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Résumé

Etude de linterface Sang-Noyau Arqué Hypothalamique au cours d'un déséquilibre
énergétique : Plasticité de I’éminence médiane et impact sur la régulation de la prise
alimentaire

L’hypothalamus médiobasal contient de nombreux noyaux régulant I’homéostasie
énergétique en réponse aux variations des signaux métaboliques périphériques, tels que les
nutriments et les hormones, I'informant de |'état énergétique de I'individu. Parmi ces noyaux,
le noyau arqué hypothalamique (NA) est considéré comme le noyau clé de la régulation de la
prise alimentaire. En effet, il est capable de recevoir et d’intégrer les informations
métaboliques périphériques, pour ensuite les relayer vers les autres noyaux hypothalamiques
régulant la prise alimentaire. Dans ce contexte, I'accés des molécules périphériques au NA est
une étape importante dans la régulation de la prise alimentaire. L'organisation des interfaces
sang/cerveau a ce niveau est d’ailleurs trés particuliere, suggérant une régulation spécifique de
I'acceés des molécules périphériques vers le NA. En effet, deux types de vaisseaux sont
retrouvés dans cette région cérébrale : 1- les vaisseaux de la barriere hématoencéphalique
(BHE) dans le NA et 2- les vaisseaux fenétrés dans I'’éminence médiane (EM), un organe
circumventriculaire (OCV) adjacent au NA. Alors que les vaisseaux de la BHE présentent des
propriétés de barriere et régulent les échanges sang/NA, les vaisseaux de I'EM possedent de
nombreuses fenestrations facilitant les échanges sang/EM. Ces deux types de vaisseaux ont la
particularité d’étre contactés par des cellules épendymaires hautement spécialisées formant le
bas du 3°™ ventricule. Ces cellules, appelées « tanycytes », expriment des protéines de
jonctions serrées suggérant leur participation a la régulation des échanges sang/cerveau dans
cette région cérébrale. En effet, des études menées au sein du laboratoire ont montré que les
tanycytes de I'EM, contactant les vaisseaux fenétrés, expriment des protéines de jonctions
serrées (JS) organisées en ceinture continue autour de leur pdle apical. Ces JS créent ainsi un
épendyme étanche qui limite les échanges EM/LCR. A I'inverse, les tanycytes du NA, contactant
les vaisseaux de la BHE, expriment des protéines de JS non organisées en leur pble apical.

L’épendyme du NA est ainsi perméable et favorise les échanges LCR/NA.

Le but de mon travail de thése a donc été de comprendre, en prenant en compte tous
ces éléments -c’est-a-dire la présence de vaisseaux fenétrés, de vaisseaux de la BHE et des
tanycytes -, comment est organisé I'accés des signaux métaboliques périphériques vers le NA
et si cet acces pouvait étre modulé afin de controler 'homéostasie énergétique. Nos

expériences ont montré que, chez la souris male adulte, une glucopénie induite par le jeline ou
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par le 2-désoxyglucose induisait une réorganisation structurale des vaisseaux et de I'épendyme
au niveau de I'EM et du NA, modifiant ainsi les échanges sang/cerveau. En effet, chez ces
souris, nous avons observé une augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés au niveau de
I'EM et du NA, ainsi gu’une réorganisation fonctionnelle des protéines de JS au niveau du
ventricule : les tanycytes du NA, contactant des vaisseaux fenétrés a présent, réorganisent
leurs protéines de jonctions serrées (JS) afin d’assurer I’homéostasie cérébrale. Ces
réorganisations induisent alors un meilleur acces des molécules périphériques vers le NA. De
plus, nos résultats ont montré que cette plasticité est induite par le VEGF-A, produit
localement par les tanycytes. En effet, la neutralisation du VEGF-A bloque la plasticité de
I’EM/NA induite par I’hypoglycémie et perturbe la réponse physiologique hyperphagique lors
de la réalimentation. Enfin, nos données supplémentaires indiquent que cette plasticité de
I’'EM/NA se produit également au cours de la journée, suggérant son implication dans le
contréle circadien de la prise alimentaire. En revanche, la plasticité de 'EM/NA est absente
chez les animaux rendus obeéses par une alimentation riche en graisse, un phénomene qui

pourrait étre a I'origine des probléemes d’hormonorésistance observés chez ces animaux.

Nos résultats apportent donc un nouveau concept dans la régulation de la prise
alimentaire dans lequel les niveaux périphériques de glucose sont capables de moduler
I'interface sang/NA afin de moduler I'accés des signaux métaboliques vers ce noyau
hypothalamique. De plus, les autres OCV possédant une organisation similaire a I'EM
(associant vaisseaux fenétrés et barriere tanycytaire), mes résultats de thése ouvrent aussi la
voie a d’autres travaux en neuroendocrinologie destinés a élucider la présence d’un
remaniement structural de ces interfaces nécessaire a la régulation d’autres fonctions

physiologiques.



« Il est aussi noble de tendre a I'équilibre qu'a la perfection ; car c'est
une perfection que de garder I'équilibre. »

Jean Grenier
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Avant-propos

Un organisme vivant est capable de maintenir un état de stabilité relative de son milieu
interne, et cela en dépit des changements constants de son environnement externe. Cette
capacité qui lui permet de rester en vie a été introduite en biologie pour la premiére fois par
Claude Bernard au début du 20°™ siécle et est résumée sous le terme d'homéostasie.
L’'organisme maintient son homéostasie principalement grace a des barriéres situées au niveau
des interfaces entre son milieu interne et son environnement externe. Cependant, cette
homéostasie n'est pas statique : en effet, il s’agit plutot d’un état d’« équilibre dynamique » ou
les conditions du milieu interne varient sans cesse. La barriére séparant |'organisme de son
environnement externe peut s’ouvrir a certains endroits créant ainsi des fenétres sur
I'extérieur et facilitant les échanges avec celui-ci. De ce fait, le milieu interne est le siege
d'innombrables et continuels changements oscillant autour d’un point d’équilibre.

