent
pour l'instant pas de marqueur moléculaire spécifique, rendant leur étude difficile.
L’utilisation de souris exprimant la GFP (Green Fluorescent Protein) a tout de méme
permis d’identifier en partie leur phénotype en termes de
neurotransmetteurs/neuropeptides. Dans le NA, seulement un tiers des neurones NPY
étudiés apparaissent sensibles au glucose, mais tous sont de type GI (neurones excités
par une diminution de la concentration de glucose de 5 a 0 mM), ce qui est cohérent avec
le fait que I'hypoglycémie stimule la PA et 'expression de NPY (Fioramonti et al, 2007;
Mountjoy et al, 2007; Muroya et al., 1999). La moitié des neurones POMC sont de type
GE, leur réponse mettrait en jeu le canal Karp et une libération dose-dépendants d’a-MSH
en fonction de la concentration de glucose (Parton et al, 2007), mais ce résultat reste
controversé. Les neurones gluco-sensibles du VMN n’ont pas de phénotype
neuropeptidique identifié mais sont impliqués dans les réponses a I'’hypoglycémie
(Fioramonti et al., 2010; Routh, 2010; Song et al., 2001). En revanche, les neurones SF1
du VMN sont de type GI et participent a la mise en place des réponses de contre-
régulation (Tong et al,, 2007). Au niveau du LH, des études ont permis de montrer que
les neurones a orexines étaient GI, alors que les neurones MCH seraient majoritairement

GE (Karnani and Burdakov, 2011; Thorens, 2012).

3) Acteurs moléculaires impliqués dans la détection hypothalamique

du glucose

Parallelement a la détermination du phénotype des neurones sensibles au glucose,
depuis quelques années, de nombreuses équipes s’'intéressent aux mécanismes
moléculaires impliqués dans la détection neuronale du glucose. Une analogie avec la
détection du glucose par la cellule 3 a pu étre établie pour les neurones GE (Fridlyand
and Philipson, 2010; Schuit et al, 2001) puisqu’ils possederaient des éléments
moléculaires similaires tels que les transporteurs de glucose GLUTs, la glucokinase et les
canaux Kartp. En revanche, les mécanismes concernant les neurones GI sont moins

étudiés (Routh, 2010).
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a) Le transport du glucose : implication des GLUTSs

L’entrée du glucose dans les cellules s’effectue a l'aide de transporteurs
spécifiques, les GLUTs, qui assurent un transport facilité du glucose, ainsi que ses
analogues non métabolisables (comme le 2-DG) mais aussi le fructose, selon un gradient
de concentration. Plusieurs isoformes existent dans I'organisme, chacun possédant une
distribution tissulaire et une affinité pour le glucose différente (Medina and Owen,
2002).

GLUT4, présent dans les tissus sensibles a l'insuline (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. GLUT5
est présent dans la microglie et les cellules endothéliales de la BHE et assure le transport
du fructose. GLUT1, présent dans les cellules endothéliales et gliales, et GLUT3 présent
dans les neurones, possedent une forte affinité pour le glucose (Km autour du pM)
permettant un approvisionnement relativement constant en glucose aux neurones en
conditions physiologiques. Cependant, ces deux isoformes sont trés rapidement saturées
suggérant qu’elles ne peuvent pas étre impliquées dans la détection d’'une augmentation
de la concentration extracellulaire de glucose. (Benomar et al, 2006; Leloup et al., 1996;
El Messari et al., 2002).

GLUT2 est I'isoforme impliquée dans la détection du glucose par la cellule 3 du
pancréas chez les rongeurs. Il se distingue des autres isoformes par sa faible affinité
pour cet hexose (Km=10 a 15 mM), lui permettant ainsi de le transporter
proportionnellement a sa concentration circulante. Il est non saturable en condition
physiologique et est donc capable de détecter les variations de la concentration
extracellulaire de glucose (Thorens, 1992, 2001). Dans le SNC, GLUT2 est présent dans
différentes structures impliquées dans la régulation nerveuse du métabolisme et de la
PA, parmi lesquelles différents noyaux hypothalamiques tels que le VMN et le NA
(Leloup et al, 1994). Des expériences de double marquage révelent la présence de
GLUT2 dans différents types cellulaires : préférentiellement dans les astrocytes, mais
aussi dans les neurones, les épendymocytes et les tanycytes (Arluison et al, 2004a,
2004b; Garcia et al., 2003; Millan et al,, 2010). Toutefois, in vitro, sur des préparations de
neurones hypothalamiques isolés, il a été montré que 30% des neurones GE et GI du

VMN expriment GLUTZ2, proportion également retrouvée dans les neurones non
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Figure 17 : Etude de l'implication hypothalamique du transporteur de glucose GLUT2 dans la

détection cérébrale du glucose in vivo
Les rats ayant recus des oligonucléotides antisens contre GLUTZ dans le NA ne présentent plus

l'augmentation de sécrétion d’insuline en réponse a une injection carotidienne de glucose, normalement
présente chez les rats témoins ou ayant recu une séquence oligonucléotides missens de GLUTZ (d’apres
Leloup et al., 1998).



gluco-sensibles (Kang et al, 2004). Toutefois, il est a noter que 'expression des GLUTS,
in vitro, est fortement modifiée comparativement a ce qu’il peut étre retrouvé in vivo
(Klip and Paquet, 1990).

L’'implication de GLUT2 dans la sensibilité cérébrale au glucose a été montrée suite
a 'injection d’oligonucléotides anti-sens GLUT2 dans le NA, conduisant a la suppression
du pic de sécrétion d’insuline observé suite a l'injection d’un bolus intra-carotidien de
glucose (Figure 17) ainsi qu'une forte diminution de l'effet satiétogene du glucose
(Leloup et al, 1998; Wan et al., 1998). De plus, l'utilisation de souris invalidées pour le
transporteur GLUT2 a montré que lorsque le transporteur est ré-exprimé au niveau
cérébral uniquement dans les astrocytes, cela permet de restaurer l'activation du tronc
cérébral et la sécrétion de glucagon en réponse a une hypoglycémie (Marty et al., 2005).
Ces études montrent donc que GLUT2 est directement impliqué dans la détection
hypothalamique du glucose et pourrait aussi jouer un réle dans le couplage astrocytes-

neurones (Routh et al., 2014; Thorens, 2014).
b) La phosphorylation du glucose : l1a glucokinase

Suite a son entrée dans la cellule, le glucose va étre phosphorylé en glucose-6-
phosphate, étape clé de la glycolyse qui nécessite I'implication d'une hexokinase
particuliere, la glucokinase (GK, ou hexokinase IV). Comme GLUT2, la GK possede une
faible affinité pour le glucose (Kmx10 mM) et est donc compatible avec la détection
d’une forte augmentation de la concentration en glucose (Ogunnowo-Bada et al, 2014).
Elle est essentielle car c’est la seule hexokinase dont I'activité ne soit pas inhibée par son
produit, permettant une oxydation du glucose de facon proportionnelle a son entrée
dans la cellule.

Impliquée dans la détection du glucose par la cellule 3 du pancréas (chez le
rongeur et chez 'Homme), son expression a également été mise en évidence dans le
cerveau, et plus particulierement dans le VMN et le NA. Comme pour GLUTZ2, la GK est
exprimée dans les astrocytes, les épendymocytes et les tanycytes ainsi que les neurones
ou elle est exprimée a hauteur de 64% dans les neurones GE, 43% dans les neurones GI
du VMN et 75% dans les neurones NPY du NA (Alvarez et al, 2002; Dunn-Meynell et al.,
2002; Kang et al,, 2004; Lynch et al., 2000; Maekawa et al., 2000; Roncero et al., 2000;
Salgado et al.,, 2014).
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Figure 18 L’injection ICV de l'inhibiteur de la glucokinase, la glucosamine, induit une intolérance
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I'injection ICV de GSN présentent une intolérance au glucose pendant les premieres minutes du test, associée
a une diminution de la sécrétion d’insuline comparés aux rats qui ont recu la solution contréle aCSF (D-E)
(Osundiji et al, 2012)




L’inhibition de la GK par la glucosamine (GSN) diminue la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose in vitro et in vivo (Balkan and Dunning, 1994). De plus, les souris
génétiquement déficientes en GK, ou dont la GK a été pharmacologiquement inhibée par
une injection de GSN, présentent une augmentation de I'expression de NPY et une
diminution de I'expression de POMC dans I'hypothalamus, associées a une augmentation
de la PA (Yang et al, 2007; Zhou et al.,, 2011). Enfin, une inhibition centrale de la GK par
une infusion ICV de GSN induit une intolérance au glucose (Figure 18) (Osundiji et al,
2012). Ces études montrent que la GK joue un réle clé dans la détection centrale du
glucose et dans le contréle nerveux de '’homéostasie glucidique.

La métabolisation du glucose, via les voies biochimiques impliquant plusieurs
étapes dans la mitochondrie, conduit a 'augmentation de la production d’ATP. Ces

étapes seront plus particulierement décrites dans le chapitre 3.
c) AMPK, senseur intracellulaire

L’AMPK (AMP-activated protein kinase) est une enzyme ubiquitaire qui agit
comme un senseur intracellulaire du statut énergétique de la cellule. Elle a été identifiée
comme étant une molécule clé des voies de signalisations impliquées dans la régulation
de 'homéostasie énergétique. En effet, ’AMPK est activée lors d'un déficit énergétique,
lorsque le rapport AMP/ATP est augmenté (Blanco Martinez de Morentin et al., 2011;
Hardie et al., 2012; Williams et al., 2007; Winder and Hardie, 1999). L’AMPK est sensible
aux variations des informations hormonales et nutritionnelles. Dans I'hypothalamus, les
signaux orexigenes (lors du jeline : I'hypoglycémie, la ghréline, ...) activent '’AMPK alors
que les signaux anorexigénes (la PA, I'hyperglycémie, I'insuline, la leptine, ...) ont des
effets inverses (Kahn et al, 2005; Minokoshi et al., 2002, 2004). L’AMPK est donc plus
particulierement impliquée dans la détection de I’hypoglycémie et dans la mise en place
des réponses de contre-régulation dans le but de stimuler la production du glucose
(McCrimmon et al., 2004, 2006, 2008).

Des données récentes chez la souris montrent que l'inhibition spécifique de la
sous-unité AMPKa2 dans les neurones POMC entraine une obésité, alors que si
I'inhibition a lieu spécifiquement dans les neurones NPY/AgRP, les souris développent
un phénotype maigre (Claret et al, 2007; Schneeberger and Claret, 2012). Dans les
modeles animaux présentant un syndrome métabolique ainsi que chez 'Homme obese

et diabétique, on observe une diminution de l'activité de '’AMPK dans le muscle et le
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tissu adipeux et des études montrent qu’une telle dérégulation de 'AMPK participerait
au développement d’une résistance a I'insuline (Ruderman et al,, 2013; Xu et al.,, 2012).
Cependant, les effets périphériques et centraux de '’AMPK sont contradictoires puisque
'activité de 'AMPK est augmentée dans I'hypothalamus (Ikegami et al., 2013; Kinote et
al, 2012), ce qui participerait a la mise en place des défauts énergétiques et de
I’homéostasie glucidique, via 'augmentation de la PA et de la production hépatique de
glucose, ainsi que la diminution de la sécrétion d’insuline chez des rats diabétiques
(Park et al,, 2014). La régulation de I'activité de 'AMPK présente donc un intérét tout
particulier concernant 1'étude du DT2 et du syndrome métabolique et certains
antidiabétiques couramment utilisés en clinique, tels que la metformine, sont des

activateurs de '’AMPK (Coughlan et al., 2014; Steinberg and Kemp, 2009).
d) Implication du canal Karp dans la transmission du signal

Dans la cellule $3, le canal Karp joue un réle primordial dans la transmission du
signal. En effet, 'augmentation du ratio ATP/ADP induit la fermeture des canaux Karp,
I'accumulation du potassium dans la cellule modifie le potentiel de membrane ce qui
aboutit a 'ouverture de canaux calciques voltage-dépendants. Enfin, I'entrée massive de
calcium dans la cellule aboutit a la sécrétion d’insuline (Figure 11). L’activité du canal
Karp est modulée par la fixation de ligands tels que I'’ATP (ou ’ADP). L’ATP entraine la
fermeture du canal et I’ADP, a l'inverse, son ouverture par l'intermédiaire de sites de
fixation différents. Ce canal est donc sensible au rapport ATP/ADP. Le canal Katp a donc
un réle de senseur métabolique (Miki and Seino, 2005; Nichols, 2006).

Le canal Katp est présent dans de nombreux neurones, dont les neurones NPY et
POMC du NA (Dunn-Meynell et al., 1998), ou son implication dans la réponse au glucose
a été démontrée (Ibrahim et al, 2003; Miki et al, 2001). La leptine et I'insuline sont
également capables d’inhiber des neurones du NA via l'ouverture de ce canal et
I'activation de la PI3K, enzyme commune aux voies de signalisation de ces deux
hormones (Spanswick et al.,, 1997, 2000). Le canal Katp est donc un élément fondamental
dans la régulation nerveuse de I'homéostasie énergétique.

Cependant, depuis une dizaine d’années, notre équipe a montré que l'activation
des neurones HGE était indépendante du canal Karp, qui serait déja fermé a une

concentration extracellulaire de glucose de 5 mM (Figure 19). Un autre mécanisme
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serait alors mis en jeu, et les études d’électrophysiologie montrent I'implication d’'un
canal a conductance cationique non sélective (Fioramonti et al, 2004, 2007). Bien que
les travaux pour identifier ce canal n’aient pas encore été publiés, les travaux en cours
dans le laboratoire (qui ont fait I'objet de la these de Chloé Chrétien) montrent
I'implication plus particuliere des canaux TRP-C3 (Transient Receptor Potential Channel

3), et, potentiellement, TRP-C4.

b

Ces canaux ont été étudiés car ils sont parmi les seuls a répondre a deux
caractéristiques identifiées dans la réponse a une augmentation de la concentration de
glucose au-dela de 5mM : tout d’abord, ils sont sensibles a la production d’especes
actives de I'oxygéne (ROS). Or, une production de ROS d’origine mitochondriale a été
décrite dans le MBH lors de 'augmentation de la glycémie cérébrale, représentant une
étape essentielle a la détection hypothalamique du glucose (Leloup et al., 2009). De plus,
ils présentent, lors de cette réponse, une conductance cationique non sélective. La place
de la mitochondrie et de la signalisation par les ROS mitochondriaux dans ce mécanisme

est au centre de mes travaux de these, j'y consacrerai donc le chapitre suivant.
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Chapitre III : La mitochondrie et la
détection hypothalamique du glucose

Les mitochondries ont été décrites pour la premiere fois vers la fin du XIXe siecle.
Elles sont tout d’abord assimilées a des bactéries symbiotiques mais des études plus
approfondies ont montré que les mitochondries possédaient des propriétés différentes
de bactéries connues (Cowdry and Olitsky, 1922; Reijnders, 1975). Les chercheurs en
ont déduit que les mitochondries seraient des descendantes de protéo-bactéries, entrées
dans les cellules eucaryotes, puis qui se seraient développées grace a des relations endo-
symbiotiques (Margulis, 1975), permettant la synthése d’énergie via les réactions de
catabolisme (synthese d’ATP apreés la dégradation des nutriments via la 3-oxydation et
la glycolyse puis le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative).

Ces organites intracellulaires ont la particularité de posséder leur propre génome.
En effet, méme si la plupart des genes provenant de la bactérie d’origine ont été
transférés dans le noyau de la cellule, 'ADN mitochondrial (ADNmt, double brin
circulaire) posséde 37 genes capables de produire des ARN ribosomiaux, des ARN de
transfert ainsi qu'une partie des sous-unités indispensables au fonctionnement de la
chaine respiratoire (Battey and Clayton, 1978). Les mutations de 'ADNmt sont
impliquées dans certaines pathologies, définies comme les maladies mitochondriales,
telles que certaines cardiomyopathies, maladies neurodégénératives (Huntington,
Alzheimer...), ainsi que certaines obésités avec insulino-résistance et diabetes (Wallace,
2005).

Les mitochondries sont la source de I’énergie cellulaire, sous forme d’ATP, suite a
I'oxydation des nutriments. Cependant, la contribution de ces organelles a d’autres
fonctions cellulaires devient de plus en plus évidente. Depuis quelques dizaines
d’années, les mitochondries ont été démontrées comme impliquées dans de nombreuses
fonctions, telles que : la signalisation par les ROS, la régulation du Ay de la cellule, les
voies de I'apoptose et la signalisation calcique, parmi d’autres aspects du métabolisme

cellulaire (Schatz, 2007; Scheffler, 2001).

86



cytosol

/I\ Awm Espace inter membranaire
|

[ | H*

NADH  NAD® papy, FAD*

Matrice

Figure 20: Représentation schématique du flux d’électron au sein de la chaine respiratoire
mitochondriale

Les substrats NADH,H* et FADH; fournissent leurs électrons aux complexes I et II respectivement. Les
électrons transitent, via le coenzyme Q, au complexe Il puis via le cytochrome C jusqu’au complexe IV, qui
réduit 'oxygéne en eau. Le gradient de protons ainsi créé induit 'augmentation du potentiel membranaire de
la mitochondrie (Aym) et est dissipé au niveau du complexe V permettant la formation d’ATP ou par les
canaux UCPs (d’apreés Leloup et al, 2011).



1) La chaine respiratoire mitochondriale
a) Bilans énergétiques

Le but premier de I'alimentation est I'apport d’énergie nécessaire a I'organisme
pour fonctionner et donc pour survivre et se reproduire. Les nutriments vont étre
catabolisés par des voies biochimiques, nécessitant l'intervention d’enzymes
(isomérases, déshydrogénases, kinases, phosphatases, ...), de coenzymes (vitamines et
minéraux) et permettant la production d’équivalents réduits (NADH,H* et FADH>), qui
vont ensuite étre transformés en ATP par la chaine respiratoire mitochondriale
(1 NADH,H* va permettre la formation de 3 molécules d’ATP alors que 1 FADH: va
permettre la formation de 2 molécules d’ATP).

Ainsi, 'oxydation des AG en acétyl-CoA va induire la production de NADH,H* et
FADH; (dont le nombre varie selon la longueur de la chaine carbonée, le nombre pair ou
impair de carbones et le nombre de saturations) via la 3-oxydation. L’oxydation du
glucose en acétyl-CoA va induire la production de NADH,H* (en situation d'aérobie) via
la glycolyse. Les acétyl-CoA ainsi formés vont étre pris en charge par le cycle de 'acide
citrique (ou cycle de Krebs) ou chacune de ces molécules va former 3 NADH,H* et 1

FADHo.
b) La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est effectuée par la chaine respiratoire
mitochondriale, qui correspond a une chaine de complexes protéiques présents au sein
de la membrane interne de la mitochondrie, et responsables de la production d’ATP a
partir du NADH et du FADH: produits par les différentes voies cataboliques de
I'organisme (Figure 20). Cette production d’énergie est permise grace a la formation
d’'un gradient de proton dans I'espace inter-membranaire de la mitochondrie, lui-méme
formé par I'énergie des électrons provenant du NADH et du FADH:. Les électrons
récupéres, riches en énergie, sont transportés successivement via les différents
complexes :

- Le complexe I (NADH coenzyme Q réductase) oxyde le NADH et permet le

transport de protons de la matrice mitochondriale vers I’espace inter-membranaire.
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Figure 21 : Production mitochondriale des ROS

Les complexes I, 11 et 111 de la chaine respiratoire sont responsables de la production d’anion superoxyde (0z")
dans la matrice mitochondriale et I'espace inter membranaire. Oz génére le peroxyde d’hydrogéne (Hz0;)
apres dismutation par la superoxyde dismutase manganése dépendante (MnSOD). H;0; peut étre neutralisé
par plusieurs systémes antioxydants, incluant des enzymes (la catalase ou la glutathion peroxydase par
exemple) ou par des molécules antioxydantes (le glutathion ou des vitamines). La glucose-6-phosphate
déshydrogénase (voie des pentoses phosphate), fournit le NADPH,H* indispensable a la régénération du
glutathion (d’apres Leloup et al.,, 2011).