Ce processus est notamment observé dans le contexte du controle de I'état
énergétique de I'organisme. L’homéostasie énergétique, souvent représentée par une balance
entre la prise alimentaire et la dépense énergétique, est un état d’équilibre dynamique
permettant le maintien d’un poids corporel relativement stable a I’échelle d’une vie. Le
comportement alimentaire permet alors de fournir la quantité d’énergie suffisante a la survie
de l'individu et alterne des phases de prise alimentaire et des phases de satiété. Ainsi, bien que
I'apport alimentaire varie considérablement d’un repas a l'autre, il contrebalance néanmoins
assez bien la dépense énergétique a long terme. Ce phénomene refléte les processus de
régulation que l'organisme peut mettre en place en réponse aux variations de son état
énergétique. L’'homéostasie énergétique est majoritairement contrélée par le systeme nerveux
central (SNC) via des circuits neuronaux, reliant a la fois des noyaux hypothalamiques et des
noyaux du tronc cérébral. Ces noyaux intégrent des informations portées par des signaux
métaboliques périphériques indiquant I'état de satiété et I’état des réserves énergétiques de
I'individu, mais également des informations centrales d’ordre émotionnel, cognitif ou social.

Au sein de I'hypothalamus, le noyau arqué (NA) joue un réle primordial dans la
régulation de I'homéostasie énergétique : en effet, il est capable d’intégrer I'information
portée par les signaux métaboliques périphériques et de la relayer ensuite aux autres noyaux
régulant la prise alimentaire. Cette intégration d’information implique donc que les signaux
périphériques accedent au NA. Cependant, le cerveau est lui-méme contraint de préserver son
homéostasie afin d’assurer le bon fonctionnement neuronal et possede donc des barriéres au
niveau des interfaces sang/cerveau. Dans ce cas, comment le NA peut-il recevoir un rapport

précis de I'état énergétique de I'organisme via les signaux périphériques ? Malgré la présence
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d’une barriére entre le cerveau et la périphérie, il existe toutefois des fenétres permettant des
échanges facilités : celles-ci sont appelées les organes circumventriculaires (OCV). Ces régions
cérébrales sont impliquées dans la régulation de grandes fonctions physiologiques telles que la
reproduction, la soif ou la prise alimentaire, et permettent un acces facilité dans leur
parenchyme grace a leurs vaisseaux fenétrés. Dans le contexte de la régulation de la prise
alimentaire, I'éminence médiane (EM) est un OCV a la position avantageuse, puisqu’elle se
situe a proximité du NA: de nombreuses hypothéses suggerent alors qu’elle pourrait
constituer une porte d’entrée vers le NA pour les signaux métaboliques périphériques.
Cependant, une barriére est tout de méme présente dans cette région cérébrale : elle est
localisée au niveau de cellules épendymaires spécialisées, appelées tanycytes, qui bordent le

éme

plancher du 37 ventricule et restreignent la diffusion des molécules périphériques vers le

reste du cerveau.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a l'accés des molécules
périphériques au NA via 'EM. Pour cela, nous avons étudié I'organisation de I'EM/NA en
prenant en compte a la fois les vaisseaux fenétrés et la barriére tanycytaire. L'étude de ces
deux constituants nous a permis de découvrir qu’ils communiquent entre eux, et régulent

I’acces de signaux métaboliques vers le NA en fonction de I’état énergétique de la souris.

Avant de présenter I'ensemble de mes résultats, lintroduction de cette these
présentera dans un premier temps les noyaux hypothalamiques et les signaux métaboliques
impliqués dans la régulation de la prise alimentaire. Ce chapitre aura pour but de montrer
l'importance d’un des noyaux hypothalamiques, le noyau arqué, en tant que cible des
signaux métaboliques périphériques. Dans un second temps, les interfaces sang/cerveau
seront examinées : dans ce chapitre, nous verrons que ces interfaces sont le siege d’une
barriére sang/cerveau régulant I'accés des signaux périphériques vers le SNC. Enfin, le
troisieme chapitre se focalisera sur [Iorganisation particuliere de [linterface
sang/cerveau/liquide céphalorachidien dans la région de I'’éminence médiane et du noyau

arqué hypothalamique.
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Chapitre 1. Régulation hypothalamique de la prise alimentaire

1.1 Les noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire

1.1.1 Importance de I’hypothalamus

Des expériences réalisées dans les années 1940 ont montré toute I'importance de
I’hypothalamus dans le contréle de la prise alimentaire. En effet, des lésions ou des
stimulations électriques de régions spécifiques de I'hypothalamus induisent des modifications
de la prise alimentaire (Elmquist et al., 1999). Une lésion du noyau ventromédian
hypothalamique (VMH) que I'on peut étendre au noyau arqué (NA) et au noyau dorsomédian
(DMH) en raison du manque de précision de la technique, induit une hyperphagie et une prise
de poids rapide (Hetherington and Ranson, 1940). A linverse, une lésion de [laire
hypothalamique latérale (AHL) provoque une diminution spontanée de la prise alimentaire
(Anand and Brobeck, 1951; Hetherington and Ranson, 1940). De plus, des stimulations
électriques dans I'AHL induisent une prise alimentaire méme chez des animaux a satiété
(Anand and Brobeck, 1951; Wyrwicka and Dobrzecka, 1960). Ces expériences ont donc conduit
a identifier le VMH comme le «centre de la satiété» et ’AHL comme le «centre de la faim». En
1969, Olney découvre que la destruction sélective du NA est suffisante pour provoquer une
obésité et un diabete, mettant en avant I'importance de ce noyau dans le contréle de la prise
alimentaire. Cependant, ces lésions n’étaient pas d’'une grande précision, car elles détruisaient
également les fibres connectant les noyaux les uns aux autres. De fait, Gold et coll. ont montré
gue des lésions détruisant les connections au noyau paraventriculaire (PVH) hypothalamique
étaient souvent plus efficaces pour induire une hyperphagie que des lésions du VMH lui-méme
(1973). Cette étude marque donc pour la premiere fois I'importance des réseaux neuronaux
dans la régulation de la prise alimentaire (Figure 1).

Les travaux de recherche de ces dernieres années ont permis de mettre en évidence,
chez I'animal, les noyaux hypothalamiques et leurs populations neuronales impliqués dans la
régulation de la prise alimentaire. Ces populations neuronales recoivent des informations
portées par des signaux métaboliques périphériques renseignant le cerveau de |'état
nutritionnel de l'individu. L'importance fonctionnelle de chacun de ces noyaux et leurs

interactions mutuelles, en particulier chez I'nomme, restent cependant loin d'étre définies.