- Le complexe II (Succinate coenzyme Q réductase) oxyde le FADH,.

- Ces électrons vont étre transportés au complexe III (Coenzyme Q cytochrome C
réductase) via le coenzyme Q (ou ubiquinone), permettant ainsi le transport de protons
de la matrice mitochondriale vers I'espace inter-membranaire.

- Les électrons transitent ensuite vers le complexe IV (Cytochrome C oxydase) via
le cytochrome C, permettant le transport de protons de la matrice mitochondriale vers
I'espace inter-membranaire. Le flux d’électrons ainsi généré va étre responsable de la
réduction de I'oxygene en eau (respiration).

- Le gradient de concentration de protons ainsi créé a travers la membrane va
servir de réservoir d'énergie libre pour la synthese d'ATP. Il va en effet étre utilisé par le
complexe V (ATP synthase) et permettre la phosphorylation de 'ADP en ATP en
transportant les protons de I'espace inter-membranaire vers la matrice mitochondriale
(Mitchell and Moyle, 1967, prix Nobel de chimie en 1978 pour sa formulation de la

théorie chimio-osmotique).
c) Larespiration découplée

L’oxydation des nutriments n’aboutit pas toujours en production d’énergie. En
effet, lors d'une surcharge en nutriments, ou dans des tissus spécifiques, dits
thermogéniques, l'organisme s’adapte a cette situation en diminuant I'efficacité
bioénergétique de la chaine respiratoire aboutissant a une production de chaleur. Cet
état est appelé « respiration découplée ». Cette fonction est assurée par les protéines
découplantes, appelées UCPs, présentes dans la membrane interne de la mitochondrie et
dont le réle est de permettre « la fuite » des protons, shuntant ainsi I'’ATP synthase et ne
permettant donc pas la production d’ATP (Figure 21).

Le découplage est un mécanisme de protection important pour la cellule. En effet,
lorsqu’une quantité importante de nutriments doit étre oxydée, I'augmentation du flux
de proton ainsi généré induit une augmentation du potentiel de membrane
mitochondriale (Aym). Cette augmentation de « pression» dans l'espace inter-
membranaire ralentit le transfert des électrons, augmentant ainsi leur probabilité de
réaction avec l'oxygene : ce forment ainsi des espéces dérivées de 'oxygene, appelées
ROS (Reactive oxygen speacies). Ces molécules, extrémement réactives, sont connues

pour étre responsables du stress oxydant pouvant induire des dommages cellulaires
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importants lorsqu’elles sont en exces. Ainsi, le role des UCPs va étre de diminuer la
« pression » inter-membranaires en protons, permettant de réguler le Aym pour
finalement limiter la réaction des électrons avec I'oxygéne, et donc la production de ROS
d’origine mitochondriale (mROS) (Casteilla et al, 2001). Ce mécanisme est
remarquablement expliqué dans la revue écrite par Liesa et Shirihai en 2013, dans une
analogie faite entre le flux d’électrons générés par I'oxydation des nutriments et 'eau

qui s’écoule dans un tuyau d’arrosage (Liesa and Shirihai, 2013).

Les UCPs

Les UCPs sont des protéines insérées dans la membrane interne de la
mitochondrie. Il en existe 5 isoformes dans I'organisme (Dietrich and Horvath, 2010).

La premiére UCP décrite a été UCP1 présente dans le tissu adipeux brun et acteur
majeur de la thermogenése (Nicholls and Locke, 1984). Ce mécanisme utilise 1'énergie
générée par 'oxydation des substrats via la dissipation du gradient de proton, grace a
I'accélération du transfert des électrons le long de la chaine respiratoire, permettant
finalement de générer de la chaleur. UCP3, aussi exprimée dans le tissu adipeux, est
surtout retrouvée dans le muscle squelettique, ou son role principale est de moduler la
respiration mitochondriale (Boss et al., 1997).

UCP2, 4 et 5 sont les principales isoformes présentes dans le SNC (Andrews et al.,
2005). UCP2 est abondamment exprimée dans I’hypothalamus alors que UCP4 et UCP5
ont une distribution plus étendue et restent moins étudiées (Alan et al, 2009; Ramsden
et al, 2012). Ainsi, UCP2, possede un role important dans la régulation du métabolisme
énergétique (Andrews et al., 2005; Richard et al, 2001; Toda and Diano, 2014). Par
exemple, la ghréline induit une augmentation de la respiration mitochondriale sur des
préparations synaptosomales hypothalamiques, de facon dépendante de UCP2 (cette
activation est perdue chez les animaux ucp27/-) (Andrews et al, 2008). De plus,
'activation des neurones MCH par le glucose est modulée par UCP2 et implique le canal
Karp (Kong et al., 2010). Ainsi, les UCPs, et particulierement UCP2, semblent impliquées
dans la régulation du métabolisme énergétique via la modulation de la production de
mROS (Diano and Horvath, 2012). Toutefois, le réle découplant d’'UCP2 reste

controversé (Produit-Zengaffinen et al, 2007).
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2) Les especes actives de I'oxygene d’origine mitochondriale (mROS)

Comme nous venons de le voir, 'oxydation des substrats énergétiques permet de
produire I'énergie et la chaleur indispensable a la vie. Cependant, 'implication de
molécules d’oxygene dans ces processus d’oxydation induit la formation de molécules
dérivées de l'oxygene sous forme réduites, appelées ROS (Bergendi et al, 1999;
Gutteridge, 1994). Les radicaux libres (tels que les anions superoxydes et hydroxyles) ou
produits non radicalaires (comme le peroxyde d’hydrogéne) ainsi formés, sont pour
certains réactifs en milieu biologique et peuvent réagir avec d’autres molécules
chimiques environnantes : s’ils sont oxydants, ils sont capables d’arracher un électron ;
s’ils sont réducteurs, ils peuvent en céder un. Ces réactions radicalaires conduisent
souvent a la formation d’'un nouveau radical et le phénomene peut se propager par des
réactions en chaine si les systémes antioxydants sont dépassés, aboutissant a des

altérations de fonctions biologiques (Gardés-albert et al., 2003).
a) Production mitochondriale des ROS et systéemes de régulation

La production mitochondriale des ROS a largement été documentée a travers la
littérature scientifique (Bolisetty and Jaimes, 2013; Brand et al., 2004; Casteilla et al,
2001; Dan Dunn et al., 2015; Grivennikova and Vinogradov, 2013; Leloup et al., 2011;
Liu et al, 2002; Murphy, 2009; Poyton et al, 2009; Venditti et al, 2013). La chaine
respiratoire mitochondriale est ainsi responsable de 80% de la production cellulaire de
ROS, et ce principalement via le complexe 1 (Treberg et al, 2011), le complexe II
(Quinlan et al., 2012) et le complexe III (Muller et al, 2004), mais d’autres protéines
intracellulaires sont capables de générer des ROS comme par exemple la NADPH
oxydase (Babior, 2004), les mono oxygénases (CYP450) ou cyclooxygénases, la pyruvate
déshydrogénase (Fisher-Wellman et al, 2013) ou encore via les monoamines oxydases

localisées a la membrane mitochondriale (Di Lisa et al., 2009).
i) Les différents ROS

La majeure partie de l'oxygéne consommeé lors de la production d’ATP par la
mitochondrie abouti a la production d’eau via une réduction tétravalente (ajout de

quatre électrons) de la molécule d’oxygene au niveau du complexe IV de la chaine
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respiratoire. Lors du fonctionnement normal de la chaine respiratoire, mais surtout en
cas d’altérations mitochondriales, des électrons peuvent réagir avec l'oxygene et ainsi
induire la formation d’anions superoxydes (O2-) par la réduction monoélectronique
d’'une molécule d’oxygene (Figure 21).

Les radicaux superoxydes sont les substrats des superoxydes dismutases (SOD), la
dismutation de deux anions superoxydes aboutissant a la formation de peroxyde
d’hydrogene (H202). Ces deux produits sont peu toxiques in vivo car ils sont peu réactifs
et plusieurs enzymes participent a leur élimination par réduction ou dismutation
(Gardes-albert et al, 2003). Cependant, I'anion superoxyde peut réagir avec un
important messager cellulaire, le monoxyde d’azote (NO-) et aboutir a la formation de
peroxynitrite ou autres especes oxydantes appelées espéces actives de I'azote (RNS)
(Pacher et al, 2007). De plus, H202 peu interagir avec des ions métalliques (via la
réaction de Haber Weiss ou de Fenton, nécessitant la présence, entre autres, des ions
Fe2+* ou Cu*), aboutissant a la formation d'une espéce hautement réactive, le radical
hydroxyle (HO:) (Bresgen and Eckl, 2015; Halliwell and Gutteridge, 1992). Ce ROS est
responsable de la plupart des dommages observés en condition pathologique puisqu’il
posséde une forte réactivité avec tous les matériaux biologiques, attaquant les doubles
liaisons des bases de I’ADN ou des acides gras polyinsaturés, mais aussi les acides
aminés pouvant alors inactiver des enzymes (Cadet et al., 1999; Marnett et al., 2003).

Le peroxyde d’hydrogéne et I'anion superoxyde participent aux signalisations
cellulaires. Leur durée de vie est relativement longue, leur permettant de diffuser au-

dela de leur lieu de production pour atteindre leur cible (Gardes-albert et al., 2003).
ii) Systemes de gestion des ROS

Les enzymes antioxydantes permettent de réguler la concentration de ROS. Ainsi,
'activité des superoxydes dismutases (SOD) assurent la dismutation de deux O2- en
H20; et Oz. 1l existe plusieurs types de SOD, SOD1 et SOD3 dont le site actif contient du
cuivre et du zinc (Cu,Zn-SOD) et qui sont essentiellement localisées dans le cytosol et la
matrice extracellulaire, tandis que SOD2 contient du manganese (Mn-SOD) et est
uniquement présente dans les mitochondries. Leur action est couplée a celle des
enzymes décomposant Hz0z: la catalase (dont la concentration varie selon le type
cellulaire) et les glutathions peroxydases. La catalase permet la dismutation de deux

molécules d’'H202 en H20 et en Oy, et la glutathion peroxydase se sert de I'oxydation du
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glutathion (GSH en GSSG) et aboutit a la formation d’eau (Figure 21). Au niveau
cérébral, un dysfonctionnement de ce systeme menant a une augmentation du stress
oxydatif est fortement impliqué dans le développement de maladies neurodégénératives
(Maier and Chan, 2002; Ruszkiewicz and Albrecht, 2015). De plus, nous verrons dans les
paragraphes suivant l'importance de ce systeme enzymatique dans la régulation
centrale de 'homéostasie énergétique.

Outre les systéemes enzymatiques, d’autres molécules antioxydantes permettent de
réguler la quantité de ROS, notamment les vitamines C et E, le coenzyme Q ou
ubiquinone et les caroténoides. Ces molécules, sous forme réduite, vont avoir pour role
de piéger les radicaux libres, limitant ainsi le stress oxydant (Addis et al, 2012).
L’ensemble de ces systémes antioxydants, piégeurs ou enzymatiques, agissent en
synergie afin de permettre leur régénération. Ils ont, pour base essentielle de leur
régénération, la glucose-6-phosphate déshydrogénase (voie des pentoses phosphate) et
I'enzyme malique, qui fournissent le NADPH,H* indispensable a cette régénération. Il
permet ainsi la réduction du glutathion, plaque tournante de ces synergies (Figure 21).

Nous avons déja évoqué aussi le role des UCPs qui permettent de diminuer la
production d’anions superoxydes. De fagon intéressante, l'activation des UCPs est aussi
régulée par les mROS par un rétrocontrole négatif (Brand et al, 2004; Echtay et al,
2002). En effet, sur mitochondries isolées, des études mettent en évidence que l'anion
superoxyde augmente la conductance membranaire aux protons via l'activation des
UCPs, induisant une baisse du potentiel membranaire. Ainsi, en cas de concentration
trop élevée en Oz, 'activation des UCPs est donc un moyen de limiter la production de
mROS. L'ensemble de ces systemes antioxydants fonctionnent en synergie, assurant une

continuité dans la protection des compartiments hydrophiles et lipophiles.
b) Importance physiologique des ROS
i) Le stress oxydatif

Le dysfonctionnement des systéemes de régulation de la formation des ROS est a
'origine des phénomeénes de stress oxydatif dont l'importance dans de nombreuses
pathologies est maintenant largement démontrée. En effet, une grande quantité de ROS
génere des interactions avec les molécules environnantes, notamment au niveau de

I’ADN pouvant induire des mutations ou des défauts de transcription, et au niveau
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Figure 22 : L’homéostasie redox.

Si la production de ROS est modérée et relativement courte dans le temps, la signalisation redox déclenchée
par les ROS permet de maintenir ’'homéostasie redox. En cas de production de ROS trop intense et maintenue
dans le temps, les systémes antioxydants sont dépassés, une dérégulation chronique provoque I'établissement
d’un stress oxydant qui aboutit a la mise en place de situations physiopathologiques (d’aprés Drége, 2002).



du RE, induisant un défaut de repliement des protéines et donc des défauts importants
dans la cellule (Murphy, 2013; Sedelnikova et al., 2010; Xu et al., 2005).

Il est difficile de mesurer précisément la concentration de ROS, mais lorsque leur
concentration augmente, de fagon générale le glutathion sous forme réduite (GSH) est
oxydé (GSSG) (Flohé, 2013). Le GSH est au carrefour des réactions redox (enzymatiques

ou anti-oxydant direct), il est donc un bon reflet de I'état redox de la cellule.
ii) Lasignalisation redox

La concentration cellulaire de ROS résulte de la balance entre les systémes
producteurs de radicaux libres et les systémes antioxydants (Figure 22). Ainsi, bien que
les ROS aient longtemps été majoritairement connus pour leurs propriétés néfastes, une
production modérée de ROS induit une augmentation physiologique aigue et transitoire
de leur concentration. Ils peuvent ainsi modifier certaines cibles environnantes de
maniere réversible, agissant alors comme des molécules de signalisation: c’est la
signalisation redox (Droge, 2002; Hamanaka and Chandel, 2010; Ray et al,, 2012).

Cette signalisation est le plus souvent médiée par l'oxydation des cystéines,
pouvant altérer les interactions protéine-protéine, la fixation des facteurs de
transcription sur 1'ADN ou encore l'activité catalytique d’enzymes (si les groupements
thiol des cystéines sont situés dans les sites actifs) (Janssen-Heininger et al, 2008). De
plus, 'oxydation des groupements thiol (-SH) favorise la formation de ponts disulfures (-
S-S-) induisant des changements de conformation ou d’oligomérisation de protéines
(Brandes et al, 2009). Ces oxydations sont toutefois réversibles (sous l’action de
réactions antioxydantes comme par exemple le GSH). La régulation des protéines de
signalisation par les ROS et les modifications de I’état redox sont tres rapides,
réversibles et ne nécessitent pas la synthese de protéines de novo, permettant une
transduction rapide des signaux.

L’activité des protéines kinases/phosphatases est particulierement sensible a la
signalisation redox. Les ROS vont ainsi réguler les voies de signalisation impliquant la
PTP-1B (protein tyrosine phosphatase 1B), la PI3K ou les MAPK et jouent un role
primordial dans la régulation des voies de signalisation NFkB, TNFa (Cho et al., 2004).

Les mROS peuvent aussi moduler l'activité neuronale de facon directe via des
canaux membranaires redox-sensibles ou indirecte via des voies de signalisation

intracellulaire redox-sensibles couplées au canal Katp par exemple
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(Avshalumov and Rice, 2003; Chai and Lin, 2010). A moyen terme, les ROS produits
peuvent controler la transcription de neuropeptides participant au contréle du
métabolisme énergétique. Ainsi, la production de mROS active les neurones POMC
induisant l'arrét de la PA et stimulant le stockage et l'utilisation des substrats
énergétiques, processus controlés par l'insuline et la leptine (Varela and Horvath, 2012).
La production de mROS va aussi diminuer I'activité des neurones AgRP contribuant a

'arrét de la PA (Andrews et al.,, 2008).
c) Les ROS et la régulation du métabolisme énergétique
i) Second messagers de la détection hypothalamique du glucose

Les mROS apparaissent depuis une dizaine d’année comme de véritables seconds
messagers, impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique. En effet, une
premiere étude fondatrice a montré, sur des cultures de différents types cellulaires, que
I'augmentation de la concentration en pyruvate favorisait la production de mROS
(Nemoto et al.,, 2000). Cette production déclenche ainsi une voie de signalisation redox-
sensible permettant la réorientation du métabolisme vers une voie de stockage du
glucose sous forme de glycogéne plutot que vers un catabolisme oxydatif. Ce mécanisme
limite secondairement l'apport d’équivalents réduits a la chaine respiratoire
mitochondriale et donc la production de ROS qui en résulte (Nemoto et al., 2000).

Notre équipe a montré que lors de la détection cérébrale du glucose, les mROS
pouvaient étre une voie de signalisation importante dans le déclenchement de la
réponse a '’hyperglycémie. Le métabolisme du glucose fournit des équivalents réduits
qui cedent leurs électrons au complexe I (via le NADH) et au complexe II (via le FADH3)
de la chaine respiratoire mitochondriale lors de leur oxydation. Lors d’'un apport rapide
de substrats, leur oxydation provoque l'arrivée massive d’électrons, sans régulation
immédiate de la dissipation du gradient de protons par I’ATP synthase et/ou 'activité
des UCPs. Ce temps d’adaptation serait a l'origine d’'une élévation transitoire de la
production de mROS. En effet, une augmentation de la concentration de glucose de 5 a

20 mM entraine une production de ROS sur des coupes d’hypothalami (Figure 23A). De
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Figure 23 : Implication des mROS dans la détection hypothalamique du glucose

(A) Production de ROS mesurée via la fluorescence relative de la sonde H;DCFDA (sensible a H:0;,
fluorescence rapportée a la quantité protéique). Des hypothalami ont été incubés avec du glucose, des
antioxydants tels que la catalase ou le trolox (analogue amphiphile de la vitamine E), des inhibiteurs de la
chaine respiratoire mitochondriale tels que la roténone (complexe I) et I'antimycine (complexe IlI) qui
bloquent le transfert des électrons et conduisent a la formation d’anions superoxyde; et/ou le CCCP qui
découple la respiration de la phosphorylation de I'ADP. (B-C) Enregistrement extracellulaire in vivo de
l'activité neuronale du noyau arqué et (D-E) pic de sécrétion d’insuline, mesurée chez des rats Wistar mdles
apres une injection intra-carotidienne des différents activateurs et inhibiteurs de la chaine respiratoire
mitochondriale.

Ainsi, une augmentation de la concentration de glucose de 5 a 20 mM entraine une production de ROS, in situ
sur les coupes d’hypothalami mais aussi in vivo aprés une injection intra-carotidienne de glucose. Cette
injection de glucose induit aussi une augmentation de l'activité électrique du NA de I'hypothalamus et
déclenche en périphérie un pic de sécrétion d’insuline. Ces effets sont mimés par des inhibiteurs de la chaine
respiratoire mitochondriale injectés vers le cerveau (entrainant une production de mROS) et sont inhibés
avec un prétraitement a la catalase ou d’agents découplant comme le CCCP, montrant l'implication des
mROS, et plus particuliéerement de H20, dans ce mécanisme (d’apreés Leloup et al., 2006).



plus, une injection intra-carotidienne de glucose induit une augmentation de la
production hypothalamique des mROS chez le rat, ainsi qu'une augmentation de
'activité électrique du NA de 'hypothalamus et déclenche en périphérie un pic de
sécrétion d’insuline (Figure 23B-E). Ces effets sont mimés par des inhibiteurs de la
chaine respiratoire mitochondriale injectés en direction du cerveau (via la carotide,
entrainant une production de mROS) et sont inhibés avec un prétraitement a la catalase
ou d’agents découplant comme le CCCP, montrant I'implication des mROS, et plus
particulierement de H202, dans ce mécanisme (Figure 23) (Leloup et al.,, 2006).

Au niveau pancréatique, il a été montré, sur une lignée cellulaire de cellule 3,
qu'une augmentation de H202 issue du métabolisme du glucose était un signal
métabolique induisant la sécrétion d’insuline (Pi et al, 2007). Notre équipe a également
montré que la production de mROS lors de la détection de I'hyperglycémie était
nécessaire a la sécrétion d’insuline sur des ilots fraichement isolés. L’utilisation dose-
dépendante d’antioxydants prévient la sécrétion d’insuline par les cellules 3 lorsqu’ils
sont incubés avec des concentrations stimulantes de glucose, indépendamment de la
concentration en ATP et NADH (Leloup et al, 2009). Ce ro6le a ensuite été confirmé par
d’autres études (Pi and Collins, 2010).

Notre équipe a également montré chez le rat Ziicker, obése et insulino-résistant,
une hypersensibilité hypothalamique au glucose (activation électrique des neurones du
NA et sécrétion d’'insuline en réponse a une injection intra-carotidienne de glucose
3 mg/kg, sans effet chez le rat non obése) (Colombani et al, 2009). Cette réponse
anormale est associée a une augmentation anormale de la production de mROS, une
augmentation du stress oxydatif (représenté par I'augmentation du ratio GSSG/GSH et
de l'activité de la Mn-SOD), ainsi qu'une surexpression de certains complexes de la
chaine respiratoire corrélée a une augmentation de la respiration mitochondriale. De
facon intéressante, la perfusion ICV de GSH a permis de corriger le déséquilibre redox et
restaurer I'absence de réponse a une injection intra-carotidienne de glucose 3 mg/kg
chez les rats Ziicker (Colombani et al, 2009). Cette étude montre I'importance d’'une
production de mROS (et donc d'un statut redox) adaptée permettant d’'induire une
signalisation adéquate pour la détection hypothalamique du glucose.

Ainsi, I'ensemble de nos travaux et ceux d’autres équipes (Diano, 2013; Drougard
et al., 2015; Gyengesi et al., 2012; Horvath et al.,, 2009; Leloup et al., 2011) montrent que

la voie de signalisation du glucose nécessite la présence des mROS pour la transduction
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d’'une réponse adaptée, et que ces signaux sont d’'une importance clé pour la détection
d’'une élévation du flux de nutriments. Il a aussi été montré l'importance de la
production de mROS dans le métabolisme des lipides, une hypertriglycéridémie aigue
entrainant une production de ROS spécifiquement dans le MBH. L’inhibition de cette
production par des antioxydants engendre en effet une absence d’inhibition de la PA par
les lipides, montrant l'importance du rdle des ROS dans la transmission du signal

satiétogeéne (Benani et al.,, 2007).
ii)  Stress oxydatif et pathologies métaboliques

Les ROS sont trés souvent étudiés pour leurs effets déléteres dans le vieillissement
ou encore les maladies neurodégénératives. Mais il existe aussi une large littérature
montrant l'implication des ROS et de I'homéostasie redox dans les pathologies
métaboliques, comme 'obésité et I'insulino-résistance (Gardés-albert et al., 2003; Giacco
and Brownlee, 2010; Pitocco et al., 2010). Le stress oxydatif a été identifié comme un
symptome majeur des complications liées a I'’hyperglycémie dans le cas du diabete. En
effet, une augmentation de la production de ROS est observée lors d’'une hyperglycémie,
provoquée par les concentrations anormalement élevées de glucose dans 1'organisme,
entrainant un déséquilibre de I’état redox.

Un équilibre tres fin existe entre la production de ROS, I’état redox tissulaire et une
signalisation adéquate. Par exemple, la délétion spécifique de la SOD2 dans les neurones
chez la souris conduit a une altération de la régulation centrale de I'’homéostasie
énergétique, résultant de I'accumulation de ROS induisant de séveres lésions cérébrales
(Maity-Kumar et al., 2015). A I'inverse, la surexpression de la glutathion peroxydase, qui
entraine un état cellulaire anormalement réduit, conduit a une insulino-résistance, une
leptino-résistance puis une obésité (McClung et al., 2004). Ces effets semblent étre dus
aux modifications de phosphorylation des tyrosines kinases du récepteur a l'insuline et
de la voie PI3K/AKT dans le foie et le muscle, phosphorylations qui sont normalement
en partie inhibées par l'activation de phosphatases redox-sensibles.

La production de mROS par de fortes concentrations chroniques en glucose active
aussi des voies de signalisation dites de stress : NFkB (Nishikawa et al., 2000), p38MAPK
(Dunlop and Muggli, 2000) et JNK (Ho et al, 2000). De nombreux résultats montrent que
'activation de ces voies de signalisation pourrait étre impliquée dans le développement

de I'insulino-résistance et du dysfonctionnement des cellules  (Evans et al.,, 2003). Le
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Figure 24 Variation de la morphologie des mitochondries
La morphologie des mitochondries peut varier significativement selon les stimuli environnementaux. Le
réseau mitochondrial apparait hyper-fusionné (vert) ou fragmenté (rouge) (d’aprés Wai and Langer, 2016).




lien entre la surproduction de ROS et le développement d’une insulino-résistance a aussi
été montré par d’autres études (Henriksen et al., 2011; Mahjoub and Masrour-Roudsari,

2012; Rains and Jain, 2011).

Le role d’'une production contrélée de mROS apparait donc indispensable dans la
régulation du métabolisme énergétique. Un lien entre la concentration de glucose, la
morphologie des mitochondries et la production de ROS a secondairement été mis en
évidence dans une étude in vitro sur des hépatocytes et des myocytes (Yu et al, 2006).
Ces données nous ont alors suggéré que les cellules hypothalamiques, sensibles au statut
énergétique, pouvaient également présenter une production de ROS en réponse au
glucose. Cette réponse serait alors dépendante d’'une modification de la morphologie des
mitochondries, elle-méme étroitement controlée par un mécanisme précis: la

dynamique mitochondriale.
3) La dynamique mitochondriale

Les premieres observations des mitochondries ont montré une grande
hétérogénéité de leur morphologie (Figure 24). Grace aux avancés de la technique de
microscopie au début du 20¢ siéecle, les changements dynamiques de la forme des
mitochondries ont été observés dans les cellules vivantes (Lewis and Lewis, 1914). Au
début des années 1990, la mise au point de sondes fluorescentes ciblant spécifiquement
les mitochondries (grace a leur Abm négatif spécifique) ont permis la visualisation des
mouvements mitochondriaux dans différents types cellulaires (Bereiter-Hahn and Voth,
1994; Cortese, 1998; Nunnari et al, 1997). Deux expériences tres intéressantes chez la
levure ont été réalisées par I'équipe de Jodi Nunnari. Tout d’abord, deux lots de cellules
ont été cultivés dans deux milieux différents, I'un contenant la sonde « mito-GFP » visible
dans le vert, et I'autre contenant « TMR-CH2Cl », un mitotracker visible dans le rouge.
Ces sondes marquent spécifiquement la matrice mitochondriale. Les cellules issues des
deux cultures ont ensuite été fusionnées entre elles, permettant aux mitochondries
contenant les deux marquages de se retrouver dans les mémes cellules. Ainsi, apres
fusion des cellules, les marqueurs protéiques des membranes mitochondriales sont
meélangés dans toutes les mitochondries. Cette expérience démontre ainsi I'existence de
la fusion mitochondriale ayant permis I’échange de parties de membranes

mitochondriales. De facon intéressante, la méme expérience a été réalisée avec des
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mitochondries marquées avec du BrdU dirigé spécifiquement sur '’ADNmt. Les cellules
contenant ces mitochondries ont été fusionnées avec des cellules contenant les
mitochondries marquées uniquement avec le « TMR-CH2Cl ». Les résultats montrent que
I’ADNmt marqué reste distinctement localisé dans les mitochondries, ce qui montre qu'’il
existe une ségrégation non aléatoire du matériel génétique des mitochondries (Nunnari
et al, 1997). Plus récemment, des mitochondries contenant, dans leur matrice, une
protéine GFP photo-activable ont pu étre observées. Cette approche a permis, en temps
réel, d'observer la dynamique mitochondriale via la propagation de l'activation de la
protéine GFP, mais aussi I’évolution du Ay de ces mitochondries. Il apparait ainsi que les
mitochondries ne forment pas un mais plusieurs réseaux distincts, différents par un Adm
particulier. De plus, les mitochondries situées a l'extérieur du réseau mitochondrial
possédent les A, les plus faibles et sont plus sujettes a la fission mitochondriale, signes
de I'initiation de la mitophagie (Molina and Shirihai, 2009; Twig et al., 2006).

Ces études ont permis de démontrer que la dynamique mitochondriale correspond
aux déplacements des mitochondries, mais surtout aux changements de morphologie
des mitochondries, controlés par les évenements de fusion et de fission, aboutissant
respectivement a la formation d'un réseau mitochondrial tubulaire ou fragmenté

(Figure 24) (Hoppins et al.,, 2007).
a) Les acteurs de la dynamique mitochondriale

Suite a la découverte de la dynamique mitochondriale, les génes participants a la
fusion et la fission de ces organelles ont été rapidement identifiés chez la levure (Yaffe,
1999). La plupart des acteurs de la dynamique mitochondriale sont des GTPases de la
famille des dynamines, hautement conservées chez les eucaryotes au cours de
I’évolution (Praefcke and McMahon, 2004). Certaines de ces protéines sont spécifiques
aux mitochondries mais d’autres participent plus généralement a la dynamique des
organelles et autres vésicules dans la cellule, comme le RE ou les peroxysomes (Pitts et

al., 1999; Schrader, 2006).
i) La fission mitochondriale

La fission mitochondriale est la division d'une mitochondrie en deux. La protéine
DRP1 (Dynamin Related Protein 1) joue un rdle clé dans le processus de fission des
mitochondries (Pitts et al., 1999; Smirnova et al., 2001). Cette protéine cytoplasmique
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Figure 25 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la fission mitochondriale

La fission mitochondriale nécessite l'activation de DRP1 qui permet le recrutement de cette protéine
cytoplasmique a la membrane externe de la mitochondrie. Cet adressage est guidé par les protéines cibles
situées sur la membrane externe : MFF (mitochondrial fission factor) et FIS1 (mitochondrial fission protein 1)
s’agrégent dans un microenvironnement formé par le réticulum endoplasmique. L’activation de DRP1 refléte
de nombreuses modifications post- traductionnelles par des kinases, phosphatases ou ubiquitine ligases, ou
par laltération de sumoylation. Par exemple, CamK (calcium-calmodulin-dependent kinase) et cyclin B1-
CDK1 phosphorylent et active DRP1. Le NO active DRP1 par nitrosylation. SUMO (small ubiquitin-like
modifier) et SENP5 (sentrin-specific peptidase 5) activent DRP1 par désumoylation. MARCH5 (Membrane-
associated RING-CH protein 5) et parkin sont des ubiquitines ligases qui régulent [l'activation et la
dégradation de DRP1. MiD49 et Mi51, qui sont des protéines de la dynamique mitochondriale de
respectivement 49 et 51 kDa, sont localisées sur la membrane externe de la mitochondrie et permettent la
formation d’'un anneau de constriction autour de la mitochondrie. La PKA (Protein kinase A) phosphoryle
DRP1 sur la serine 637 ce qui l'inactive, alors que la calcineurine déphosphoryle cette sérine et active DRP1.
Les mitochondries qui résultent de la fission apparaissent plus petites que la mitochondrie originale (d’aprés
Archer, 2013).




est recrutée a la membrane externe afin d’initier la division de la mitochondrie. DRP1
interagit alors avec les protéines de fission (FIS1, MFF, MiD49 et MiD51), qui servent de
protéines d’ancrage a DRP1 (Yoon et al, 2003). Ainsi, les protéines DRP1 s’assemblent
en anneau autour de la mitochondrie cible et I'hydrolyse du GTP induit sa division. DRP1
est régulé par de nombreuses modifications post-traductionnelles comme la S-
nitrosylation, la sumoylation, 'ubiquitination et la phosphorylation/déphosphorylation
des résidus sérines, régulant ainsi le recrutement de DRP1 a la mitochondrie
(Figure 25) (Archer, 2013; Hoppins et al., 2007; Liesa et al., 2009).

La délétion homozygote de DRP1 cause des altérations de développement du foie et
du cceur, une apoptose accrue des neurones corticaux et une déficience de la formation
des synapses chez I'embryon de souris, induisant leur mort précoce. DRP1 est donc
essentiel pour le développement embryonnaire (Ishihara et al., 2009). Chez 'Homme, la
mutation de DRP1 est responsable d'une microcéphalie congénitale, une acidose
lactique et finalement une mort soudaine (Waterham et al., 2007). Une augmentation du
taux de DRP1 ne semble pas induire la fission mitochondriale alors qu'une augmentation
du taux de FIS1 induit une fragmentation des mitochondries, montrant que FIS1 est le

facteur limitant de ce mécanisme (Stojanovski et al., 2004).
ii) La fusion mitochondriale

Inversement 3 la fission, la fusion mitochondriale est I'union de deux mitochondries,
mais comme la fission, la fusion est indispensable pour le bon fonctionnement de la
cellule (Mouli et al.,, 2009). La fusion mitochondriale se fait en deux étapes : tout d’abord
la fusion des membranes externes grace aux mitofusines 1 et 2 (MFN1 et MFN2) qui
vont favoriser le rapprochement de deux mitochondries (Rojo et al.,, 2002). Vient ensuite
la fusion des membranes internes via la protéine OPA1 (Optic Atrophy 1) (Figure 26)
(Griffin et al.,, 2006; Hoppins et al., 2007; Liesa et al., 2009; Zorzano et al, 2010). Ces
protéines subissent elles aussi des modifications post traductionnelles telles que des
ubiquitinations ou désacétylations, régulant ainsi leur activité GTPases.

La délétion homozygote de MFN1, MFN2 ou OPA1 est létale chez I'embryon de
souris (Chen et al, 2003; Davies et al, 2007). Cependant, la mutation de ces genes
conduit au développement de maladies génétiques, telles que le syndrome de Charcot-
Marie-Tooth (mutation de MFN2) caractérisé par une grave atrophie musculaire

(Zichner et al., 2004), ou encore I'atrophie optique autosomique dominante (mutation
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Figure 26 Mécanismes moléculaires impliqués dans la fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale nécessite une coordination des mitofusines situées sur la membrane externe et de la
protéine OPA1 située sur la membrane interne. La fusion de deux mitochondries contenant des protéines
matricielles marquées par une fluorescence rouge ou verte donneront une mitochondrie allongée qui
apparaitra jaune, par le mélange des deux matrices (d’aprés Archer, 2013).




de OPA1) caractérisée par une dégénération bilatérale du nerf optique (Lenaers et al,

2012).
b) Les principales fonctions de la dynamique mitochondriale

La dynamique mitochondriale est un processus indispensable pour le
fonctionnement normal de la cellule. Elle va tout d’abord permettre une distribution
adéquate des mitochondries dans les cellules, via leur mobilité. Cet aspect est
particulierement important dans les neurones qui possédent des prolongements ou les
besoins énergétiques doivent étre rapidement satisfaits (dans les dendrites et au niveau
des synapses notamment) (Ligon and Steward, 2000). Les événements de fusion et de
fission vont ainsi permettre un échange rapide de matériels protéiques et lipidiques
avec les mitochondries éloignées du corps cellulaire (ou se situe la mitogenése (Davis,
1996)) leur permettant d’étre parfaitement fonctionnelles, et limitant les mouvements
mitochondriaux le long du cytosquelette, qui sont couteux en énergie (Boldogh and Pon,
2007; Hollenbeck and Saxton, 2005).

Ces échanges permettent aussi aux mitochondries de compenser des défauts
fonctionnels. En effet, le stress oxydatif généré par la chaine respiratoire conduit parfois
a l'apparition de mutations de 'ADNmt, aboutissant a un mélange de mitochondries
saines et altérées dans une méme cellule. Les mitochondries contenant de '’ADN altéré
peuvent alors fusionner avec les mitochondries saines voisines afin de partager des ARN
de transfert, des ARN ribosomaux et/ou des protéines nécessaires a sa réparation
(puisque nous avons vu que I'échange d’ADN n’était pas possible) (Nakada et al.,, 2001;
Yoneda et al., 1994).

La dynamique mitochondriale permet aussi un échange lipidique permettant une
réorganisation membranaire, et notamment des crétes mitochondriales de la membrane
interne. La fusion va alors permettre le rapprochement plus ou moins efficace des
complexes de la chaine respiratoire afin de moduler 'efficacité des capacités oxydatives
de la mitochondrie quand cela est nécessaire. Le réarrangement spatial des complexes
de la chaine respiratoire aboutit alors a la formation de super-complexes (Acin-Pérez et

al., 2008; Cogliati et al., 2013, 2016; Mishra et al., 2014; Schifer et al., 2006).
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Figure 27 : Interaction mitochondrie-réticulum endoplasmique
(A) Le réticulum endoplasmique interagit avec les mitochondries afin de permettre le transfert de calcium et

de phospholipides entre ces organelles. (B) Cette interaction définit le site de fission mitochondriale (d’aprés
Zorzano and Claret, 2015).




Les autres fonctions de la dynamique mitochondriale sont aussi d’orienter les
mitochondries endommagées vers la mitophagie (Kim et al., 2007; Shirihai et al, 2015;
Twig and Shirihai, 2011), de transmettre des mitochondries aux cellules filles pendant la
mitose et de participer a la régulation de I'apoptose (Lin et al, 2013; Sheridan and

Martin, 2010).
c) Larégulation de la dynamique mitochondriale

La morphologie du réseau mitochondrial est différente selon le type cellulaire
étudié. En effet, dans de nombreuses cellules comme les neurones ou les cellules du
pancréas, la dynamique mitochondriale inclus, en plus de la fission et la fusion, de petits
mouvements oscillatoires ainsi que de grands déplacements, et la formation d’un long
réseau. Inversement, dans les cardiomyocytes ou les cellules du muscle squelettique, les
mitochondries apparaissent plutot fixes, et distribuées de fagon réguliére. Ces variations
seraient spécifiques de la fonction et des besoins de chaque type cellulaire (Kuznetsov et
al., 2009).

De maniére générale, la fission et la fusion mitochondriales se produisent a une
fréquence relativement égale. Une modification de la morphologie du réseau résulte
ainsi de I'augmentation d'une des deux forces et/ou la diminution de l'autre force. Par
exemple, un réseau mitochondrial tubulaire résulte de I'augmentation des forces de
fusion et/ou la diminution des forces de fission. Ainsi, 'augmentation de la fusion
mitochondriale augmente la probabilité que la fission se produise et I'augmentation de
la fission augmente la probabilité que la fusion se produise, maintenant la morphologie
du réseau par un simple controle en feedback (Yoon et al, 2011).