1.1.2 Le noyau arqué hypothalamique

Le noyau arqué (NA) est situé dans I’hypothalamus médiobasal, de chaque coté du 3°™
ventricule, a proximité de I'éminence médiane (EM), un organe circumventriculaire ou les

échanges sang/cerveau sont facilités par la présence de vaisseaux fenétrés (Figure 1). Le NA
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peut étre divisé en deux sous-régions : la partie dorsomédiale et la partie ventrolatérale. En
tenant compte de sa localisation et son organisation, le NA est considéré comme le noyau
phare de la régulation de la prise alimentaire. En effet, il contient des populations neuronales
sensibles aux signaux périphériques et serait par conséquent le premier noyau a intégrer leurs
informations afin de les relayer vers les autres noyaux hypothalamiques.

Parmi les populations neuronales du NA, deux ont été particulierement décrites dans la
littérature en temps que populations clés de la régulation de la prise alimentaire. La 1
population co-exprime deux puissants stimulants de la prise alimentaire et inhibiteurs de la
dépense énergétique : le neuropeptide Y (NPY) et agouti-gene related peptide (AgRP). Leur
effet orexigéne a été montré grace a des injections au niveau central ou par |'utilisation de
souris transgéniques. En effet, I'injection intraventriculaire (icv) de NPY (Levine and Morley,
1984) ou d’AgRP (Rossi et al., 1998) stimule la prise alimentaire et la prise de poids. De plus, les
souris transgéniques surexprimant le NPY mises sous alimentation riche en sucre (Kaga et al.,
2001), ou celles surexprimant I’AgRP mises sous régime standard (Ollmann et al., 1997) sont
hyperphagiques et développent une obésité. Une étude récente basée sur la technique
d’optogénétique a également montré que la stimulation optique d’une petite population de
neurones a AgRP était suffisante pour déclencher une prise alimentaire (Aponte et al., 2011).
Par ailleurs, I'ablation des neurones AgRP a I’age adulte chez la souris induit une forte baisse de
la prise alimentaire (Gropp et al., 2005; Luquet et al., 2005). Cependant, des souris knockout
(KO) soit pour npy (Erickson et al., 1996), soit pour agrp, ou pour les deux genes (Qian et al.,
2002) ne présentent pas de probléemes de prise alimentaire ou de poids. De méme, des souris
ayant subi une ablation des neurones AgRP en néonatal ou progressive (Bewick et al., 2005;
Luquet et al., 2005; Xu et al., 2005a) n’ont pas non plus d’'anomalies majeures de ’homéostasie
énergétique (juste une légere perte de poids). Ces derniers résultats suggérent la mise en place
de systémes compensatoires pouvant corriger I'absence d’un ou plusieurs neuropeptides
orexigénes (Pierce and Xu, 2010). La pnde population neuronale co-exprime la pro-
opiomélanocortine (POMC) et la Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript (CART). La
POMC est le précurseur des mélanocortines (a-MSH, B-MSH), synthétisées suite au clivage du
POMC par les convertases des prohormones (PC1, PC2). Des injections icv de a-MSH ont
montré son pouvoir anorexigéne (Edwards et al., 2000). De plus, un KO pomc chez la souris
(Yaswen et al., 1999) ou l'ablation des neurones a POMC (Xu et al., 2005a) induisent une
obésité sévere. De méme, chez 'homme, des mutations du géne pomc ont été détectées et
provoquent une obésité importante (Krude et al., 1998). Concernant CART, son injection icv
diminue la prise alimentaire (Aja et al., 2001; Kristensen et al., 1998) tandis que des souris KO

cart développent, avec I'age, un surpoids sous régime normal (Wierup et al., 2005).

10
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Ainsi, selon I'état énergétique de l'individu, les deux populations neuronales du NA vont
réagir différemment en réponse a ce qui se passe en périphérie. Lors d’'une prise alimentaire,
I’activité électrique des neurones anorexigénes et |’expression de la POMC/CART augmentent,
tandis que l'activité électrique des neurones orexigénes et I'expression du NPY/AgRP
diminuent. Cela induit une diminution de la prise alimentaire et une augmentation de la
dépense énergétique. A l'inverse, lors du jelne, I'activité des neurones anorexigenes diminue,
tandis que celle des neurones orexigenes augmente. Cela induit une augmentation de la prise
alimentaire et une diminution de la dépense énergétique (Figure 2).

Les neurones a NPY/AgRP et a POMC/CART sont a l'origine des circuits neuronaux
majeurs régulant la prise alimentaire. En effet, ces deux populations neuronales projettent vers
tous les autres noyaux hypothalamiques régulant la prise alimentaire, a savoir le PVH, le VMH,
le DMH et I’AHL : ces noyaux seront décrits dans la suite de ce paragraphe (Figure 1) (Arora and
Anubhuti, 2006). De facon générale, les neurones du NA sont qualifiés de neurones de 1%
ordre capables d’intégrer I'information portée par les signaux périphériques et envoyant des
projections vers des neurones de 2" ordre situés dans le PVH, le VMH, le DMH et I’AHL, afin de
relayer cette information. Le NPY exerce son effet orexigéne via les récepteurs Y1 et Y5,
exprimés notamment dans le PVH (Nguyen et al., 2012). L'a-MSH inhibe la prise alimentaire via
les récepteurs a la mélanocortine 3 et 4 (MC3-R, MC4-R), exprimés dans le PVH, I’AHL, le VMH
et le DMH (Mountjoy et al.,, 1994). Une délétion de MC3-R chez la souris induit une
augmentation de la masse grasse (Chen et al., 2000), tandis que la délétion de MC4-R
provoque une hyperphagie, une diminution de la dépense énergétique et une obésité (Huszar
et al.,, 1997). De méme, une mutation de ces récepteurs chez 'homme induit une obésité
(Faroogi et al., 2003; Lee et al., 2002; Yeo et al.,, 2003). AgRP agit principalement en tant
gu’antagoniste des récepteurs a I'a-MSH et empéche I'effet anorexigéne de cette derniéere

(Ollmann et al., 1997; Rossi et al., 1998). CART agirait principalement sur des sites du tronc

eme eme

cérébral : en effet, la rupture du flux du liquide céphalorachidien (LCR) entre le 3" et le 4

eme

ventricule abolit I'effet anorexigene de CART injecté dans le 3" ventricule (Aja et al., 2001).
Enfin, les populations neuronales du NA établissent également des connections entre elles. En
effet, les neurones a NPY contactent les neurones a POMC adjacents afin de les inhiber,
notamment grace au GABA (Cowley et al., 2001; Liu et al., 2012b; Vong et al., 2011) (Figure 1).
De plus, les neurones a NPY/AgRP et a POMC/CART pourraient étre la cible de leur propre
neuropeptide puisqu’ils expriment leurs récepteurs MC3-R, MC4-R, Y1 et Y2 (Broberger et al.,