La dynamique mitochondriale est étroitement liée au RE. Ces contacts, observables
au microscope électronique, sont un lieu d’échange de phospholipides entre ces
organelles, et permettent aussi le maintien du métabolisme calcique mitochondrial
(Figure 27A). L’association des mitochondries avec le RE forme les « mitochondria-
associated ER membrane » (Giorgi et al, 2009; Raturi and Simmen, 2013; Zorzano and
Claret, 2015). Les mitofusines ont aussi un role important dans le maintien de la
morphologie du RE et sont responsables du contact mitochondrie-RE (de Brito and
Scorrano, 2008). Le site de contact de ces deux organelles définit aussi le site ou
s’agregent les protéines de fission mitochondriale et par conséquent ou sera adressée

DRP1 par la suite (Friedman et al.,, 2011) (Figure 27B).
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Les recherches actuelles étudient l'existence de relations entre la forme des
mitochondries et leurs fonctions. Une morphologie anormale des mitochondries, par
exemple via un controle en feedback défaillant, est souvent associée a une pathologie.
Ainsi, une dynamique mitochondriale anormale chez 'Homme a été montré comme
impliquée, entre autres, dans l'hypertension artérielle pulmonaire (Marsboom et al,
2012; Ryan et al., 2015), le cancer du poumon (Chiang et al,, 2009; Rehman et al., 2012)
ainsi que dans les maladies neurodégénératives telles que Parkinson, Alzheimer et
Huntington (Burté et al, 2014; Carvalho et al, 2015; Duboff et al, 2013; Knott et al,
2008; Simcox et al., 2013).

Depuis une dizaine d’années, de nombreux travaux ont également mis en évidence
I'existence d’altérations de la dynamique mitochondriale dans le cas de pathologies
métaboliques (Bach et al., 2003; Liesa and Shirihai, 2013; Putti et al., 2015; Yoon et al,
2011; Zorzano et al, 2009). De par le réle important des mitochondries dans la
régulation de 'homéostasie énergétique, il parait en effet évident qu'un défaut de leur
métabolisme va étre fortement impliqué dans les maladies telles que 'obésité et le

diabete.
d) Dynamique mitochondriale et homéostasie énergétique

De récentes études montrent qu'’il existe un lien entre les apports et demandes
énergétiques de la cellule et les changements dans la morphologie et le nombre de
mitochondries, et ce dans différents types cellulaires ou tissus. Dans la cellule 8
pancréatique, la dynamique mitochondriale est modifiée en fonction de la disponibilité
des AG et du glucose. Il a en effet été montré que les cellules 3 présentent un réseau
mitochondrial fragmenté chez les modeles animaux diabétiques ainsi que chez les
patients, principalement dii a une diminution de la fusion mitochondriale. Inversement,
en cas de privation, les mitochondries apparaissent fusionnées. Cependant, ces études
montrent que la perturbation de la dynamique mitochondriale, que ce soit une
augmentation de la fragmentation ou de la fusion, altére la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose (Molina et al., 2009; Mulder and Ling, 2009; Stiles and Shirihai,
2012).

Une fission mitochondriale aberrante, induite par l'exposition excessive au
palmitate dans les cellules musculaires squelettiques, induit une augmentation du stress

oxydatif, la dépolarisation des mitochondries ainsi qu'une diminution de la production
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d’ATP, associés a une résistance a I'insuline (Jheng et al, 2012). De méme, I'inhibition de
MFN2 dans les fibres musculaires ou dans le foie résulte en la fragmentation du réseau
mitochondrial, I'altération du métabolisme mitochondrial via la réduction du Ay et une
diminution de I'oxydation du glucose associée a une résistance a l'insuline (Bach et al,
2003; Sebastian et al, 2012). L’ensemble de ces conséquences sont principalement
causées par le stress du RE et 'augmentation de la production de ROS (Molina et al,
2009; Ozcan et al., 2004).

Plusieurs études ont montré I'implication de la dynamique mitochondriale dans la
production de mROS en réponse a une hyperglycémie. Ainsi, une exposition aigiie de
lignées cellulaires (hépatocytes et myocytes) a une concentration élevée en glucose (25
ou 50 mM) induit une augmentation de la concentration de ROS dans un délai de 15min,
avec un retour a la normale en 60min. Cette production de ROS est accompagnée d'une
fragmentation mitochondriale marquée, et un retour a la morphologie basale selon la
méme cinétique que la production de ROS observées dans les mémes conditions (Yu et
al., 2006). L’inhibition de la fission mitochondriale par la mutation de protéine DRP1, ou
I'augmentation de la fusion par la surexpression de MFN2, empéche la production de
ROS en réponse a une concentration élevée en glucose. Cette étude montre que les
modifications morphologiques des mitochondries sont nécessaires a la production de
ROS lors d’une stimulation hyperglycémique, et permet de suggérer un role régulateur
de la dynamique mitochondriale (Yu et al., 2006).

Une autre étude a également montré, sur une culture de cellule INS1, que
I'inhibition de l'expression de FIS1 diminue la production de ROS et la sécrétion
d’insuline lors d’'une forte stimulation par du glucose (22 mM), di a 'accumulation de
protéines oxydées, a une respiration mitochondriale diminuée et a l'inhibition de la
mitophagie (Twig et al, 2008). Cependant, les mécanismes mis en jeu lors des
changements morphologiques des mitochondries et qui modifient la bioénergétique
mitochondriale responsable de la production de ROS restent a élucider. Lors d'une
hyperglycémie, la fragmentation mitochondriale est donc réversible, suggérant un
processus physiologique permettant une signalisation redox, la fission mitochondriale
facilitant la production de ROS. Le retour a une morphologie basale par re-fusion de
mitochondries et/ou ralentissement de la fission permettrait de maintenir une

concentration de ROS non délétere (Twig et al., 2008).

120






Les modifications de la morphologie mitochondriale ainsi observées, lors d'une
forte concentration de glucose, semble étre une réponse cellulaire adaptée lors d’une
augmentation de la quantité de substrats énergétiques. Leur utilisation serait ainsi
facilitée grace aux modifications dynamiques de la structure interne des mitochondries,
qui ont été montrées comme étroitement associées a I'état fonctionnel des
mitochondries (Mannella, 2006). Ainsi, un aspect condensé des crétes internes de la
mitochondrie ralentit le transport d’ADP a travers la membrane interne, visualisé lors
d’'un exces d’ADP dans les hépatocytes. A I'inverse, lorsque la concentration en ADP est
limitante, les crétes mitochondriales apparaissent décondensées et permettent une
production plus efficace d’ATP (Mannella, 2006). Le lien entre la disposition des crétes
de la membrane interne de la mitochondrie et lefficacité de la respiration
mitochondriale est que la forme de ces crétes détermine I'assemblage des complexes de
la chaine respiratoire, en formant des super-complexes, permettant d’augmenter
I'efficacité de la production d’ATP selon l'état énergétique (Cogliati et al, 2013). Les
modifications morphologiques des mitochondries lors d'une hyperglycémie
modifieraient I'organisation des complexes de la chaine respiratoire, et conduiraient a
une modification de son activité ou de son couplage a la synthese d’ATP. Ainsi, lors d'une
fragmentation mitochondriale induite par une hyperglycémie, les modifications des flux
métaboliques, de 'organisation des complexes de la chaine respiratoire, de I'efficacité de
la phosphorylation oxydative, et de la fluidité membranaire seraient des évenements
possibles pouvant conduire a une augmentation de la production de ROS (Men et al,
2009; Yu et al.,, 2008).

En cas de complications pathologiques, il est difficile de savoir si la fission
mitochondriale est induite par la production de ROS, ou inversement. Dans les neurones,
I'inhibition du complexe II induit une production de ROS et la fragmentation des
mitochondries. Un traitement avec un antioxydant, la N-Acétyl-L-Cystéine, diminue la
fission dans ces conditions, indiquant que les ROS seraient dans ce cas responsables de
la fragmentation des mitochondries (Liot et al., 2009). De la méme fagon, 'augmentation
du stress oxydatif sur une culture de cellules endothéliales ou de neurones, provoque la
fission mitochondriale de facon transitoire et dépendante de DRP1 (Barsoum et al,
2006; Jendrach et al., 2008). Par ailleurs, I'incubation d’'une culture de cellules 8 ou de
cardiomyocytes avec une forte concentration de glucose induit la fission mitochondriale

et la production de ROS. Ces effets sont bloqués par la mutation du gene de DRP1
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(Men et al.,, 2009; Yu et al., 2008). Ces études rapportent donc que le blocage de la fission
mitochondriale inhibe la production de ROS normalement induite par une
hyperglycémie, suggérant que la fragmentation des mitochondries lors d’une

hyperglycémie est nécessaire a la production de ROS.

e) Dynamique mitochondriale, détection centrale de

I'hyperglycémie et production de ROS

Récemment, notre équipe a montré que la fission mitochondriale joue un role
important dans la détection hypothalamique du glucose. Ainsi, une injection intra-
carotidienne de glucose vers le cerveau (9 mg/kg; 100ul en 30s) induit la translocation
de DRP1 a la mitochondrie dans I'hypothalamus, de fagon concomitante a la production
de ROS observée dans les mémes conditions. L’inhibition de DRP1 par l'injection ICV
d’ARN interférents (réduisant de plus de 75% l’expression de la protéine) inhibe la
production de ROS et le pic de sécrétion d’insuline normalement induit par le glucose
ainsi injecté. Ces animaux présentent aussi une diminution de la respiration
mitochondriale, ainsi qu'une forte diminution de I'effet satiétogene du glucose (Carneiro
et al., 2012). Ces résultats montrent I'importance de la dynamique mitochondriale dans
la détection hypothalamique du glucose et la régulation centrale de 1‘homéostasie
énergétique. 1l est cependant difficile de déterminer in vivo le type cellulaire mis en jeu

dans ce mécanisme (astrocytes et/ou neurones).

f) La dynamique mitochondriale et la régulation hypothalamique

de 'homéostasie énergétique

Les neurones NPY/AgRP et les neurones POMC, de par leur fonction opposée en ce
qui concerne le controle de la PA (faim versus satiété), présentent des états d’activations
opposés. Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent ces activations réciproques ne
sont pas encore parfaitement connus, mais ces derniéres années, des avancées ont été

faites concernant la dynamique mitochondriale.

i) Lesneurones NPY-AgRP

Une balance énergétique négative (pendant un jeline par exemple) augmente

'aspect fragmenté du réseau mitochondrial dans les neurones NPY/AgRP
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(mitochondries sphériques), alors que la PA ou la suralimentation induit la formation
d’'un réseau mitochondrial tubulaire (mitochondries allongées) (Dietrich et al., 2013;
Minokoshi et al., 2004). La régulation de la fusion mitochondriale par MFN1 et MFN2 est
fondamentale pour l'activation des neurones NPY-AgRP aprés une exposition a un
régime HFD. En effet, 'exposition a un régime HFD chez la souris conduit a la fusion des
mitochondries dans les neurones NPY/AgRP, aboutissant a une élévation paradoxale de
'activité électrique de ces neurones orexigenes, bien que les niveaux de glycémie et
leptinémie soient élevés. Ces effets sont réversés si MFN1 ou MFN2 sont spécifiquement
délétés dans les neurones NPY/AgRP (Dietrich et al, 2013). Ces résultats suggerent que
la dynamique mitochondriale participe a la régulation de I'activité neuronale dans un
modeéle de souris nourries avec un régime HFD.

Les observations décrites ci-dessus ont fourni de nouvelles informations sur les
mécanismes par lesquels les neurones NPY/AgRP répondent aux différents états
métaboliques. Cependant, les différences dans les mécanismes qui interviennent dans
l'activation des neurones NPY/AgRP pendant le jeline (un processus supporté par la
fission mitochondriale) et la suralimentation (qui repose sur la fusion mitochondriale)
n'ont pas encore été élucidées. Une hypothese est que les neurones NPY/AgRP se
transforment en un phénotype POMC lors de l'exposition a un HFD (Nasrallah and

Horvath, 2014).
ii) Les neurones POMC

L’inhibition spécifique de MFN1 dans les neurones POMC n'entraine pas de
phénotype métabolique particulier, suggérant que MFN1 n'est pas essentielle pour les
fonctions de ces neurones. Toutefois, I'inhibition spécifique de MFN2 dans les neurones
POMC, chez des animaux nourris avec un régime standard entraine une diminution des
contacts mitochondries-ER, une diminution de [I'expression de o-MSH et le
développement d’'une obésité morbide (Schneeberger et al., 2013). De plus, les souris
nourries avec un régime HFD présentent une diminution de I'expression de MFN2 ainsi
qu'une réduction des interactions RE-mitochondries dans les neurones POMC. La
fonction prédominante de MFN2 dans les neurones POMC, outre la fusion
mitochondriale, est de faciliter les interactions RE-mitochondries (Schneeberger et al,
2013). L’absence de MFN2 dans les neurones a POMC conduit a une augmentation de

'expression des marqueurs de stress du RE, induisant une résistance a la leptine.
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La double fonction de MFN2 (fusion mitochondriale et contacts mitochondries-RE)
suggere que cette protéine a un réle important dans la coordination entre les fonctions
du RE et de la mitochondrie afin de promouvoir 'utilisation correcte des nutriments par
les neurones POMC et NPY/AgRP. Le fait que ces interactions ne soient pas compromises
dans les neurones NPY/AgRP en absence de MFN2 suggeére que cette protéine a une

fonction spécifique pour chaque type cellulaire (Dietrich et al., 2013).
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Objectifs

Les travaux de notre équipe se portent tout particulierement sur les mécanismes
physiologiques impliqués dans la détection hypothalamique du glucose, processus
indispensable dans la régulation de ’homéostasie énergétique, en particulier glucidique.
Lors d'une hyperglycémie, cette détection permet le déclenchement de réponses
nerveuses périphériques permettant la régulation a court terme de la glycémie, telles
que la sécrétion d’'insuline, I'inhibition de la production hépatique de glucose, ou encore
le contrdle de la prise alimentaire. Ces mécanismes sont de plus en plus étudiés, et il
apparait maintenant bien établi qu'une altération de la détection centrale de
I'’hyperglycémie est étroitement liée au développement de pathologies métaboliques.

Au cours de ces dix derniéres années, notre équipe a mis en évidence que la
détection d'une augmentation de la concentration de glucose au niveau hypothalamique
entrainait une activation électrique des neurones du NA, responsable d'une sécrétion
rapide d’insuline en périphérie. Cette détection fait intervenir une voie de signalisation
redox, impliquant la production de mROS dans I'’hypothalamus (Leloup et al., 2006), qui
a également été montrée dans un autre site sensible aux variations de glucose, la cellule
B du pancréas (Leloup et al., 2009; Pi et al., 2007).

L’'importance de cette production de mROS a aussi été mise en évidence dans le
modele de rat Zicker, obese et insulino-résistant, pour lequel on observe une
hypersensibilité hypothalamique au glucose. Celle-ci se traduit par le déclenchement
d’une activation électrique du NA et d’'une sécrétion d’insuline pour une dose cérébrale
de glucose normalement sans effet chez des rats non obeses. Cette hypersensibilité au
glucose est aussi associée a un déséquilibre redox, une production hypothalamique de
mROS anormalement élevée associée a un stress oxydant et une augmentation des
capacités respiratoires mitochondriales (Colombani et al, 2009). Ces travaux montrent
ainsi 'importance de la production de mROS en réponse a '’hyperglycémie mais aussi la
nécessité d’'un état redox équilibré.

En paralléle, de nombreuses études ont mis en évidence I'existence d’une étroite
relation entre la morphologie mitochondriale et la production de mROS. Ainsi, il a été
démontré, in vitro, que I'hyperglycémie déclenchait la fragmentation des mitochondries

de cellules sensibles au statut métabolique, une augmentation de la respiration
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mitochondriale et une production de mROS. L’inhibition de la fission mitochondriale
bloque ces effets (Yu et al, 2006). Notre équipe a également pu mettre en évidence, in
vivo, que '’hyperglycémie cérébrale déclenchait les mécanismes impliqués dans la fission
mitochondriale dans ’hypothalamus (via I'adressage de DRP1 a la mitochondrie), et que
I'inhibition de ce processus altere la respiration mitochondriale et la production de
mROS en réponse a 'hyperglycémie (Carneiro et al, 2012). De plus, 'altération de la
dynamique mitochondriale dans certaines sous populations neuronales
hypothalamiques, impliquées dans la régulation de 'homéostasie énergétique, aboutit
au développement de pathologies métaboliques (Dietrich et al,, 2013; Schneeberger et
al, 2013), démontrant ainsi I'importance de 'ensemble de ces mécanismes au niveau

hypothalamique pour le maintien du statut énergétique.

Cependant, les études citées précédemment ont consisté a empécher 'action d'un
des acteurs de la dynamique pour en révéler son roéle. Toutefois, la dynamique
mitochondriale touchant, entre autres, a la bioénergétique de la cellule, cette approche
ne pouvait que révéler son importance. Ce type d’approche ne permet donc pas de
révéler spécifiquement si un acteur est impliqué dans un contexte pathologique, si lors
de la pathologie elle-méme, la dérégulation de cet acteur n’a pas été démontrée comme
réellement présente.

Ainsi, I'objectif de mon travail de these a été d’étudier si I'exposition a un régime
hypercalorique a court terme (induisant obésité et diabeéte a long terme) pouvait
affecter précocement la détection hypothalamique du glucose, en affectant la dynamique
mitochondriale et la signalisation redox. Mon travail s’est ainsi décomposé en trois
parties :

1) Tout d’abord, mettre en place le modele d’étude expérimentale ou un
défaut précoce du controle de l'axe hypothalamo-pancréatique en réponse a la
stimulation hypothalamique par le glucose soit présent. Pour cela, des rats Wistar males
ont été exposés a un régime gras enrichi en saccharose (connu pour étre obésogene et
diabétogene a long terme chez le rongeur), pendant 3, 6 ou 9 semaines, et comparés a
des rats témoins, nourris avec un régime standard de laboratoire. Une fois le temps
d’exposition au régime défini pour obtenir le phénotype voulu (i.e, un défaut du

controle nerveux de la sécrétion d’insuline en réponse a la stimulation hypothalamique
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par le glucose), les parameétres de la PA, du poids, ainsi que ceux meétaboliques et
endocriniens de ces animaux ont été caractérisés.

2) La suite de ce travail a été alors de focaliser sur les parametres
mitochondriaux d’intérét : déterminer si un défaut de la production hypothalamique de
mROS était impliqué dans l'altération de la détection hypothalamique du glucose
observée chez ces rats, et si oui, d’étudier plus particulierement si un défaut de la
dynamique mitochondriale était présent. Notre hypothese était, compte tenu des
résultats préliminaires dans 1'équipe, que I'adressage de DRP1 en réponse au glucose
était modifié. Cette partie impliquait alors de disséquer plus finement les désordres
mitochondriaux induits (caractéristiques d’'OXPHOS) et I'équilibre redox.

3) Enfin, le dernier objectif était, dans le cas ou l'adressage de DRP1 en
réponse au glucose soit effectivement altéré, d’améliorer cet adressage pour observer si
les désordres présents chez I'animal soumis a un régime hypercalorique sur un temps

court pouvaient étre réversés.
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Régime STD Régime HFHS

Protéines 16,7 % Protéines 15,5 %

Glucides 60,9 % Glucides 38,4 %

Lipides 22,4 % Lipides 46,1 %
2 900 kcal/kg 4 397 kcal/kg

Tableau 1 : Composition centésimale et apport calorique total des régimes STD et HFHS utilisés
pour les expérimentations



Partie 1 : Mise en place du modele
expéerimental

1) Approches méthodologiques
a) Animaux et régime alimentaire

Des rats Wistar Han males, agés de 5 semaines (Charles River) ont été hébergés
dans un environnement contro6lé (cycle jour/nuit de 12h avec lumiere a 7h, 22x1°C,
50+5 % d’humidité) avec un accés ad libitum a l'eau et la nourriture. Un temps
d’acclimatation minimum d’une semaine a été laissé aux animaux afin qu'’ils s’habituent
a leur nouvel environnement avant le début des expériences.

Dans le but d’induire le développement d’'un syndrome métabolique, les animaux
ont été exposés a un régime gras enrichi en saccharose (régime HFHS, #HF235, SAFE) et
comparés a des rats nourris avec un régime standard de laboratoire (régime STD, #A04,
SAFE). Le tableau 1 rapporte la composition centésimale et la valeur énergétique totale
de ces deux régimes.

Le poids et la PA ont été mesurés quotidiennement, 3h apres le début de la période
de jour. La composition corporelle des animaux a été déterminée a I'aide d’'un EchoMRI-
700, appareil qui permet d’analyser par résonnance magnétique nucléaire le
pourcentage de masse grasse et de masse maigre chez un animal éveillé.

Les chirurgies et les tests métaboliques ont été effectués sous anesthésie
(pentobarbital sodique, 60 mg/kg de poids corporel [Ceva, 54,7 mg/ml]). Chacune des
expériences a été réalisée 4h apres retrait de la nourriture, permettant ainsi une bonne
homogénéisation des valeurs basales des parametres métaboliques (nutritionnelles et

hormonales).
b) Test de détection hypothalamique du glucose

Ce test, décrit pour la premiere fois chez le lapin (Niijima, 1975), a été adapté par
notre équipe pour les études chez le rat (Atef et al., 1995; Leloup et al, 1998). L’objectif
de ce test est d'induire une hyperglycémie uniquement cérébrale en injectant un bolus

de glucose dans I'artere carotide pendant 30s, en direction du cerveau. Cela permet
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d’activer I'axe nerveux hypothalamo-pancréatique (via un contréle vagal), provoquant
une sécrétion transitoire d’insuline.

Les rats anesthésiés ont ainsi subi une chirurgie de la carotide, consistant a isoler
I'artere carotide afin d’y insérer, en direction du cerveau, un cathéter (#60-011-02,
HelixMark, VWR) rempli d'une solution de NaCl héparinée (50 Ul/ml, héparine choay
25000 UI/5 ml). Lorsque la glycémie est stable, une injection intra-carotidienne de
glucose (9 mg/kg, 100 pl en 30s) est réalisée et du sang prélevé a la queue avant (T0)
puis 1, 3, 5 et 10 min apres l'injection de glucose. A la fin de I'expérience, les cerveaux
ont été prélevés, les MBH ont été rapidement disséqués puis congelés dans de l'azote
liquide pour étre ultérieurement analysés par western blot. Les plasmas et échantillons

de cerveau ont été stockés a -80°C jusqu’a analyses.
c) Capacité sécrétoire des cellules 3 pancréatiques

La capacité sécrétoire des cellules  pancréatiques a été mesurée par le Dr.
Stephan Collins, spécialiste de la cellule $ pancréatique, et membre de notre équipe. Les
ilots pancréatiques, isolés chez des rats STD et HFHS, ont été placés dans des plaques 96
puits, a raison de 10 ilots par puits, 9 a 12 réplicats par rat, 3 rats par condition. Les ilots
ont été pré-incubés pendant 1h dans 250 pl d’'un tampon Krebs-Ringer-HEPES (KRH)
contenant: 140 mM NaCl, 3,6 mM KCl, 2,6 mM CaCl;, 0,5 mM NaH;PO4 0,5 mM
MgS04.7H20, 5 mM HEPES (pH 7,4 avec NaOH), 2 mM NaHCO3 et 2 mM glucose. La
solution a été supplémentée avec 0,2% de sérum albumine bovine (BSA). La sécrétion
d’insuline en réponse au glucose a été mesurée apres 1h d’incubation statique dans le
KRH contenant 2, 12 ou 20 mM de glucose. Toutes les incubations ont été réalisées a
37°C dans un environnement humide contenant 5% de CO. Apres I'heure d’incubation,
le surnageant a été prélevé et stocké a -20°C jusqu’a dosage. Pour déterminer le contenu
total en insuline, les ilots ont été incubés une nuit a -20°C avec une solution acidifiée

d’éthanol (95% éthanol, 5% acide acétique).
d) Enregistrements du tonus parasympathique

L’enregistrement du tonus parasympathique a été réalisé en collaboration avec le

Pr. Christophe Magnan et les résultats analysés par le Dr. Céline Cruciani-Guglielmacci,

de l'unité de Biologie Fonctionnelle et Adaptative de I'Université Paris Diderot (Magnan
etal, 1999; Picard et al.,, 2013).
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La branche thoracique du nerf vague, située le long de I'artere carotide, a été isolée
des tissus adjacents sur une distance approximative de 1 cm. Avec précautions, le nerf a
été placé entre des électrodes d’enregistrement en argent (diametre 0,6 mm). Les
électrodes ont été connectées a une sonde de forte impédance et les potentiels d’action
ont été visualisés et enregistrés sur ordinateur apres une amplification initiale via un
amplificateur «low-noise » (BIO amplifier, AD Instrument). Apres stabilisation de la
glycémie, les rats ont recu un bolus de glucose similaire a celui du test de détection
hypothalamique du glucose. L’activité nerveuse a été enregistrée avant, pendant et apres
I'injection de glucose. Les données ont été digitalisées avec « PowerLab/4sp digitizer ».
Les signaux ont été amplifies 105 fois et filtrés en utilisant un seuil haut et bas compris

entre 1 et 30 Hz (Chart 4 computer program).
e) Imagerie calcique

L’'imagerie calcique sur les neurones hypothalamiques fralchement isolés a été
réalisée par Chloé Chrétien, étudiante en these dans I'équipe, qui a développé cette
approche pendant sa these. L'isolement des neurones hypothalamiques (MBH) a été
réalisé a partir de cerveau de rats STD ou HFHS agés de 8 semaines. Les MBH ont été
dissociés mécaniquement dans une solution contenant de la papaine a l'aide du kit
«neural tissue dissociator » (MACS Miltenyi Biotec). Les cellules hypothalamiques,
homogénéisées dans le milieu Neurobasal-A (Invitrogen), ont été placées sur des
lamelles recouvertes de poly-L-lysine afin de permettre leur adhérence.

Les cellules ont été chargées avec une sonde calcique fluorescente, Fura-2 (0,5 pM ;
# Fura-2/AM ; Molecular Probes) pendant 20 min a 37°C dans une solution tamponnée
(tampon Hank’s, contenant 25 mM HEPES ; 121 mM NaCl ; 4,7 mM KCl ; 1,2 mM MgS0;4;
1,2 mM KH2PO4 ; 5 mM NaHCO3; 2 mM CacClz ; 2,5 mM D-glucose ; pH 7,4).

Les images de la fluorescence de la sonde Fura-2 ont été acquises toutes les 10s en
alternant les excitations a 340 et 380 nm. Les changements des niveaux intracellulaires
de calcium ([Ca2*];) ont été enregistrés sur des cellules maintenues a 2,5 mM de glucose
et en réponse a une augmentation de la concentration de glucose a 10 mM. Les
changements de [Ca?*]; ont été quantifiés par le calcul de I'air sous la courbe (AUC) de
chaque réponse au glucose avec le logiciel « TiLL Photonics ». Les neurones étaient
qualifiées de GE ¢s’ils présentaient une augmentation de [Ca%*]; en réponse a

I'augmentation de la concentration de glucose (de 2,5 a 10 mM) dans les 2 a 20 min
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apres le traitement, avec une amplitude >0,1 (Aratio 340/380) et une durée
transitoire >30s. A la fin de chaque enregistrement, I’excitabilité neuronale a été vérifiée
en appliquant une dose de 50 mM de KCl, les neurones ne répondant pas a cette dose

étaient retirés de I'étude.
f) Caractérisation métabolique

Afin de reproduire les mémes conditions que dans le test de détection
hypothalamique du glucose, les tests de caractérisation métabolique ont été réalisés sur
des animaux anesthésiés.

Le test de tolérance au glucose (GTT) a consisté a injecter un bolus de glucose
(2g/kg) par voie sous cutanée (cette voie permet une diffusion homogene et
reproductible, comparée a la voie intrapéritonéale). Du sang a été prélevé a la queue
toutes les 15 min pendant 1h puis toutes les 30 min pendant 3h afin de mesurer
I'’hyperglycémie provoquée par l'injection de glucose et la réponse insulinémique des
animaux.

Le test de sensibilité a I'insuline (ITT) a consisté a injecter un bolus d’insuline
(1 U/kg) par voie sous cutanée. Du sang a été prélevé a la queue toutes les 15 min
pendant 1h puis toutes les 30 min pendant 2h afin de mesurer la réponse

hypoglycémique des animaux.
g) Dosages sanguins et plasmatiques

Le sang a été collecté a la queue des animaux. La glycémie a été mesurée a partir
d’'une goutte de sang avec un lecteur glycémique Performa AccuChek (Roche
diagnostics). Pour les dosages d’insuline et de leptine plasmatiques, le plasma a été isolé
du sang apres centrifugation (5 000 g, 5 min, 4°C) et les dosages ont été réalisés avec un
kit ELISA (#80-INSRT, AlpCo pour l'insuline et #RD291001200R, Biovendor pour la
leptine, Eurobio). Le dosage plasmatique de la ghréline acylée a été réalisé a 'aide d’'un
kit ELISA (#RD394062400R, Biovendor, Eurobio) apres une préparation particuliere
des plasmas (protocole fourni par le fournisseur) : le sang a été prélevé dans des tubes
contenant de 'EDTA et de 'acide p-hydroxymercuribenzoique puis a été centrifugé a
3500 rpm (10 min a 4°C). Du HCI 1M a été immédiatement ajouté aux surnageants puis

les échantillons ont été centrifugés a 3 500 rpm (5 min a 4°C). Le dosage des
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Figure 28 : Les rats HFHS présentent une diminution de la détection hypothalamique du glucose in
vivo dés 3 semaines d’exposition au régime HFHS

Les rats sont testés apres 3 semaines de régime (STD n=9; HFHS n=12), aprés 6 semaines de régime (STD
n=10; HFHS n=15) ou aprés 9 semaines de régime (STD n=6; HFHS n=8). Lors du test de détection
hypothalamique du glucose, les rats STD présentent un pic de sécrétion d'insuline 1 min aprés une injection
intra-carotidienne de glucose (9 mg/kg). Ce pic est significativement diminué chez les rats HFHS deés 3
semaines d’exposition au régime. La glycémie est restée stable tout au long du test. Les résultats sont
exprimés par la moyenne + SEM. Les * représentent une différence significative entre les groupes STD et
HFHS, apres analyse statistique adaptée (* p<0,05 ; ***p<0,001).



triglycérides plasmatiques a été réalisé avec un kit de dosage colorimétrique (#TR0100,

Sigma aldrich).
h) Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 6. La
normalité des données a été testée a I'aide du test de Shapiro-Wilk qui a permis de
définir l'analyse statistique a réaliser: un test T de Student pour les données
paramétriques, ou un test de Mann-Whitney pour les données non paramétriques.
Quand cela a été nécessaire, une analyse des variances a deux facteurs (two-way
ANOVA) a été réalisée, suivie d'un post test de Fisher’s LSD, ou suivie d’un post test de
Bonferroni lorsque les mesures étaient répétées. Les données sont toujours
représentées par la moyenne + SEM (écart a la moyenne). Les astérisques (*) ou dieses
(#) représentent les différences significatives avec * ou # p<0,05 ; ** ou ## p<0,01 ; ***

ou ### p<0,001.
2) Résultats

a) Altération de la détection hypothalamique du glucose in vivo

Dans un premier temps, le but était de déterminer le temps d’exposition au régime
HFHS nécessaire pour induire une altération de la détection hypothalamique du glucose.
Nous avons choisi de tester trois temps d’exposition a ce régime, 3, 6 et 9 semaines, afin
de définir celui qui nous permettrait d’étudier ces défauts le plus précocement possible.

Apres 3 semaines de régime, les rats STD présentent un pic de sécrétion transitoire
d’insuline, 1 min aprés l'injection intra-carotidienne de glucose

(Figure 28). Ce pic est fortement diminué chez les rats
HFHS (Figure 28). A ce temps de
régime, les rats HFHS présentent une augmentation significative de la glycémie basale
par rapport aux rats STD sans
modification de leur insulinémie
(Figure 29).
Apres 6 semaines de régime, ces résultats sont confirmés. Les rats STD présentent

aussi un pic de sécrétion transitoire d’insuline, 1 min apres l'injection intra-carotidienne
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Figure 29 : Effets de 3, 6 ou 9 semaines d’exposition au régime HFHS sur la glycémie et
I'insulinémie

La glycémie et l'insulinémie ont été mesurées apres 3 semaines de régime (STD n=9 ; HFHS n=12), apreés 6
semaines de régime (STD n=10 ; HFHS n=15) ou apreés 9 semaines de régime (STD n=6 ; HFHS n=8). Les rats
HFHS présentent une hyperglycémie basale dés 3 semaines d’exposition au régime, sans modification de leur
insulinémie. Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM. Les * représentent une différence significative
entre les groupes STD et HFHS, apres analyse statistique adaptée (Test de Student ou test de Mann Whitney
sur données non appariées) (* p<0,05; ***p<0,001).




de glucose , et les rats HFHS présentent
une forte diminution de ce pic (Figure
28). Les rats HFHS présentent aussi une augmentation significative de leur glycémie
basale par rapport aux rats STD ,
toujours sans modification de leur insulinémie

(Figure 29).

Apres 9 semaines de régime, ces résultats sont de nouveau confirmés. Les rats STD
présentent un pic de sécrétion transitoire d’insuline, 1 min apres l'injection intra-
carotidienne de glucose , et les rats HFHS
présentent une forte diminution de ce pic
(Figure 28). Les rats HFHS présentent une augmentation significative de leur glycémie
basale par rapport aux rats STD ,
toujours sans modification de leur insulinémie

(Figure 29).

Lors du test in vivo de détection hypothalamique du glucose, la glycémie étant
restée stable tout au long du test, ces résultats montrent que dés 3 semaines
d’exposition a un régime gras enrichi en saccharose, les rats présentent un défaut du
controle nerveux de la sécrétion d'insuline. Les rats nourris pendant 3 semaines avec le
régime HFHS semblent donc présenter de facon précoce une altération de la détection
hypothalamique du glucose. Ce modele expérimental a été choisi pour le reste de cette
étude. En effet, I'altération précoce de l'axe hypothalamo-pancréatique lors de la
détection hypothalamique du glucose n’a jamais été décrite auparavant lors d’'un régime

diabétogene.

b) Caractérisations métabolique et endocrinienne du modele

expérimental

Avant d’aller plus loin dans I'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans le
défaut de détection centrale de I'hyperglycémie chez les rats nourris pendant
3 semaines avec le régime HFHS, il paraissait important de caractériser ce modele
expérimental en termes de parametres métaboliques et endocriniens.

L’ensemble des parametres mesurés est récapitulé dans le tableau 2. Ainsi, nous
avons pu mettre en évidence que les rats ne présentaient pas d’augmentation de leur

poids corporel, malgré une prise alimentaire moyenne significativement augmentée sur
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STD HFHS e,
(n>8) (n>8) Significativité
Paramétres phénotypiques
Poids (g) 298,9+3,4 305,1+3,8 hs
PA (kcal/j) 69,011+1,03 79,36+1,11 HAk
Masse maigre (% poids corporel) 76,32+0,52 72,48 £ 0,54 HkE
Masse grasse (% poids corporel) 11,86+ 0,63 15,14+ 0,82 **
Taille (cm) 21,58+0,14 21,54 +0,05 ns
Paramétres circulants
Glycémie (mM) 6,38+0,16 7,51+0,14 Kook
Insuline (uU/ml) 66,68+ 12,10 84,04+ 11,12 ns
Leptine (ng/ml) 3,02+0,17 5,7210,42 Hxk
Ghréline acylée (pg/ml) 38,07+5,01 39,10+ 4,23 ns
Triglycérides (mg/dl) 125,0£7,3 198,21 25,4 *

Tableau 2 : Parametres mesurés chez les rats nourris pendant 3 semaines avec un régime STD vs.

HFHS

Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM. Les * représentent une différence significative aprés
analyse statistique par un test T de Student sur des données non appariées (ns= non significatif; * p<0,05;

*4p<0,01 ; ***p<0,001).

Prise alimentaire
(kcal/g poids corporel)

T
7 14
Temps (jour)

Figure 30: Prise alimentaire mesurée chez les rats STD vs. HFHS au cours des 3 semaines de

régime

Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM. Les * représentent une différence significative aprés

analyse statistique par une ANOVA a deux facteurs sur mesures répétées (***p<0,001).



I'ensemble des 3 semaines
Cependant, cette augmentation de PA n’est retrouvée que pendant les 10 premiers jours
de régime et revient a la normale pendant les 10 derniers jours de régime (Figure 30).
Toutefois, nous avons observé une augmentation significative de leur masse grasse
associée a une
diminution de leur masse maigre
. L’absence d’effet du régime sur la taille des rats a montré qu’il n’y
avait pas d’altération de la croissance des animaux. En ce qui concerne les parametres
endocriniens, nous avons déja évoqué que les animaux nourris avec le régime HFHS
présentaient une hyperglycémie sans modification de leur insulinémie. De fagon
cohérente avec l'augmentation de leur masse grasse, nous avons observé une
augmentation du taux de leptine plasmatique
ainsi que du taux de triglycérides circulant
. Enfin, le taux de ghréline acylée, forme active de la ghréline,

n’était pas modifié chez les rats HFHS par rapport aux rats STD.

Nous avons ensuite effectué des tests physiologiques sur ces animaux afin de tester
leur réponse métabolique suite a une injection périphérique de glucose ou d’'insuline. La
question était alors de savoir si ce défaut de contréle nerveux de la sécrétion d’insuline
pouvait a lui seul provoquer un défaut général de contréle de la glycémie. Pour cela, un

test de tolérance au glucose a été réalisé et I'insulinémie a été mesurée.

Les mesures lors du test de tolérance au glucose (GTT) montrent que les rats HFHS
présentent une hyperglycémie plus élevée que les rats STD, représentée par une
augmentation de I'AUC lors de la premiere heure

(Figure 31A). Cette intolérance au glucose chez les rats
HFHS s’accompagne d'une insulinémie plus basse pendant le test, représentée par une
diminution de plus de moitié de I’AUC lors de la premiere heure
(Figure 31B), suggérant ainsi qu'un défaut de
sécrétion d’'insuline puisse étre, in vivo, a l'origine de cette intolérance au glucose. En
effet, les rats HFHS présentent par ailleurs une sensibilité normale a I'insuline, comme
I'indique le test de sensibilité a I'insuline (ITT)
(Figure 31C). L’utilisation de glucose par les tissus

insulino-sensibles n’est donc pas en cause pour expliquer cette intolérance.
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Figure 31 :: Tests de tolérance au glucose et de sensibilité a I'insuline chez les rats nourris pendant
3 semaines avec un régime STD vs. HFHS

(A) glycémie et (B) insulinémie lors d’un test de tolérance au glucose (injection sous cutanée de 2 g/kg de
glucose) chez des rats STD et HFHS (n=6-7), ainsi que leur aire sous la courbe (AUC) associée. (C) Glycémie
lors d’un test de sensibilité a l'insuline (injection sous-cutanée de 1 U/kg d’insuline) chez des rats STD et
HFHS (n=6) ainsi que I'AUC associée. Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM. Les * représentent
une différence significative apres analyse statistique par une ANOVA a deux facteurs sur mesures répétées ou
d’un test de Student pour les AUC (* p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001).
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Figure 32 : 3 semaines d’exposition au régime HFHS n’entraine pas de modification de la capacité
sécrétoire des cellules  du pancréas ni de leur contenu en insuline.