1997; Jégou et al., 2000; Mounien et al., 2005).
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Figure 1: Représentation schématique des circuits neuronaux hypothalamiques régulant la prise
alimentaire. Partie gauche, populations neuronales régulant la prise alimentaire présentes dans chaque
noyau hypothalamique (non exhaustif). Partie droite, récepteurs aux signaux périphériques exprimés
dans chaque noyau hypothalamique (non exhaustif). Les noyaux hypothalamiques impliqués dans la
régulation de la prise alimentaire communiquent les uns avec les autres formant ainsi des circuits
neuronaux. Parmi ces noyaux, le noyau arqué (NA) joue un réle majeur. En effet, il posséde a la fois des
neurones orexigenes (NPY/AgRP) et anorexigénes (POMC/CART), les récepteurs de nombreux signaux
périphériques, et envoie des connections vers tous les autres noyaux régulant la prise alimentaire. De
plus, le NA se situe a proximité de I’éminence médiane (EM), un organe circumventriculaire ou des
vaisseaux fenétrés facilitent les échanges sang/cerveau. NA, noyau arqué ; VMH, noyau ventromédian ;
DMH, noyau dorsomédian; AHL, aire hypothalamique latérale; PVH, noyau paraventriculaire;
NPY, neuropeptide Y ; AgRP, agouti-gene related peptide; POMC, pro-opiomélanocortine ;
CART, Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript; MCH, Hormone de mélano-concentration ;
SF1, facteur stéroidogénique 1 ; BDNF, facteur neurotrophique dérivé du cerveau ; CRH, corticolibérine;
TRH, hormone thyréotrope; FGF21 fibroblaste growth factor 21 ; GLP-1, glucagon-like peptide 1 ;
InsR, récepteur a l'insuline; ObRb, récepteur a la leptine; GHSH, récepteur a la ghréline; GLP1RI1,
récepteur au GLP-1; ApidoR1, récepteur & I'adiponectine ; CCK1, récepteur ¢ la CCK; ROR1, RAR-related
orphan receptor ; BHE, barriere hémato-encéphalique.
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1.1.3 Le noyau ventromédian

Le noyau ventromédian (VMH), initialement considéré comme le «centre de la satiété»,

eme

est situé de chaque c6té du 37 ventricule, dorsalement au NA (Figure 1). De forme elliptique,
le VMH est délimité par une zone sans cellule, riche en fibres et en dendrites. Il peut étre divisé
en 4 sous-régions : la partie dorsomédiale, la partie centrale, la partie ventrolatérale et la
partie antérieure.

Les populations neuronales régulant la prise alimentaire sont assez hétérogenes au
niveau du VMH. Certains neurones contiennent le facteur neurotrophique dérivé du cerveau
(BDNF) (Xu et al., 2003), facteur réduisant la prise alimentaire et le poids suite a son injection
icv (Pelleymounter et al., 1995; Xu et al., 2003). Certains neurones expriment le facteur
stéroidogénique 1, facteur de transcription impliqué dans le développement du VMH
(McClellan et al., 2006) et dans la régulation de ’homéostasie énergétique (Dhillon et al., 2006;
Kim et al., 2011; Tong et al., 2007). Le VMH est essentiellement connu pour ses propriétés de
senseur du glucose. En effet, I'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle a montré chez
I’'homme que I'absorption de glucose induit une inhibition du VMH (Matsuda et al., 1999). Le
VMH contient donc de nombreux neurones glucosensibles impliqués dans la régulation de la
glycémie (Kang et al., 2004). Enfin, le VMH contient également des neurones exprimant I'oxyde
nitrique synthase (NOS) sensibles au NPY (Fetissov et al., 2003) et nécessaire a la détection de
I’hypoglycémie par les neurones glucosensibles (Fioramonti et al., 2010).

Le VMH appartient également aux circuits régulant la prise alimentaire et établit des
connections avec le PVN, I'AHL, le DMH et le NTS. Le VMH recoit également des projections du
NA (Fu and van den Pol, 2008) et envoie des projections glutamatergiques vers les neurones a

POMC (Sternson et al., 2005).

1.1.4 Le noyau dorsomédian

eme

Le noyau dorsomédian (DMH) est situé de chaque coté du 3" ventricule, dorsalement
au VMH, et caudalement au PVH (Figure 1). Il peut étre divisé en 3 sous-régions : la partie
antérieure, la partie ventrale et la partie postérieure.

Le DMH contient notamment des neurones a galanine, neuropeptide orexigene, dont
une faible proportion répond a la leptine (Laque et al.,, 2013). Le DMH joue un réle dans
I'initiation de la prise alimentaire, et l'intégration des informations psychiques et
somatosensorielles.

Le DMH établit de nombreuses connections avec les autres noyaux hypothalamiques

régulant la prise alimentaire (PVN, NA ou AHL), les structures limbiques et I'aire préoptique. Il

recoit notamment des terminaisons a NPY et a a-MSH issues du NA (Bouret et al., 2004a).
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1.1.5 Le noyau paraventriculaire

eme

Le noyau paraventriculaire (PVH) est un centre intégrateur situé de chaque c6té du 3
ventricule, dans sa partie rostrodorsale (Figure 1). Sa destruction bilatérale conduit a une
obésité, suggérant son rdéle anorexigene (Aravich and Sclafani, 1983).

Le PVH contient des neurones exprimant la corticolibérine (CRH), I’hormone
thyréotrope (TRH), I'ocytocine et la vasopressine. Ces neuropeptides sont sécrétés dans le
sang au niveau du systéme porte hypothalamo-hypophysaire ou de la neurohypophyse, et
jouent un réle important respectivement dans la régulation des niveaux de glucocorticoides,
des hormones thyroidiennes, la contraction utérine et la lactation, et de la balance hydrique.
Ainsi, via les actions qu’ils exercent en périphérie, ces neuropeptides interviennent dans la
régulation de la balance énergétique : par exemple, le contréle des niveaux de glucocorticoides
et d’hormones thyroidiennes régule respectivement la production hépatique de glucose et la
thermogénese. De plus, les neurones du PVH peuvent aussi établir des connexions avec le
tronc cérébral. Par exemple, les neurones a ocytocine, activés par la prise alimentaire,
envoient des signaux vers le noyau du tractus solitaire (NTS) (Blevins et al., 2003).