(A) Contenu en insuline des ilots pancréatiques. (B) Sécrétion d’insuline des ilots pancréatiques incubés en
présence de concentrations croissantes de glucose (2 mM, 12 mM et 20 mM). Les résultats sont exprimés par
la moyenne + SEM. Les analyses statistiques (test de Student sur les contenus insulinémiques, ANOVA a deux
facteurs sur les sécrétions d’insuline) n’ont pas montré d’effet significatif du régime HFHS sur la capacité
sécrétoire des cellules  pancréatiques en réponse au glucose.




c) Etude de la capacité sécrétoire des cellules 3 pancréatiques

L’absence de sécrétion d’insuline lors du test de détection hypothalamique du
glucose in vivo chez les rats HFHS peut avoir plusieurs origines : une altération de la
capacité sécrétoire des cellules 3 du pancréas, et ce, des 3 semaines d’exposition au
régime HFHS, une origine purement nerveuse, ou les deux défauts concomitants.

Afin de déterminer si les rats nourris avec le régime HFHS pendant 3 semaines
présentent déja une altération des cellules 3, leur capacité sécrétoire a été testée in vitro,
sur llots isolés, en présence de concentrations croissantes de glucose.

Les résultats ne montrent pas de différence de contenu en insuline des flots
pancréatiques chez les rats STD et HFHS

(Figure 32), ni de la sécrétion d’insuline entre les ilots des rats STD et les ilots
des rats HFHS, en situation basale (glucose 2 mM) ou apres stimulation (glucose 12 mM

et 20 mM)

(Figure 32).

Les rats nourris avec le régime HFHS pendant 3 semaines ne présentent donc pas
d’altération du contenu en insuline, ni de la capacité sécrétoire des cellules f du
pancréas in vitro, ce qui suggere que l'ilot lui-méme n’est pas a l'origine de I'altération du
pic d’insuline en réponse a l'injection intra-carotidienne de glucose in vivo, et que la

commande vagale pourrait étre la cause premiere du défaut observé.

d) Hyperglycémie cérébrale et tonus parasympathique de l'axe

hypothalamo-pancréatique

La communication nerveuse entre I'hypothalamus et le pancréas, relayée par le
systéeme nerveux parasympathique, est responsable de la commande nerveuse de la
sécrétion d’insuline. Ainsi, dans le but de déterminer si l'altération de la sécrétion
observée chez les rats nourris pendant 3 semaines avec le régime HFHS a pour origine
un défaut de l'activité nerveuse de l'axe hypothalamo-pancréatique, nous avons
enregistré I'activité du nerf vague suite au test de détection hypothalamique du glucose

(injection intra-carotidienne d'un bolus de glucose a 9 mg/kg).
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Figure 33 : Les rats HFHS présentent une diminution du tonus parasympathique en réponse a une
injection intra-carotidienne de glucose

(A) Le nombre de potentiels d’action par seconde en condition basale chez les rats STD (n=8) et chez les rats
HFHS (n=7) n’est pas significativement modifié (test de Student). (B) Le nombre de potentiel d’action par
seconde, exprimé ici en % du basal (-30-0s) est significativement diminué chez les rats HFHS par rapport aux
rats STD, 30 a 90s apreés l'injection intra-carotidienne de glucose. Les résultats sont exprimés par la moyenne
+ SEM. Les * représentent une différence significative entre les groupes STD et HFHS, d’aprés une ANOVA a
deux facteurs sur mesures répétées (* p<0,05).




Les résultats montrent que le nombre de potentiels d’action n’est pas modifié en
condition basale chez les rats HFHS par rapport aux rats STD

(Figure 33A). En revanche, on observe une

diminution significative de la fréquence de ces potentiels d’action chez les rats HFHS,

entre 30 et 90s apres l'injection de glucose, période qui correspond au pic d’insuline

(Figure 33B). Ces résultats indiquent une diminution du tonus
parasympathique en réponse a une hyperglycémie cérébrale chez les rats nourris
pendant 3 semaines avec le régime HFHS, ce qui pourrait expliquer 'absence de pic de

sécrétion d’'insuline observé chez ces animaux.

e) Effet du régime HFHS sur la détection hypothalamique du

glucose in vitro

Afin de déterminer si l'altération de la commande nerveuse du pic d’insuline
observée in vivo en réponse au glucose est bien due a un défaut de la détection de
I'hyperglycémie par les neurones HGE de l'hypothalamus, l'activité nerveuse de
neurones hypothalamiques fraichement dissociés a été analysée indirectement en
mesurant leur activité calcique en réponse a une augmentation de la concentration de
glucose (la dépolarisation des neurones entrainant l'ouverture de canaux calciques
voltages-dépendants).

Ainsi, les neurones d’hypothalami fraichement isolés de rats nourris avec les
régimes STD ou HFHS pendant 3 semaines ont été étudiés par imagerie calcique, en
réponse a une augmentation de la concentration de glucose, afin de mimer une
hyperglycémie in vitro (Figure 34A). Les résultats montrent une diminution de la
réponse des neurones hypothalamiques sensibles au glucose chez les rats HFHS,
représentée par 'aire sous la courbe (Figure 34B), alors que le
nombre de neurones HGE n’est pas
différent entre les groupes STD et HFHS (Figure 34C).

Ces résultats montrent donc que des 3 semaines d’exposition au régime HFHS, les
neurones HGE de I'’hypothalamus présentent un défaut d’activité électrique en réponse a
une augmentation de la concentration de glucose. L’altération de cette réponse pourrait

ainsi étre a I'origine du défaut de communication via I'axe hypothalamo-pancréatique, et
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Figure 34 : Détection hypothalamique du glucose in vitro chez les rats nourris pendant 3 semaines
avec un régime STD vs. HFHS.

(A) Traces d'imagerie calcique représentatives montrant les réponses de neurones HGE hypothalamiques
chez un rat STD (a gauche) et un rat HFHS (a droite) lors d’une augmentation de la concentration de glucose
de 2,5 mM a 10 mM. (B) Quantification de I'amplitude de la réponse au glucose (AUC) des neurones HGE
(STD : n=31; HFHS n=34; 3 cultures indépendantes). (C) Quantification du % de neurones HGE enregistrés
dans les cultures issues d’hypothalamus de rats STD ou HFHS. Les résultats sont exprimés par la moyenne #
SEM. Les * représentent une différence significative aprés analyse statistique par un test de Mann-Whitney
sur des données non appariées (*** p<0,001).




finalement étre responsable de l'absence de sécrétion d’insuline lors d’une

hyperglycémie cérébrale.
3) Conclusion

Au cours de cette premiere partie de mes travaux de these, nous avons mis en
place un modele d’étude de l'altération précoce de la détection hypothalamique du
glucose. Les rats, nourris pendant 3 semaines avec un régime gras enrichi en saccharose,
présentaient les caractéristiques typiques d’un diabete précoce, avec une hyperglycémie
basale et une intolérance au glucose, sans modification de leur insulinémie ni de leur
sensibilité a I'insuline.

Ces animaux ne présentaient pas encore de phénotype obese avec un poids
corporel non modifié par le régime HFHS, mais leur masse grasse était significativement
augmentée, associée a une forte augmentation du taux circulant de leptine et de TG. De
plus, les rats nourris avec le régime HFHS pendant 6 ou 9 semaines présentaient une
augmentation significative de leur poids corporel (données non présentées) confirmant
le potentiel obésogene de ce régime.

De fagon intéressante, les rats présentaient déja une altération de la détection
hypothalamique du glucose. En effet, une injection intra-carotidienne de glucose a une
dose de 9 mg/kg, n’induisait pas de sécrétion d’'insuline chez les rats HFHS alors qu’elle
engendrait cette sécrétion chez les rats STD. L’étude de la capacité sécrétoire en insuline
des ilots du pancréas, ainsi que I'étude de la détection in vitro du glucose par les
neurones HGE hypothalamiques indique que 'absence de sécrétion d’'insuline dans le
test de détection hypothalamique du glucose in vivo a trés probablement pour origine
une altération au niveau central et non intrinseque a la cellule B pancréatique. Le fait
que les neurones HGE ne soient plus capables de détecter correctement une
hyperglycémie induirait une diminution de l'activation du tonus parasympathique,
indispensable pour la commande hypothalamo-pancréatique.

Le modele expérimental que nous avons mis en place semble donc étre un
excellent modele d’étude pour déterminer I'importance et l'implication des défauts
centraux dans le développement du diabete. La suite de ce travail a consisté a étudier les
mécanismes moléculaires impliqués dans ces défauts centraux, et plus particulierement,
I'implication de la dynamique mitochondriale et de la production hypothalamique des

mROS en réponse a I'hyperglycémie.

154






Partie 2 : Implication de la
dynamique mitochondriale et des mROS
dans l'altération de la détection
hypothalamique du glucose

1) Approches méthodologiques
a) Dosage ROS

Les rats anesthésiés ont regu une injection intra-carotidienne de glucose (9 mg/kg)
ou de NaCl, selon le protocole du test de détection hypothalamique du glucose (voir
partie 1). Les MBH ont ensuite été prélevés 1 min apres l'injection (temps correspondant
au pic de sécrétion d’insuline enregistré chez les animaux STD en réponse a l'injection
de glucose (voir partie 1)), immédiatement congelés dans I'azote liquide puis stockés a -
80°C.

Le protocole utilisé a été adapté d'une publication sur le muscle cardiaque
(Szabados et al, 1999). Le principe du dosage est d’utiliser la sonde dichlorodihydro-
fluorescéine (H2-DCFDA, #C2938 ; Molecular Probes) sur des tissus frais, molécule qui
émet une fluorescence mesurable lorsqu’elle est oxydée par les ROS, et plus
spécifiquement par H20x.

Les tissus ont été homogénéisés dans 500 pl de tampon A (150 mM KCl, 20 mM
Tris, 0,5 mM EDTA, 1 mM MgClz, 5 mM glucose, 0,5 mM acide octanoique, pH 7,4) a l'aide
d’'un potter. Les échantillons ont ensuite été incubés avec la sonde H>-DCFDA, a
concentration finale de 10 uM, pendant 30 min a 37°C. La réaction a ensuite été stoppée
avec 250 pl d’éthanol 70% et 250 pl de HCI 0,1 M puis les échantillons ont été
centrifugés (3 000 g, 15 min, 4°C), le surnageant contient la sonde fluorescente et le
culot contient les protéines. Les culots ont été homogénéisés avec un tampon B (210 mM
mannitol, 70 mM sucrose, 10 mM HEPES, 10 mM DTT, cocktail d’anti-protéases
(#05892970001 ; Roche diagnostics)) afin de réaliser un dosage protéique. Les
surnageants ont été neutralisés avec 1 M NaHCOs3 puis centrifugés (6 000 g, 15 min, 4°C).
La fluorescence, mesurée grace a un lecteur de plaque (Perkin Elmer) avec une

excitation a 490 nm et a une émission a 535 nm, est exprimée en pourcentage de la
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fluorescence mesurée chez les rats contrdles (STD-NaCl), rapportée a la quantité de

protéines présentes dans I'échantillon.
b) Détermination de I'état oxydé/réduit du glutathion

Le dosage de I'état oxydé/réduit du glutathion a été réalisé en collaboration avec le
Dr. Anne Galinier, service de biochimie nutritionnelle, a Toulouse.

Apres anesthésie des rats, les MBH ont été rapidement disséqués apres
décapitation. Les tissus ont été lysés dans un tampon de lyse (3 mM EDTA, 150 mM KCl,
pH=7,4), 50 ul d’homogénat ont été mixés avec 450 pl d’acide métaphosphorique a 5%
puis centrifugé (10,000 g, 10 min, 4°C). Les dosages de la quantité de GSSG et GSH ont

été mesurés sur les surnageants par HPLC (Galinier et al., 2006).
c) Mesure de la respiration mitochondriale

La respiration mitochondriale a été mesurée a I'aide d’'un oxygraphe (Oxygraph-2k;
Oroboros Instruments). Les MBH, fraichement disséqués, ont été homogénéisés dans un
milieu de respiration adaptée aux mitochondries (MiR05) contenant de la saponine pour
la perméabilisation des membranes. Approximativement 3mg de tissu ont été transférés
dans la chambre d’enregistrement de 1'oxygraphe.

Les différents états de la chaine respiratoire ont été étudiés selon la convention
adoptée en 1956, qui suit l'ordre typique d’addition d’agents pharmacologiques lors
d’'une expérience (Chance and Williams, 1956). Ainsi, I'état 1 correspond a la respiration
basale. L'état 2 est mesuré apres l'addition de substrats, du glutamate 10 mM pour
stimuler le complexe I puis du succinate 10 mM pour stimuler le complexe II. C’est une
respiration ralentie due a une faible quantité d’ADP (quantité endogene présente). L’état
3 est mesuré apres l'addition de 2,5 mM d’ADP, correspondant a la respiration
mitochondriale couplée avec une synthése d’ATP maximale. L’état 4 (respiration non
couplée) est mesuré apres l'addition de 0,75 mM de carboxy-atractyloside (Catr), un
inhibiteur indirect de '’ATP synthase. Afin de mesurer la capacité maximale de la
respiration mitochondriale, un agent découplant est ajouté, le carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone (2,5 pM, CCCP). Le CCCP est un découplant, responsable de la
fuite des protons. Enfin, afin de différencier la contribution des complexes I et II a la

chalne respiratoire, 5 uM de roténone est ajouté afin de bloquer le complexe I.
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La consommation en oxygene est mesurée via le logiciel « DataGraph» et
normalisée au poids du tissu. Tous les produits chimiques ont été achetés chez Sigma
Aldrich. Le milieu de respiration a été préparé selon le protocole fourni par Oroboros

Instruments. Pour plus d’information, consulter http://www.oroboros.at/.

d) Constitution des fractions mitochondriales

Les rats anesthésiés ont regu une injection intra-carotidienne de glucose (9 mg/kg)
ou de NaCl, selon le protocole du test de détection hypothalamique du glucose (voir
partie 1). Les MBH ont ensuite été prélevés 1 min apres l'injection, puis homogénéisés
dans un tampon glacé MB+ (10 mM HEPES, 210 mM mannitol, 10 mM DTT, 70 mM
sucrose, cocktail d’inhibiteurs de protéases [complete EDTA, Roche diagnostics]) a I'aide
d’'un potter. Les homogénats ont été centrifugés a 1,000g, 10 min a 4°C, puis les
surnageants a 10,000g, 10 min a 4°C. Les culots restants, enrichis en mitochondries, ont
été re-homogénéisés dans le tampon MB+ puis stockés a -80°C jusqu’aux analyses par

Western blot.
e) Western blot

Les protéines (20 pg) ont été séparées sur des gels a 12% d’acrylamide par SDS-
PAGE. Apres transfert sur membranes PVDF, puis blocage 1h a RT dans une solution de
5% de lait écrémé (#1706404, Biorad), les membranes ont été incubées avec une
solution de 1% de lait écrémé contenant les anticorps primaires anti-OXPHOS (1/1,000 ;
souris ; Mitosciences), anti-Actine (1/10,000 ; souris ; Millipore), anti-DRP1 (1/10,000 ;
souris ; BD Biosciences), anti-OPA1 (1/500 ; souris ; BD Biosciences), anti-FIS1 (1/500;
lapin ; Clinisciences) ou anti-MFN2 (1/500; souris; Abnova), sur la nuit a 4°C. Les
bandes spécifiques ont été détectées avec les anticorps secondaires conjugués a une
peroxydase, anti-souris (1/10 000 ; mouton ; GE healthcare) ou anti-lapin (1/10 000 ;
ane ; GE healthcare), 1h a RT. Les bandes ont été révélées par chemiluminescence par
I'addition d’enhanced chemiluminescence (ECL) (#1705060, Bio-Rad) et visualisées a

'aide d’'un ChemiDoc (XRS+ system ; BioRad) pour 'analyse densitométrique.
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Figure 35 : Altération de la signalisation redox dans I’hypothalamus des rats HFHS en réponse a
I'hyperglycémie cérébrale

(A) Production de ROS dans le MBH 1 min apreés une injection intra-carotidienne de glucose (9 mg/kg) ou de
NaCl chez des rats STD et HFHS (n=10). (B) Etat oxydé/(oxydé+réduit) du glutathion dans le MBH de rats
STD et HFHS (n=7). Les résultats sont exprimés par la moyenne *+ SEM. Les * représentent une différence
significative aprés analyse statistique par une ANOVA a deux facteurs ou un test de Student (ns = non
significatif ; * p<0,05).




2) Résultats

a) Altération de la signalisation ROS chez les rats HFHS

Notre équipe ayant précédemment montré que la détection hypothalamique du
glucose requiert une signalisation ROS (Leloup et al, 2006), nous avons donc étudié si
'altération de la détection hypothalamique du glucose chez les rats HFHS implique un
défaut de cette signalisation. Comme dans nos études précédentes (Carneiro et al.,, 2012;
Colombani et al, 2009; Leloup et al.,, 2006), I'injection de glucose chez les rats STD induit
une augmentation significative de la production hypothalamique de ROS

(Figure 35A). Cependant, cette augmentation est absente chez
les rats HFHS et la production de ROS apres 'injection
de glucose tend a étre inférieure chez les rats HFHS par rapport aux rats STD

(Figure 35A). Ce résultat montre donc
qu’il existe effectivement une altération de la signalisation ROS dans I'hypothalamus des
rats HFHS en réponse a une hyperglycémie.

De facon intéressante, le niveau basal de ROS, évalué apreés l'injection intra-
carotidienne de NaCl, est similaire entre les deux groupes de rats

(Figure 35A). Ce résultat suggere que l'état redox de
I’hypothalamus n’a pas été affecté par le régime HFHS. Pour vérifier cette hypothese, le
statut oxydé/réduit du glutathion a été mesuré, par le ratio GSSG/GSx. Les résultats ne
montrent pas de différence de I'état oxydé/réduit du glutathion dans les MBH des rats
HFHS par rapport aux rats STD
(Figure 35B). La consommation du régime HFHS n’a donc pas encore engendré de
stress oxydant au niveau central, montrant que le défaut observé est spécifique de la

réponse a I’hyperglycémie.
b) Dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale

Comme nous 'avons vu en introduction, un défaut de la production de mROS en
réponse au glucose peut avoir deux origines : une altération du systeme antioxydant,
et/ou un dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Les derniers
résultats ne montrant pas de modification de I'état oxydé/réduit du glutathion, nous

pouvons conclure que le systeme antioxydant n’entre pas en jeu dans ce cas. Nous avons
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Figure 36 : Dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale chez les rats HFHS
Consommation en oxygéne mesurée sur les MBH (A-B) ou les cortex (C-D) de rats STD et HFHS (n=5) en
condition basale ou en réponse a des agents pharmacologiques. Le glutamate permet la stimulation du
complexe I et le succinate stimule le complexe II. L'ajout d’ADP permet la stimulation maximale du complexe
V, et donc de la respiration couplée, et l'inhibition indirecte du complexe V par [l'ajout de carboxy
atractyloside (Catr) permettant d’étudier la respiration non couplée. L’addition du CCCP, va permettre la
fuite des protons et donc une respiration maximale non couplée. Enfin, l'inhibiteur du complexe I, la roténone,
permet a ce stade de mesurer le transfert des électrons a une vitesse maximale entre les complexes 1l a IV. Les
résultats sont exprimés par la moyenne + SEM. Les * représentent une différence significative apreés analyse
statistique par un test de Mann Whitney (** p<0,01).




donc orienté notre étude sur I'étude du fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale, par une méthode d’oxygraphie. Cette méthode permet I'analyse tres
précise de la consommation d’oxygene en présence d’agents pharmacologiques capables
de moduler la vitesse de transfert des électrons le long de la chaine respiratoire. Par une
séquence préalablement déterminée d’ajouts successifs de ces stimulateurs ou
inhibiteurs, il est alors possible de déterminer la contribution de chaque complexe dans
la respiration mitochondriale.