Le PVN établit, lui aussi, de nombreuses connections avec les autres noyaux
hypothalamiques régulant la prise alimentaire. Il recoit de nombreuses projections des
neurones a NPY/AGRP (Légradi and Lechan, 1998, 1999) et a POMC/CART du NA et est stimulé
par ces neuropeptides : I'injection de NPY ou d’AgRP dans le PVH stimule la prise alimentaire

(Taylor et al., 2007) tandis que I'injection d’a-MSH I'inhibe (Rossi et al., 1999).

1.1.6 L’aire hypothalamique latérale

L'aire hypothalamique latérale (AHL), considérée comme le «centre de la faim», est
située latéralement aux noyaux décrits précédemment, de chaque coté de I’hypothalamus
(Figure 1).

L’AHL contient deux populations neuronales principales impliquées dans le contréle de
la balance énergétique. La 1% exprime |'orexine A et B (ou hypocrétine), neuropeptides
impliqués dans le contréle de I'éveil et la prise alimentaire. En effet, des souris KO pour
I'orexine deviennent narcoleptiques (Chemelli et al.,, 1999) et hypophagiques (Willie et al.,
2001). De plus, les neurones exprimant I'orexine A sont stimulés par I’hypoglycémie et le jeline
(Karteris et al., 2005). La nde population neuronale exprime I’hormone de mélano-
concentration (MCH), neuropeptide orexigene (Broberger et al., 1998). En effet, son injection
icv ou dans I’hypothalamus stimule la prise alimentaire (Qu et al., 1996), tandis que des souris
KO mch ne prennent pas de poids sous régime gras (Kokkotou et al., 2005) et celles KO mchrl

(un des récepteurs de la MCH) sont minces et hyperactives (Marsh et al., 2002). L’AHL contient
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également des neurones glucosensibles répondant aux faibles concentrations en glucose et de
maniere indépendante au métabolisme du glucose (Gonzalez et al., 2009a). Enfin, I"AHL
contient des neurones a la galanine et a neurotensine sensibles a la leptine (Laque et al., 2013).

L'AHL envoie des projections vers les autres noyaux hypothalamiques, le noyau du
raphé, le NTS et le cortex. La MCH et l'orexine A et B exercent leur action orexigene
respectivement via leurs récepteurs MCH1-R et MCH2-R et leurs récepteurs OX1-R et OX2-R.
L’AHL recoit et envoie des projections en particulier avec le NA. Les fibres a NPY, AgRP et a-
MSH contactent les neurones a MCH et a orexine (Broberger et al., 1998), tandis que des fibres
a orexine et MCH activent les neurones a NPY (van den Top et al.,, 2004) et inhibent les

neurones a POMC (Abbott et al., 2003; Ma et al., 2007).

Ainsi, les différents noyaux hypothalamiques possedent chacun un réle dans le contréle
de la balance énergétique. Dans ce contexte, la notion de réseaux neuronaux orexigénes et
anorexigénes est trés importante : chaque noyau communique avec les autres pour contréler la
prise alimentaire. Parmi ces noyaux, le noyau arqué possede deux populations neuronales clés
dans la régulation de la prise alimentaire et établit des connections avec la majorité des autres
noyaux hypothalamiques. Temporellement le 1° noyau & recevoir I'information métabolique
périphérique, il la transmet ensuite aux autres noyaux hypothalamiques et supplémente donc
les informations pergues par ces derniers, jouant ainsi le réle de chef d’orchestre des circuits

régulant la prise alimentaire.

1.2 Les signaux périphériques régulant la prise alimentaire

Afin d’assurer le contréle de la balance énergétique, le cerveau doit étre informé en
permanence de |'état physiologique de l'individu. Cette information métabolique devant
atteindre I’"hypothalamus, et en particulier le NA, est portée par des signaux périphériques tels
gue des hormones sécrétées par les tissus périphériques, principalement par le tissu adipeux,
le tractus gastro-intestinal et le pancréas, ou des nutriments issus de I'alimentation et des

réserves énergétiques (Tableau 1).

1.2.1 Les hormones
A) Les hormones d’adiposité
Leptine
La leptine est une hormone satiétogene d’environ 16 kDa principalement synthétisée par le
tissu adipeux. Son taux circulant refléte la quantité de la masse adipeuse, bien qu’a adiposité

égale la leptine est plus élevée chez la femme que chez ’lhomme. La leptine a été identifiée en

15



Introduction

1994 (Zhang et al., 1994), mais son existence est connue depuis les années 70 avec I'étude de
modeles murins obéses ob/ob et diabétiques db/db. Grace a des expériences de parabiose,
Coleman a mis en évidence en 1969 |'existence de facteurs circulants de satiété régulant la
prise alimentaire. En reliant le réseau vasculaire d’une souris ob/ob a celui d’une souris
normale, la prise pondérale de la souris obese diminue. En revanche, la liaison d’une souris
ob/ob a une souris db/db méne a une perte de poids rapide uniquement de I'animal ob/ob. Il
en conclut que la souris ob/ob ne produit pas de facteur de satiété mais y est sensible, tandis
que la souris db/db en produit mais n’y est pas sensible (car elle n’exprime pas son récepteur)
(Coleman, 2010). Ainsi, ce facteur, appelé plus tard leptine, exerce un effet anorexigéne : en
effet, son administration périphérique ou centrale diminue la prise alimentaire ainsi que la
masse corporelle.