Tout d’abord, la consommation d’oxygéne en condition basale n’est pas différente
entre les groupes
(Figure 36A), ce qui indique que la respiration est normale en condition de repos chez
les rats HFHS. Cependant, la stimulation de la chaine respiratoire avec ses substrats, par
les ajouts successifs du glutamate (stimulation du complexe I) et du succinate
(stimulation du complexe II), montre une moindre stimulation de la respiration chez les

rats HFHS par rapport aux rats STD

(Figure 36B).
La diminution de la consommation en oxygene dans les MBH des rats HFHS est toujours
présente apres l'ajout d’'une concentration saturante d’ADP (stimulation maximale du
complexe V, et donc de la respiration couplée)

(Figure 36B). Cependant, 'inhibition
du complexe V par I'ajout de Catr (permettant d’étudier la respiration non couplée)
restaure une respiration similaire entre les deux groupes lorsqu’elle est indépendante
du complexe V

(Figure 36B). De méme, I'ajout du CCCP, qui va permettre la fuite des protons
et donc une respiration maximale non couplée, ne modifie pas la consommation en
oxygene chez les rats HFHS par rapport aux rats STD

(Figure 36B). Enfin, I'inhibiteur du
complexe I, la roténone, qui permet a ce stade de mesurer le transfert a une vitesse
maximale des électrons entre les complexes I a IV, montre une forte tendance a

diminuer la respiration mitochondriale chez les rats HFHS par rapport aux rats STD

(Figure 36B).
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Analyse par Western Blot et immunoblot représentatif de l'expression des cinq complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale dans le MBH de rats STD (n=8) et HFHS (n=6). La densité optique correspondant
a chaque complexe est rapportée a la densité optique de l'actine pour normalisation. Les résultats sont
exprimés par la moyenne + SEM et exprimés en pourcentage des STD. Aucune différence n’a été trouvée apres
analyse statistique par un test de Mann Whitney.



L’ensemble de ces résultats met en avant une diminution du fonctionnement de la
respiration couplée chez les rats HFHS par rapport aux rats STD, lorsque celle-ci est
stimulée par des substrats, impliquant plus particulierement les complexes II et V. Ce
dysfonctionnement implique le transfert d’électrons a travers la chaine respiratoire
dépendante de la phosphorylation de I’ADP. Par ailleurs, ces modifications dans le
fonctionnement de la chalne respiratoire sont spécifiques a ’hypothalamus, en effet,
aucune modification de la respiration mitochondriale n’a été observée dans le cortex,
que nous avons étudié comme région controle (Figures 36C-D).

L’étude semi-quantitative des protéines composant la chaine respiratoire ne

montre pas de différence entre les rats STD et HFHS

(Figure 37), indiquant que le dysfonctionnement observé n’est pas du a une diminution
du nombre de complexes mitochondriaux, mais bien a une altération directe de leur

fonctionnement.
c) Altération de la dynamique mitochondriale

Notre équipe a précédemment montré qu'une hyperglycémie cérébrale induit la
translocation de la protéine de fission DRP1 a la mitochondrie dans le MBH. De plus,
L’inhibition de la protéine DRP1 dans le MBH bloque la production de ROS en réponse a
une injection intra-carotidienne de glucose, ainsi que le controle nerveux de la sécrétion
d’insuline (Carneiro et al., 2012). Dans ce contexte, nous avons fait I'hypothese que les
défauts de la production de ROS observés chez les rats HFHS, associés a l'altération de la
chaine respiratoire mitochondriale, étaient liés a un défaut de I'adressage de DRP1 a la
mitochondrie en réponse au glucose.

Nous avons tout d’abord mesuré la quantité totale des protéines impliquées dans
la dynamique mitochondriale dans les MBH des rats STD et HFHS. Aucune différence n’a
été constatée, que ce soit pour les protéines de fission DRP1 et FIS1

, ou pour les protéines de fusion MFN2 et OPA1l
(Figure 38A). Nous avons ensuite mesuré la translocation de DRP1 a la mitochondrie en
réponse a une injection intra-carotidienne de glucose. L’analyse a été effectuée sur des
fractions enrichies en mitochondries extraites des MBH, 1 min apres l'injection de

glucose. Comme notre équipe I'a précédemment montré (Carneiro et al, 2012),
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Figure 38 : Quantification relative des acteurs de la dynamique mitochondriale par Western blot

(A) Analyse par Western Blot et inmunoblots représentatifs de la quantité relative des principaux acteurs de
la dynamique mitochondriale dans les MBH des rats STD et HFHS (n=7). (B) Analyse par Western Blot et
immunoblots représentatifs de la quantité relative de la protéine de fission DRP1 dans les fractions enrichies
en mitochondries de MBH des rats STD et HFHS (n=6), aprés injection intra-carotidienne de glucose (9
mg/kg) ou de NaCl, a 1 min. La densité optique correspondant a chaque protéine est rapportée a la densité
optique de l'actine pour normalisation. Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM et exprimés en
pourcentage des STD ou STD-NaCl. Il n’y a pas de différence significative de la quantité relative totale des
acteurs de la dynamique. Les * représentent une différence significative aprés analyse statistique par une
ANOVA a deux facteurs pour I'adressage de DRP1 (* p<0,05 ; ** p<0,01).



I'hyperglycémie cérébrale induit une augmentation significative de la quantité de DRP1
a la mitochondrie chez les rats STD (Figure 38B).
Cependant, I'adressage de la protéine DRP1 a la mitochondrie n’est plus présent chez les
rats HFHS (Figure 38B). De plus, la quantité de
DRP1 a la mitochondrie suite a l'injection de glucose est significativement plus faible
chez les rats HFHS par rapport aux rats STD

(Figure 38B). Ces résultats montrent donc qu’il existe une altération de la
dynamique mitochondriale, et plus particuliéerement de I'adressage de la protéine DRP1

a la mitochondrie au niveau hypothalamique en réponse a une hyperglycémie cérébrale.
3) Conclusion

Dans cette deuxieme partie, nous avons mis en évidence I'implication de défauts
mitochondriaux dans l'altération de la détection hypothalamique du glucose, et plus
particulierement de la signalisation ROS et de la dynamique mitochondriale.

Au vu des résultats, il semblerait que I'exposition au régime HFHS modifie les
événements de dynamique mitochondriale, altérant ainsi la réponse a une
hyperglycémie cérébrale. Plus particulierement, 'adressage de la protéine DRP1 a la
mitochondrie n’est pas induit par cette augmentation de la concentration de glucose
hypothalamique chez les rats HFHS. Ces modifications de dynamique peuvent alors
avoir des effets négatifs sur le fonctionnement de la chaine respiratoire. En effet, on
observe une consommation mitochondriale en oxygene diminuée chez les rats HFHS
lorsque que le complexe II et V sont stimulés en condition de respiration couplée, ce qui
peut expliquer I'absence de production de ROS en réponse a I'hyperglycémie.

La suite de ce travail a consisté a déterminer quel(s) acteur(s) moléculaire(s)
dérégulé(s) pourrai(en)t étre a 'origine de I'ensemble des défauts observés, notamment
concernant le défaut de translocation de la protéine DRP1. Ainsi, la réversion de cet ou

ces acteur(s) permettrait de rétablir une détection hypothalamique du glucose similaire

a celle observée chez les rats STD.
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Partie 3 : Réversion du phénotype

1) Approches méthodologiques
a) Injections ICV

Apres anesthésie, les rats ont été implantés avec un cathéter dans la carotide (voir
partie 1 - 1) b) Test de détection hypothalamique du glucose). A la suite de cette
chirurgie vasculaire, les rats ont été installés dans un cadre stéréotaxique dans le but de
recevoir différents traitements dans le 3V, selon la question posée (coordonnés : 2,4 mm
en arriére de bregma, 9 mm de profondeur). Ainsi, les rats ont recu une injection ICV soit
de leptine murine recombinante (5 pg dans 5 pl en 5 min ; Peprotech), soit un inhibiteur
de 'AMPK, la dorsomorphine, aussi appelée composé C (CC; 100 nM dans 10 pl en 10
min ; sc-361173, Santa Cruz). Les rats ont ensuite regu une injection intra-carotidienne
de glucose (9 mg/kg), respectivement 30 ou 60 min apres l'injection ICV. Les rats
contrdles ont recu une injection ICV de liquide cérébro-spinal artificiel (aCSF, Tocris). A
la fin de 'expérience, les cerveaux ont été rapidement prélevés, les MBH disséqués et
immédiatement congelés dans de l'azote liquide. Les plasmas et cerveaux ont été

conservés a -80°C jusqu’aux analyses ultérieures.
b) Western Blot

Le protocole de WB utilisé dans cette partie est quasiment identique a la partie
précédente, avec quelques modifications. Les protéines (40 pg) ont été séparées sur des
gels a 10% d’acrylamide par SDS-PAGE. Apres transfert sur membranes de
nitrocellulose, puis blocage 1h a RT dans une solution de 5% de BSA, les membranes ont
été incubées avec une solution de 1% de lait écrémé contenant les anticorps primaires
anti-phospho AMPK (1/1,000 ; lapin; Cell signaling), anti-AMPK (1/1,000 ; lapin ; Cell
signaling), anti-phospho STAT3 (1/2,000 ; lapin ; Abcam), anti-STAT3 (1/2,000 ; lapin;
Abcam), anti-phospho AKT (1/1 000 ; lapin; Cell signaling) ou anti-AKT (1/1 000 ;
lapin ; Cell signaling). La suite du protocole est identique a la partie précédente (voir

partie 2 - 1) e) Western blot).

170



A 04 B

200
## .- STD-aCSF

& ~e HFHS-aCSF
& -m- HFHs-CC

100

PAMPK/AMPK
(% STD-aCSF)

X
Bl
I
w
]
+
+

(2]
(]
[

+

(=]

Delta insuline (pU/ml)
o
o

PAMPK 62 kDa

Temps (min)

AMPK | e s o 62 kDa

Figure 39 : Une sur-activation de 'AMPK n’est pas impliquée dans l'altération de la détection
hypothalamique du glucose observée chez les rats HFHS

(A) Analyse par WB et immunoblot représentatif de la forme phosphorylée par rapport a la forme totale de
I'AMPK dans les MBH des rats STD et HFHS (n=6-7) injectés ou non avec l'inhibiteur de 'AMPK, le composé C
(CC). (B) Test de détection hypothalamique du glucose chez les rats STD et HFHS (n=6-7) injectés ou non avec
le CC. Les résultats sont exprimés par les moyennes + SEM. Les * représentent une différence significative
entre les rats STD-aCSF et HFHS-aCSF ; les # représentent une différence significative entre les rats STD-aCSF
et HFHS-CC apreés analyse statistique par une ANOVA a deux facteurs sur mesures répétées ou non (* p<0,05;
## p<0,01 ; ***p<0,001).




2) Résultats
a) L’AMPK et la régulation de la dynamique mitochondriale

La fission mitochondriale est un mécanisme trés complexe qui implique de
nombreuses modifications post-traductionnelles (Archer, 2013). Parmi ces
modifications, la phosphorylation de DRP1 permet son adressage a la mitochondrie. De
plus, récemment, une étude a montré que 'AMPK est impliqué dans la phosphorylation
de DRP1, modulant ainsi sa translocation (Wikstrom et al, 2013). Ces travaux ont en
effet montré qu'une augmentation de la forme active de 'AMPK (forme phosphorylée)
bloque la phosphorylation de DRP1 et aboutit a un réseau mitochondrial tubulaire. Dans
ce contexte, nous avons fait I'hypothese que I’AMPK, dont le niveau d’activation est
sensible aux taux de glucose, pourrait étre anormalement suractivée par le régime
hypercalorique chez les rats HFHS et ainsi bloquer la translocation de DRP1.

Les résultats montrent que les rats HFHS présentent effectivement une
augmentation significative du ratio pAMPK/AMPK dans le MBH

(Figure 39A). L'injection aigue en ICV de l'inhibiteur de '’AMPK, le Compound

C (CC) chez ces animaux permet un retour a la normale du ratio pAMPK/AMPK

(Figure 39A). Cependant, la réversion du niveau d’AMPK phosphorylée ne
permet pas de restaurer, méme en partie, le pic d’'insuline en réponse a l'injection intra-

carotidienne de glucose chez les rats nourris avec le régime HFHS

(Figure 39B).
Ces résultats suggerent que 'augmentation de 'activation de '’AMPK n’est pas, a
elle seule, responsable de I'altération de la détection hypothalamique du glucose que

nous observons chez les rats HFHS.

b) Résistance centrale a la leptine et détection hypothalamique de

I'hyperglycémie

Comme décrit dans la partie 1 des résultats, les rats HFHS présentent une forte
augmentation de leur taux de leptine circulant (multiplié par 2). Notre seconde

hypothese a donc été que la leptine, dérégulée dans ce modele, pouvait étre a I'origine
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Figure 40 : La voie de signalisation de STAT3 n’est pas impliquée dans l'altération de la détection
hypothalamique du glucose observée chez les rats HFHS

(A) Analyse par WB et immunoblot représentatif de la forme phosphorylée et de la forme totale de STAT3
dans les MBH des rats STD et HFHS (n=6-7) injectés ou non avec la leptine. (B) Test de détection
hypothalamique du glucose chez les rats STD et HFHS (n=6-7) injectés ou non avec la leptine. Les résultats
sont exprimés par la moyenne + SEM. Les * représentent une différence significative entre les rats STD-aCSF
et HFHS-aCSF ; les # représentent une différence significative entre les rats STD-aCSF et HFHS-leptine aprés
analyse statistique par une ANOVA a deux facteurs sur mesures répétées ou non (** p<0,01 ; ### p<0,001).
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Figure 41 : Les rats HFHS présentent une modification de la voie de signalisation impliquant AKT
Analyse par WB et inmunoblot représentatif de 'expression protéique de la forme phosphorylée sur la forme
totale de AKT dans les MBH des rats STD et HFHS (n=6-7) en condition basale. Les résultats sont exprimés par
la moyenne + SEM. Une forte tendance a été détectée apres analyse statistique par un test de Man-Whitney
(p=0,051).




du défaut de détection hypothalamique du glucose que nous observons. Ces rats ne
présentent pas de modification de leur PA dans les 10 derniers jours de régime,
suggérant le développement d'une résistance a la leptine au niveau central. Deux
mécanismes peuvent étre impliqués dans cette résistance : soit la leptine n’est pas
capable d’atteindre sa cible, par une diminution du transport cérébral de 'hormone a
travers la BHE, mais qui peut étre réversée par une injection centrale de leptine, soit la
leptine n’est plus capable d’induire sa cascade de signalisation, quel que soit le mode
d’injection, dans quel cas la résistance se trouve aussi au niveau cellulaire (Miinzberg
and Myers, 2005).

Nous avons donc étudié la voie de signalisation de la leptine aprés une injection
centrale de I'hormone, via I’état de phosphorylation de STAT3. Nos résultats montrent
que chez les rats STD comme chez les rats HFHS, l'injection ICV de leptine induit la
phosphorylation de STAT3

(Figure 40A). Cependant, l'injection ICV de leptine et la restauration de la
signalisation n’ont pas permis de restaurer le pic d’'insuline lors d’un test de détection

hypothalamique du glucose chez les rats nourris avec le régime HFHS

(Figure 40B).
Ces résultats indiquent qu’une éventuelle résistance a la leptine développée par les
rats HFHS n’est pas impliquée dans l'altération de la détection hypothalamique du

glucose.

c) Résistance centrale a I'insuline et détection hypothalamique de

I'hyperglycémie

Une autre hypothese serait que les rats HFHS aurait développé une résistance
centrale a l'insuline, malgré un taux circulant non modifié par rapport aux rats STD.
Nous avons ainsi quantifié, en condition basale, le niveau de phosphorylation de AKT,
voie de signalisation principale de I'insuline, mais aussi une des composantes des voies
de signalisation de la leptine Les résultats montrent une forte tendance a la diminution
de l'activation d’AKT chez les rats HFHS

(Figure 41), suggérant ainsi la présence d’une résistance centrale a I'insuline

puisque AKT fait partie de la voie canonique de cette hormone.
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Discussion géneérale et perspectives

La détection hypothalamique du glucose est un mécanisme complexe qui participe
au maintien de 'homéostasie glucidique, et plus généralement a I'équilibre énergétique
de I'organisme. Elle permet la mise en place de réponses périphériques adaptées telles
que la sécrétion d’insuline par le pancréas, ou la régulation de la PA.

Ces derniéeres années, notre équipe cherche a mettre en évidence les mécanismes
moléculaires impliqués dans la détection centrale de I'hyperglycémie. Ainsi, il a été
démontré que la signalisation par les mROS était indispensable a I'activation électrique
du NA, événement clé pour la mise en place des réponses périphériques (Leloup et al.,
2006). Cette signalisation redox a aussi été identifiée dans un autre type cellulaire gluco-
sensible, la cellule 3 du pancréas (Leloup et al., 2009; Pi et al.,, 2007), mais dans les deux
cas, les cibles de cette signalisation n’ont pas été identifiées (Leloup et al, 2011).
Toutefois, des travaux en cours dans I'équipe s’orientent vers l'implication des canaux
TRP-C a conductance cationique, dont I'activité est, entre autre, sensible aux ROS.

En paralléle, de nombreuses études ont mis en évidence I'existence d'une étroite
relation entre la morphologie mitochondriale et la production de mROS, in vitro, et leur
implications dans les réponses a I'hyperglycémie (Yu et al, 2006, 2008, 2011). Notre
équipe a également montré l'existence de ces mémes relations dans I’hypothalamus lors

de la détection du glucose, in vivo. (Carneiro et al., 2012).

Mes travaux de theses se sont intéressés a l'implication de I'ensemble de ces
meécanismes, dans un modele pathologique. En effet, notre équipe a montré qu’'un
modele de rats génétiquement obeéses et diabétiques présentaient une hypersensibilité
au glucose, associé a une augmentation du stress oxydant et une diminution de la
signalisation redox en réponse au glucose (Colombani et al., 2009). De plus, le lien entre
le développement d’une insulino-résistance et linstallation d’'un stress oxydant a
largement été montré, et ces dernieres années, 'étude de la morphologie mitochondriale
dans I'hypothalamus apparait comme un élément important dans la régulation de

I’homéostasie énergétique.
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L’exposition au régime HFHS pendant seulement 3 semaines est suffisant pour
induire un phénotype pré-diabétique

Afin d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués lors de l'installation d'un
défaut de la détection hypothalamique du glucose, nous avons développé un modele de
rats susceptibles de développer obésité et diabéte, suite a I'exposition a un régime gras
enrichi en saccharose. Il a trés récemment été montré que l'exposition de rats a un
régime hypercalorique induisait le développement d'une altération de la détection
hypothalamique du glucose (de Andrade et al,, 2015). Cependant, contrairement a cette
étude, nous n’avons utilisé que des rats males afin de nous affranchir des effets induits
par les cycles hormonaux chez la femelle. Pour notre étude, seulement 3 semaines de
régime HFHS était suffisantes pour induire les défauts cérébraux recherchés, alors que
I'étude de de Andrade et al. a été réalisée chez des animaux aprés 8 semaines de régime.
Ainsi, a l'issu de cette courte période de régime, notre modele de rats présentaient
toutes les caractéristiques d'un phénotype pré-diabétique, avec une hyperglycémie a
jeun sans modification de leur insulinémie, une intolérance au glucose et une sensibilité

a l'insuline normale.