La leptine posséde 6 récepteurs différents (Ob-Ra a Ob-Rf) issus de I'épissage alternatif
du géne db. Parmi ces différentes isoformes, seule la forme b possede une région
cytoplasmique longue permettant la transduction des signaux intracellulaires, tels que
JAK/STAT3, et est responsable des effets anorexigénes de la leptine. Au niveau de
I’hypothalamus métabolique, son récepteur Ob-Rb est fortement exprimé au niveau du NA, du
DMH, de I'AHL et du VMH (Caron et al., 2010) (Figure 1). Le récepteur a la leptine est aussi
retrouvé dans le tronc cérébral au niveau du noyau du raphé, du NTS et de l'aire tegmentale
ventrale. Au niveau du NA, la leptine exerce son action, visualisée par la phosphorylation de
STAT3, principalement sur les neurones NPY/AgRP et POMC/CART via son récepteur Ob-Rb.
Elle inhibe les neurones a NPY/AgRP et active ceux a POMC/CART (Buchanan et al., 1998), en
agissant a la fois sur 'activité électriqgue neuronale (Cowley et al., 2001; Vong et al., 2011) et
I’expression des neuropeptides (Baskin et al., 1999; Buchanan et al., 1998). L’ablation de son
récepteur dans les neurones orexigénes et anorexigenes du NA meéne a une hyperphagie et a
une augmentation de I'adiposité (van de Wall et al., 2008). Ainsi, si le tissu adipeux augmente,
la leptine augmente elle aussi et diminue la prise alimentaire : ce processus fait parti de la
théorie lipostatique, décrit par Kennedy en 1953. Par ailleurs, la leptine joue également un
role dans la plasticité synaptique des neurones impliqués dans le controle de la prise
alimentaire (Pinto et al., 2004). Enfin, elle posséde un réle neurodéveloppemental puisqu’elle
permet |'établissement de connexions des neurones a NPY et a POMC vers les autres noyaux

hypothalamiques lors du développement (Bouret et al., 2004b).

Adiponectine
L'adiponectine est sécrétée principalement par les adipocytes. D’'un poids moléculaire
d’environ 28 kDa, elle diminue la sensibilité a I'insuline et est associée aux maladies liées a

I'obésité comme le diabete de type 2. Contrairement a la leptine, le niveau d’adiponectine
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circulant est inversement proportionnel a la quantité de tissu adipeux. L'effet qu’exerce cette
hormone est assez controversé : certaines études indiquent que son injection icv induit une
perte de poids (Coope et al., 2008; Qi et al., 2004) ; tandis que d’autres stipulent que son
injection intraveineuse (iv) stimule la prise alimentaire (Kubota et al., 2007).

L'adiponectine agit via deux récepteurs, Adipo-R1 et R2, présents au niveau central,
notamment dans le NA (Coope et al., 2008; Kubota et al., 2007), le PVH (Hoyda et al., 2007), le
NTS (Hoyda et al., 2009), I'organe subfornical (Mimee et al., 2013) et I’'area postrema (Fry et
al., 2006). Les études sur les récepteurs a 'adiponectine expliquent en partie les réponses
contradictoires quant a son effet sur la prise alimentaire et la dépense énergétique. En effet,
une délétion du récepteur Adipo-R1 causerait une obésité liée a une diminution de la dépense
énergétique, tandis que la délétion du récepteur Adipo-R2 causerait I'inverse (Bjursell et al.,
2007). Au niveau du NA, Adipo-R1 et R2 sont exprimés par les neurones a NPY et a POMC
(Guillod-Maximin et al., 2009). L'injection d’adiponectine engendre une activation de la
protéine kinase activée par I'AMP (AMPK) (Guillod-Maximin et al., 2009; Kubota et al., 2007),
enzyme également présente dans les voies de signalisation de la leptine et de I'insuline. Coope
et coll. ont aussi montré que l'injection icv d’adiponectine active les voies de signalisation

STAT3, IRS1/2-Akt-FOXO1 et JAK2-STAT3 (2008).

Résistine

La résistine est une hormone d’environ 12.5 kDa produite par le tissu adipeux. Chez 'Homme,
elle serait sécrétée par les lymphocytes présents dans le tissu adipeux (Fain et al., 2003). La
résistine induit notamment une résistance a l'insuline : en effet, son administration centrale
affecte les réponses périphériques et hypothalamiques a l'insuline chez le rat (Benomar et al.,
2013) alors que l'injection d'un anticorps anti-résistine chez des souris obéses restaure une
sensibilité a I'insuline (Steppan et al., 2001). L’administration chronique de résistine réduit le
poids mais pas la prise alimentaire suggérant un effet sur la dépense énergétique (Park et al.,
2008).

Son récepteur et ses voies de signalisation sont encore inconnus. Cependant, de
récentes études suggérent que le « toll-like receptor » 4 (TLR4) (Benomar et al., 2013) ou
encore le « RAR-related orphan receptor » 1 (ROR1) (Sdnchez-Solana et al., 2012) pourraient
étre des récepteurs a la résistine. ROR1 est notamment exprimé dans le NA d’aprés Allen Brain
atlas. Au niveau du NA, la résistine augmente le facteur de transcription c-Fos chez le rat a
jeun, associé a une diminution de la prise alimentaire (Tovar et al., 2005). Ce phénomeéne est
associé a une diminution de I’expression d’AgRP et NPY et une augmentation de celle de POMC

(Vazquez et al., 2008).
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Signal Taille Effetsurla Origine tissulaire Action sur le NA Voie d’accés supposée au SNC
balance principale
énergétique
Leptine 16 Anorexigene Tissu adipeux - Inhibition des neurones a NPY/AgRP - BHE (Banks 1996)
kDa - Activation des neurones a POMC/CART - PC (Zlokovic 2000)
- 71 'expression de POMC -EM (Banks 1996)
- N |'expression de NPY, d’AgRP - Nerf vague (Gaige S 2002)
- Origine centrale (Morash 1999)
Résistine 12.5 Anorexigene Tissu adipeux - Activation c-Fos chez des rats a jeun ? => présent dans le LCR (Kos K
kDa (Tovar 2005) 2007) => donc transport

Adiponectine 28 kDa

FGF21 20 kDa
Insuline 6 kDa
Glucagon 3.5 kDa

Amyline 3.9 kDa
PP 4
kDa
Ghréline 4
kDa
CCK 8a83
AA
PYY 36
AA
GLP-1 29/30
AA
Oxyntomo- 37
duline AA
Glicentine 69 AA
Obestatine 23 AA
Enterostatine 5AA
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?
ND

Anorexigene

Anorexigéne

Anorexigene

Anorexigéne

Orexigéne

Anorexigéne

Anorexigéne

Anorexigéne

Anorexigene

Anorexigéne

Anorexigene

Anorexigéne

Tissu adipeux

Tissu adipeux
Foie

Cellules B
pancréatiques

Cellules a
pancréatiques
Cellules B
pancréatiques

Cellules F
pancréatiques

Estomac

Cellules
duodénales et
iléales
Cellules L de
I'intestin

Cellules
entéroendocrines
de l'intestin

Cellules L de
I'intestin

Cellules L de
I'intestin

Estomac

Intestin gréle

- 71 'expression de POMC (Vazquez MJ
2008)

- N |'expression de NPY, d’AgRP
(Vazquez MJ 2008)

- Récepteurs exprimés par les neurones
NPY et POMC (Guillod-Maximin 2009)
ND

- A I'expression de POMC

- N I'expression de NPY, d’AgRP

- activation de la voie PI3K/Akt dans les
POMC

ND

- Inhibition des neurones a NPY
(Davidowa H 2004)

- Pas de changement d’expression de
NPY, POMC, AgRP

- Inhibition des neurones GABA (Acuna
goycolea 2005)

- 21 I'expression de POMC via Y4R (Lin S
2009)

- A I'expression de NPY, d’AgRP
(Nakazato M 2001, Kamegai J 2001).

- Activation des neurones NPY (Dickson
2000)

- Inhibition des neurones POMC par les
neurones NPY (Cowley 2003)

ND

- Inhibition des neurones a NPY
(Batterham 2002, Acuna goycolea 2005)
- N |'expression de NPY (Batterham
2002).

- Activation c-Fos (Larsen PJ 1997)

- Activation électrique des neurones
POMC (Ma x 2007)

- Activation de neurones sensibles a la
ghréline (Riediger T 2010)

- Activation de neurones sensibles a la
ghréline (Riediger T 2010)

- Inhibition de son action par injection
dans NA d’antagonistes a GLP-1R (Dakin
CL 2004)

ND

- Inhibition de I'activation c-Fos induite
par la ghréline par un variant de
I'obestatine, Q90L (Hassouna R 2012)

- Activation c-Fos dans les neurones a
POMC via une action sur I'amygdale

- Pas via la BHE (Pan W 2006)

- Cytokine IL6 (Spranger 2006)
- BHE (non saturable) (Hsuchou
2007)

- BHE (Banks 1997)

- EM (Van Houten M 1980)

- PC (Baskin 1986)

ND

- Messager cAMP (Riediger T
2001)

- Area Postrema (Riediger T 2001)
-Nerf vague ( Iwasaki Y 2012)

- Nerf vague (lwasaki Y 2012)

- BHE (Banks 2002)

- Messager NO (Aslan 2009)

- Origine centrale (Cowley 2003)
- Nerf vague (Date 2002)

- Nerf vague (Ilwasaki Y 2012)
- Origine centrale (Juanedac
2001)

- Nerf vague (Iwasaki Y 2012)

- Nerf vague (lwasaki Y 2012)
- Diffusion BHE (Kastin 2002)
- PC (Alvarez E 1996)

- Nerf vague (Anini Y 2000)

- Nerf vague (Anini Y 2000)

- Pas de BHE (Pan W 2006)

- BHE (Koizumi M 2002)
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Glucose 180 Da Anorexigene Alimentation - Inhibition des neurones AgRP/NPY - BHE
Glycolyse - Activation des neurones a POMC -PC
Néoglucogenése
Lipide - Anorexigéne  Alimentation - longues chaines d’AGL => N Diffusion des membranes
Lipolyse I'expression de NPY, d’AgRP plasmiques
Acide aminé =110 Anorexigene Alimentation - Action sur les neurones a NPY et a BHE (Abbott 2010)
Da POMC via mTor (Cota D 2006) PC (Redzic 2005)

Tableau 1 : Acces et action des signaux métaboliques périphériques sur les neurones du noyau arqué.
Ce tableau donne une liste non exhaustive de signaux métaboliques périphériques, ainsi que leur action
au niveau du noyau arqué hypothalamique et la fagon dont ils accédent au systéeme nerveux central.

FGF21

Les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), peptides d’environ 20 kDa, tirent leur nom de
leur capacité a stimuler la prolifération des fibroblastes. Le FGF21 est sécrété par le foie et le
tissu adipeux en réponse a de hautes concentrations en acides gras libres (lors de jeline ou
d’activité physique intense). Le FGF21 a pour but d’améliorer la production de corps
cétoniques, I'oxydation des acides gras libres et d’augmenter la capture du glucose par le tissu
adipeux (Cuevas-Ramos et al., 2009). Sa surexpression chez la souris protege contre la prise de
poids en régime gras, tandis que son injection chez des souris obéses permet d’améliorer la

glycémie et de réduire I'adiposité (Coskun et al., 2008).

B) Les hormones pancréatiques

Insuline
L'insuline est une hormone de 6 kDa sécrétée par les cellules B des flots de Langerhans du
pancréas. Sa sécrétion postprandiale est stimulée par I'arrivée de glucose dans la circulation
porte. En périphérie, elle est hypoglycémiante. Elle favorise I'assimilation et le stockage de
glucose sous forme de glycogéne par les muscles et le foie. Elle bloque également la
production de glucose et stimule la conversion des glucides en acides gras libres en vue de leur
stockage dans le tissu adipeux. Au niveau central, elle a un effet anorexigene. Injectée en icv,
elle diminue la prise alimentaire et engendre une perte de poids (McGowan et al., 1992).

L'insuline exerce ses effets via son récepteur tétramérique Ins-R : il posséde deux sous-
unités extracellulaires a liant I'insuline et deux sous-unités intracellulaire B se phosphorylant
suite a la liaison de l'insuline et déclenchant les voies de signalisation, telles que la voie des
MAPK, de PI3K-Akt ou JAK/STAT. Au niveau hypothalamique, son récepteur est fortement
exprimé au niveau du NA (Marks et al., 1990) et sur des terminaisons axonales se projetant
dans 'EM (van Houten et al., 1980). Dans le NA, l'insuline agit sur les neurones a NPY/AgRP et
a POMC/CART : elle diminue I'expression de NPY (Schwartz et al., 1992) et augmente celle de

POMC (Porte et al., 2002). Par ailleurs, I'action de I'insuline sur les neurones AgRP permet
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d’induire la suppression de la production hépatique de glucose (Kénner et al., 2007; Lin et al.,
2010) ; tandis que son action sur les neurones a POMC augmente la dépense énergétique et
I’activité locomotrice (Lin et al., 2010), via I'inhibition du facteur de transcription FOXO1 (Plum
et al., 2012). De plus, il est intéressant de relever que l'insuline stimule aussi la synthése de
leptine au niveau du tissu adipeux. En effet, les taux de leptine augmentent 4 a 5 heures apres
les repas, proportionnellement aux taux d’insuline. Il s’agit de I'axe adipo-insulaire (Kieffer and
Habener, 2000). Par conséquent, le role propre de linsuline dans le contréle de la prise
alimentaire est difficile a déterminer car elle posséde un effet a la fois sur la glycémie et sur les
niveaux de leptine périphérique. L'insuline apparait donc plus comme un signal reflétant

I'interaction entre les processus métaboliques et le niveau d’adiposité.