Les rats HFHS présentent une altération précoce de Ila détection
hypothalamique du glucose qui pourrait étre responsable du développement d’un
phénotype pré-diabétique

Le prérequis de notre modele était donc le développement précoce d'une
altération de la détection hypothalamique du glucose. Ainsi, une injection intra-
carotidienne de glucose, a une dose induisant une hyperglycémie uniquement cérébrale
a été préalablement montrée comme capable d’induire une sécrétion d’insuline par un
controOle nerveux parasympathique chez des rats controles (Leloup et al., 2006; Niijima,
1975). Or, cette dose n’est plus capable d’'induire ces réponses chez les rats HFHS. En
effet, le pic de sécrétion d’insuline lors du test était fortement diminué suite a I'injection
intra-carotidienne de glucose. De plus, nous avons observé une forte diminution du
tonus parasympathique, mesuré sur la branche thoracique du nerf vague le long de
'artere carotide.

Ce défaut précoce de sécrétion d’insuline, observé lors du test de détection
hypothalamique du glucose semble avoir pour origine I'’hypothalamus. En effet, les

cellules  du pancréas des rats HFHS étaient toujours capables de sécréter de I'insuline,
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et dans les mémes concentrations que les rats STD, lorsque les flots isolés étaient
incubés avec des concentrations croissantes de glucose. De plus, I'étude in vitro de
'activation des neurones HGE de I'hypothalamus, en réponse a une augmentation de la
concentration de glucose, a montré une diminution de la détection du glucose chez les
rats HFHS comparés aux rats STD. Ainsi, la diminution de la capacité de détection du
glucose par les neurones HGE de 'hypothalamus pourrait étre responsable de 'absence
de stimulation du tonus parasympathique, mesurée in vivo, suite a ’hyperglycémie
cérébrale. Les cellules B du pancréas ne seraient pas suffisamment stimulées par la
libération de neurotransmetteurs d’origine vagale (acétylcholine, NPY, PYY...), qui se
lient aux récepteurs muscariniques de type M3 (pour I'acétylcholine) pour déclencher la
sécrétion d’insuline.

La détection hypothalamique du glucose est d'une grande importance en ce qui
concerne la régulation de I'homéostasie énergétique. En effet, il a été montré que
I'inhibition de la détection du glucose via un inhibiteur de la glucokinase (GK) dans
I’hypothalamus induit une intolérance au glucose (Osundiji et al., 2012). Ainsi, 'injection
ICV de glucosamine (atteignant I’hypothalamus), bloquant 'activité de I'’enzyme GK, dont
le role est normalement de transformer le glucose en glucose-6-phosphate (premiere
étape de métabolisation du glucose apreés son entrée dans la cellule), induit une
intolérance au glucose, de fagon similaire a celle observée chez nos rats HFHS. Cette
étude montre 'importance de la détection hypothalamique de 'hyperglycémie pour la
régulation de 'homéostasie énergétique et implique que l'altération de la détection
hypothalamique du glucose observée chez les rats HFHS pourrait étre seule responsable

de leur phénotype pré-diabétique.

Limplication d’un défaut de signalisation redox dans Il'altération de la
détection hypothalamique du glucose serait la conséquence d’un défaut de la
dynamique mitochondriale

Nos résultats montrent que l'injection intra-carotidienne de glucose n’est plus
capable d’induire une production hypothalamique de ROS chez les rats HFHS,
contrairement aux rats STD. Ce défaut de signalisation redox n’est pas associé a
I'existence d’'un stress oxydant au niveau hypothalamique, attesté par un état redox
normal du glutathion. Ainsi, le défaut de cette signalisation serait dii a une diminution de

la production de ROS, et non a 'augmentation des défenses antioxydantes.
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Nous avons précédemment montré que la signalisation redox observée lors d’'une
hyperglycémie était d’origine mitochondriale (Leloup et al., 2006). Nous avons alors
exploré le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale par une technique
d’oxygraphie, et les résultats montrent une diminution de la consommation d’Oz, en
partie lorsque le complexe II est stimulé, mais surtout lorsque la vitesse de transfert des
électrons est limité par 'activité du complexe V (production d’ATP).

Une diminution de l'activité du complexe II de la chaine respiratoire a déja été
reportée dans le muscle cardiaque suite a I'exposition d'un régime HFHS chez la souris
(Sverdlov et al., 2014). Cependant, dans cette étude, les souris sont exposées au régime
pendant 8 mois, induisant un statut oxydant fortement réduit comme attesté par
I'augmentation du rapport GSH/GSx. Les auteurs ont également montré que I'activité du
complexe II était régulée par l'oxydation réversible des cystéines présentes dans sa
composition de facon ROS-dépendante, et la modification du statut oxydant serait
responsable de la diminution de l'activité du complexe II. Cette hypothese ne s’applique
donc pas dans notre cas puisque nous n’observons pas de modification du statut
oxydant chez nos rats HFHS. On peut toutefois émettre I'hypothése que I'enrichissement
du régime alimentaire en lipides conduit, via un mécanisme indéterminé, a I'altération
du complexe II (dont le role est d’activer la chaine respiratoire mitochondriale par
'oxydation du FADH3, produit majoritaire comparé au NADH, H* lors de I'oxydation des
lipides) et finalement perturbe la production de ROS normalement nécessaire a la
détection centrale du glucose. Une hypothése pourrait étre celle de la modification des
contenus en lipides des membranes internes des mitochondries, dont on sait que la
composition est primordiale pour la bonne disposition des crétes, l'insertion des
complexes et leurs interactions.

L’activité du complexe V est quant a lui principalement régulé par 'assemblage
spatial des complexes de la chaine respiratoire (Cogliati et al., 2013). Ainsi, lors d’'une
hyperglycémie, la formation de super-complexes augmente la capacité de synthese
d’ATP. Ces modifications conformationnelles sont aussi dépendantes de la dynamique
mitochondriale, permettant la réorganisation des crétes internes de la mitochondrie.
Pour vérifier cette hypothese, I'étude de l'assemblage des complexes de la chalne
respiratoire mitochondriale par western blot 2D serait nécessaire. Cette technique
consiste a séparer une premiére fois les protéines en condition native (non dénaturante)

afin de conserver I'assemblage des complexes. Une deuxiéme séparation, en condition
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dénaturante cette fois-ci dans une 2¢ dimension, permet de déterminer quels complexes
étaient assemblés entre eux. Ainsi, il serait possible qu'un défaut de dynamique
mitochondriale ne permette pas un assemblage adéquat des complexes de la chaine
respiratoire et serait responsable d’'une diminution de la respiration mitochondriale
chez les rats HFHS.

Dans le but de vérifier qu'un défaut de la dynamique mitochondriale pourrait étre
impliqué dans la diminution de la production de ROS en réponse au glucose chez les rats
HFHS, nous avons étudié un mécanisme impliqué dans la fission mitochondriale,
I'adressage de la protéine DRP1 a la mitochondrie. Notre équipe a préalablement montré
que ce processus était indispensable a la détection hypothalamique du glucose en
condition normale. En effet, des rats injectés avec des ARN interférents contre DRP1
dans I'hypothalamus (induisant une diminution du nombre de mitochondries par cellule,
caractéristique d’'un réseau mitochondriale fusionné), présentaient une diminution de
I'adressage de DRP1 a la mitochondrie et de la production de ROS en réponse a
I’hyperglycémie, associés a la diminution du controle nerveux de la sécrétion d’insuline
(Carneiro et al, 2012). Ainsi, chez nos rats HFHS, I'adressage de DRP1 était diminué
suite a 'injection intra-carotidienne de glucose, comparé aux rats STD. Cependant, afin
de vérifier si ce défaut d’adressage de la protéine a effectivement une conséquence sur
I’état dynamique du réseau mitochondrial, un contréle histologique aurait été nécessaire
afin de vérifier I'état du réseau mitochondrial. En effet, 'état du réseau dépend d’'un
équilibre entre les forces de fission et de fusion, et méme si nos résultats aboutissent a
une diminution de la fission mitochondriale, on ne peut pas conclure sur une
modification de la morphologie des mitochondries. Pour vérifier cette hypotheése, et bien
qu'on ne connaisse pas tous les types cellulaires impliqués dans la détection
hypothalamique du glucose, il serait possible de co-localiser un marqueur
mitochondrial, TOM-20, avec un marqueur d’activation cellulaire, c-Fos, dans le but
d’évaluer l'état dynamique des mitochondries suite a l'hyperglycémie cérébrale
uniquement dans les cellules sensibles a I’hyperglycémie. Le marqueur TOM-20 a déja
été utilisé pour évaluer la morphologie des mitochondries dans les neurones POMC de
souris invalidées par MFN2 (Schneeberger et al, 2013) et l'activation c-Fos dans
I’hypothalamus de rats a déja été observé dans notre équipe suite a l'injection intra-
carotidienne de glucose (Guillod-maximin et al., 2004). Cette expérience pourrait donner

une information supplémentaire sur I'importance de la morphologie mitochondriale

184






dans la détection hypothalamique du glucose et valider définitivement la corrélation

entre morphologie et défaut de 'adressage de DRP1.

Un état suractivé de I'AMPK ainsi que le développement d’une résistance
centrale a la leptine ne seraient pas responsables de l'altération de la détection
hypothalamique du glucose chez les rats HFHS

L’adressage de DRP1 est régulé par de nombreuses modifications post-
traductionnelles, dont une des étapes est I'état de phosphorylation. Or, il a récemment
été montré que l'activation de 'AMPK empéche indirectement la phosphorylation de
DRP1, inhibant son adressage a la mitochondrie (Wikstrom et al, 2013). Nos résultats
montrent que I’AMPK est effectivement fortement activé dans ’hypothalamus des rats
HFHS comparés aux rats STD. Cependant, I'inhibition de I’AMPK par l'injection ICV de
composé C n’a pas permis de rétablir la sécrétion d’insuline en réponse a
I'’hyperglycémie cérébrale. Ce résultat montre que I'état suractivé de ’AMPK ne serait
pas responsable de 'altération de la détection hypothalamique du glucose chez les rats
HFHS, et si 'adressage de DRP1 est la cause de ce défaut, alors 'AMPK suractivée ne
serait pas impliquée

L’activité de '’AMPK dans I'hypothalamus est inhibée par les signaux anorexigenes,
tels que l'insuline ou la leptine (Claret et al, 2007). Bien que nous n’ayons pas observé
de modification du taux plasmatique d’insuline, celui de la leptine a été multiplié par
deux chez les rats HFHS par rapport aux rats STD. Or, nous n’observons pas de
modification de la PA dans les 10 derniers jours de régime entre les rats HFHS et les rats
STD, montrant que la leptine n’applique pas son effet anorexigene chez les rats HFHS.
Ces données suggerent que les rats aient développé une résistance centrale a la leptine
(Miinzberg and Myers, 2005). Plusieurs études ont déja montré que l'exposition a un
régime hypercalorique diminue la capacité de la leptine a atteindre sa cible au niveau
central (Caro et al, 1996; Ottaway et al, 2015). Dans ce cas, I'injection centrale de
leptine permet de rétablir son action. Nous avons donc injecté de la leptine en ICV et
mesuré un des principaux acteurs de la voie de signalisation de la leptine, I'activité de
STAT3. L’injection ICV de leptine chez les rats HFHS induit la méme activation de STAT3
que chez les rats STD mais ne permet pas de rétablir la sécrétion d’insuline en réponse a
I'hyperglycémie cérébrale chez les rats HFHS. Ce résultat montre qu'une éventuelle
résistance centrale a la leptine n’est pas responsable de l'altération de la détection
hypothalamique du glucose observée chez les rats HFHS.
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Il est toutefois a noter que la leptine exerce aussi son action au niveau
périphérique, notamment via 'inhibition directe de la sécrétion d’'insuline. En effet, dans
la cellule B, la voie de signalisation de la leptine inhibe aussi bien l'activation des canaux
Karp induite par une stimulation par le glucose, mais aussi la voie calcique induite par la
commande nerveuse via la liaison de I'acétylcholine sur le récepteur M3 (Amitani et al,
2013; Gietzen, 1993; Kieffer and Habener, 2000; Seufert, 2004). Il serait alors possible
que la restauration de la signalisation de la leptine, ou d’'un niveau normal de I'activité
de 'AMPK au niveau central, ne permette pas de restaurer la sécrétion d’insuline di a
I'effet inhibiteur de la leptine directement sur la cellule . Cette hypothese impliquerait
I'absence de résistance périphérique a la leptine. Il aurait fallu mesurer l'activité
parasympathique suite a I'injection simultanée de la leptine ou du composé C en ICV et
du glucose en intra-carotide. Cela nous aurait ainsi permis de vérifier que les injections
ICV n’étaient peut-étre pas suffisantes pour rétablir la détection hypothalamique du
glucose chez les rats HFHS. De plus, il serait intéressant de mesurer 'adressage de DRP1
lors de ces différents traitements ICV, afin d’établir un lien entre I'effet de ces injections
et la morphologie mitochondriale.

L’injection d'une dose unique de leptine ne permet pas non plus de prouver
‘existence d’une résistance centrale a la leptine. La dose est en effet relativement élevée
(supra physiologique) et a peut-étre permis d’induire la phosphorylation de STAT3
malgré une résistance cellulaire physiologique a la leptine (Miinzberg and Myers, 2005).
Ainsi, il est possible qu'une dose deux fois moins élevée révele l'existence d’'une
résistance cellulaire a la leptine dans I'hypothalamus. Toutefois, la mise en place de
dose-réponses dans notre modele est extrémement lourde et coliteuse. L'inconvénient
de mesurer STAT3 est qu’il n’est détectable qu’au niveau protéique apres stimulation
par la leptine. Ainsi, on ne peut comparer le niveau d’activation de STAT3 au niveau
basale chez les rats STD et HFHS (apres I'injection ICV d’aCSF).

De plus, la PA n’est pas modifiée chez les rats HFHS dans les 10 derniers jours de
régime. Or, 'augmentation significative de l'activation d’AMPK au niveau cérébrale
devrait induire une augmentation de la PA. On peut alors faire I'hypothése que
I'augmentation parallele du taux de leptine induit l'effet inverse, permettant une
compensation entre le message orexigene de I’AMPK et anorexigéne de la leptine. Cette

hypothése suggererait finalement 'absence de résistance a la leptine.
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igure 42 : Schéma de conclusion

L’exposition a un régime HFHS altére la détection hypothalamique du glucose (en rouge). Ainsi,
I'hyperglycémie cérébrale ne déclenche pas la fission mitochondriale via l'adressage de DRP1, responsable
d’une diminution de la production de mROS. L’axe nerveux hypothalamo-pancréatique, via l'activation du
tonus parasympathique, n’induit alors plus la sécrétion d’insuline.



La mesure a I'état basal montre une diminution de I'activation de la protéine AKT
chez les rats HFHS. AKT est un acteur issu de la convergence des voies de signalisation
de la leptine et de l'insuline. Si on émet I'’hypothése que les rats HFHS ne présentent
finalement pas de résistance a la leptine, il serait alors possible qu’ils aient développé
une résistance centrale a l'insuline. Afin de tester cette hypothese, de nouvelles
expériences seraient nécessaires, notamment la mesure d’autres acteurs des voies de

signalisation de la leptine et de I'insuline, respectivement PI3K et IRS.

Dans le but de réverser le phénotype observé chez les rats HFHS, de nombreuses
autres pistes doivent encore étre explorées. Ainsi, l'identification du « signal
manquant », induit par le glucose et enclenchant I'adressage de DRP1, pourrait étre une
cible dérégulée dans le cadre du développement de pathologies métaboliques, autre que
celles que nous avons testées. Le rétablissement de I'adressage de DRP1 en réponse au
glucose démontrerait alors que les défauts observés de la signalisation ROS, I'activation
du tonus parasympathique et finalement la sécrétion d’insuline sont des évenements
causatifs dans ce phénotype. Un premier pas consisterait a tester des doses de glucose
plus importantes dans le test de détection hypothalamique du glucose (>9 mg/kg) ce qui
pourrait améliorer la détection centrale de I'hyperglycémie chez les rats HFHS en
augmentant l'adressage, mais ne permettrait pas toutefois de déterminer le « signal
manquant ». Par ailleurs, a notre connaissance, si bloquer l'adressage de DRP1 est
possible, il n’existe pas d’agent pharmacologique permettant d’'induire sa translocation,
ce qui aurait permis de valider que cette étape était importante (si la restauration, au

moins partielle, des parametres, avait pu étre observée).

Conclusion

En conclusion, ce travail de these nous a permis de mettre en évidence, pour la
premiere fois, I'implication d'un défaut de la signalisation ROS associé a une inhibition
d’'un évenement de la dynamique mitochondriale, 'adressage de la protéine DRP1 a la
mitochondrie, dans l'altération de la détection hypothalamique du glucose, chez un
modele de rats pré-diabétiques dont le phénotype a été induit par I'exposition a un

régime gras enrichi en saccharose (Figure 42).
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Communications scientifiques

1) Présentations

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

a) Présentations orales

. Journées Francophones de Nutrition (JFN 2014) Bruxelles, Belgique
« Modification précoce de la détection hypothalamique du glucose lors d'un régime

gras et sucré : role de la dynamique mitochondriale »

o Forum des Jeunes Chercheurs (FJC 2014) Besancgon, France.
« Sensibilité hypothalamique au glucose chez le rat soumis a un régime gras

enrichi en saccharose : role de la dynamique mitochondriale et des mROS »
b) Posters

. Annual meeting of European Association for the Study of Diabetes (EASD 2014)
Vienne, Autriche.
« Alteration of hypothalamic glucose sensing in High Fat-High Sucrose diet fed rats:

Early defects linked to mitochondrial dynamics and mROS signaling »

J Société Francophone du Diabetes (SFD 2014) Paris, France.
« Effet de l'exposition a un régime gras enrichi en saccharose sur la sensibilité

hypothalamique au glucose chez le rat »

. Association Francaise d’Etude et de Recherche sur I'Obésité (AFERO 2014), Dijon,
France.
« Effet de l'exposition a un régime gras enrichi en saccharose sur la sensibilité

hypothalamique au glucose chez le rat : role de la dynamique mitochondriale »

o Forum des Jeunes Chercheurs (FJC 2013) Dijon, France. Prix du meilleur poster

« Effet d’'un régime gras enrichi en saccharose sur la détection hypothalamique du

glucose »
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2) Participation a des travaux de recherche

Au cours de ma these, j’ai également participé a d’autres études, dans le cadre de

collaborations.

o Une étude menée par Lionel Carneiro et al., dans I'équipe, sur I'effet de la ghréline
sur l'altération de la détection hypothalamique du glucose, via la diminution de la
respiration mitochondriale et de la signalisation redox chez le rat. ]'ai participé a la
caractérisation du modele de rats injectés avec un antagoniste du récepteur a la

ghréline. Ce travail donnera lieu a la publication d’un article.

° Une étude réalisée par Na Li et al, sur l'effet d'une restriction alimentaire chez
I'adulte présentant des altérations oxydatives, métaboliques et cardiovasculaires
induits par une sur-nutrition postnatale. Dans le cadre de cette étude, j’ai participé
a I'élaboration d’'un protocole d’oxygraphie sur le muscle cardiaque. Ce travail

donnera lieu a la publication d’un article.

° Une étude menée par Sébastien Riviére et al, sur l'effet d’'un régime diabétogene,
enrichi en fructose, sur I'épithélium olfactif et le comportement guidé par les
odeurs chez la souris. J’ai ainsi participé a la mise en place et la réalisation de
western blot afin de mesurer l'expression du récepteur a linsuline dans
I'épithélium olfactif des souris nourries avec le régime fructose comparé aux souris

controles. Ce travail donnera lieu a la publication d’un article.
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