Glucagon

Le glucagon est une hormone peptidique de 3.5 kDa sécrétée par les cellules a des flots de
Langerhans du pancréas et dont la sécrétion est stimulée lorsque le taux de glucose sanguin
diminue fortement. Hyperglycémiant, il constitue I’ «antagoniste» de l'insuline. L'action du
glucagon consiste a ramener la glycémie vers sa valeur physiologique, en induisant la
glycogénolyse au niveau du foie et des muscles, et I'hydrolyse des triglycérides au niveau des
adipocytes. Concernant la balance énergétique, I'administration périphérique de glucagon
diminue la prise alimentaire et le poids chez les rats et les humains (Holloway and Stevenson,

1964; Schulman et al., 1957).

Amyline

L'amyline est une hormone peptidique de 3.9 kDa co-sécrétée avec l'insuline par les cellules B
des filots de Langerhans du pancréas. A linverse de linsuline, I'amyline a un effet
hyperglycémiant en favorisant la dégradation du glycogéne. L'amyline joue également un réle
important dans I'ostéoporose en inhibant la résorption osseuse (Dacquin et al., 2004) et en
stimulant les ostéoblastes (Cornish et al., 1995). Concernant le balance énergétique,
I’'administration périphérique ou centrale d’amyline diminue la prise alimentaire et le poids

(Reidelberger et al., 2002; Smeltzer et al., 2012).

Peptide pancréatique

Le peptide pancréatique, ou polypeptide pancréatique, est sécrété par les cellules F des ilots de
Langerhans et les cellules EC1 de l'estomac et de lintestin. Sa concentration augmente
rapidement apres un repas: il exerce des effets inhibiteurs sur les sécrétions biliaires et
pancréatiques exocrines. De la méme famille que le NPY, il exerce son action via le récepteur

Y4 et inhibe la prise alimentaire.
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C) Les hormones du tractus gastro-intestinal
Ghréline
La ghréline est la seule hormone orexigéne connue a ce jour (Kojima et al., 1999). D’environ 4
kDa, elle est essentiellement sécrétée par les cellules P/D1 de I'estomac. Sa sécrétion se
produit avant chaque repas et s’arréte quand le pH gastrique diminue avec l'arrivée du bol
alimentaire. Son administration en périphérie ou en icv induit une prise alimentaire : elle a
donc été surnommée I’hormone de la faim. Par ailleurs, des études chez le rongeur (Thompson
et al., 2004; Tschop et al., 2000) et chez I’'homme (Rodriguez et al., 2009) suggérent que la
ghréline joue également un role dans la régulation du poids a plus long terme, en favorisant
I'adipogeneése.

La ghréline induit ses effets via le récepteur GHS-R. Ce récepteur est exprimé
principalement dans le NA, le VMH, le noyau suprachiasmatique, I’AP et la substance noire
(Zigman et al., 2006). Au niveau du NA, I'administration de la ghréline induit une activation c-
Fos dans les neurones a NPY/AgRP, associée a une augmentation de I'expression de NPY et
d’AgRP (Dickson and Luckman, 1997; Nakazato et al., 2001), et induit par conséquence une
forte stimulation de la prise alimentaire. Cette stimulation des neurones a NPY engendre en
parallele I'inhibition des neurones a POMC (Cowley et al., 2003), renforcant ainsi I'effet
orexigéne. Il faut aussi préciser que ces effets orexigénes sont portés par la forme acylée de la
ghréline : en effet, la forme desacylée diminuerait la prise alimentaire en agissant sur les

neurones CART (Asakawa et al., 2005).

Cholécystokinine

La cholécystokinine (CCK) est une hormone satiétogene sécrétée par les cellules L duodénales
et iléales dans la circulation sanguine suite a I'arrivée de lipides et de protéines dans la lumiére
intestinale. La CCK intervient notamment dans la sécrétion d’enzymes pancréatiques dans la
lumiére intestinale afin de favoriser la digestion des lipides et des protéines du bol alimentaire.
Concernant son action dans la régulation de la balance énergétique, son administration
périphérique (Gibbs et al., 1973) ou centrale (Matson et al., 2000) diminue la prise alimentaire,
notamment en accélérant la sensation de satiété.

Deux récepteurs a la CCK ont été identifiés : CCK1 et CCK2. La CCK agit principalement
via le nerf vague, qui se projette vers le tronc cérébral. En effet, les afférences vagales
innervant la muqueuse intestinale expriment le récepteur CCK1 et la vagotomie bloque les
effets de la CCK injectée en périphérie. Outre I'emprunt de la voie vagale, la CCK pourrait aussi
exercer ses effets via des récepteurs situés au niveau du NA, du VMH, du DMH (Mercer and

Beart, 2004) et sur des cellules épendymaires du 3°™M ventricule (Ozaki et al., 2013).
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Peptide YY

Le peptide YY, peptide de 36 AA, est sécrété par les cellules L de I'iléon, du cbélon et du rectum
proportionnellement au contenu énergétique du repas. Son administration périphérique
diminue la prise alimentaire et la masse corporelle (Batterham et al., 2002). De la méme
famille que le NPY, le peptide YY exerce son action via les récepteurs Y couplés aux protéines
G, en particulier le récepteur Y2. Ce récepteur est notamment exprimé par les neurones a NPY
et a POMC (Broberger et al., 1997): les effets anorexigenes du peptide YY passeraient donc par
I'inhibition de I'activité des neurones a NPY, la diminution de I'expression du NPY et

I'augmentation modérée de I'activité des neurones a POMC (Batterham et al., 2002).

Les peptides dérivés du proglucagon

Les peptides dérivés du proglucagon sont issus du clivage posttranscriptionnel et tissu
spécifique du proglucagon, réalisé par les convertases des prohormones PC1 et PC2. Les plus
connus sont les glucagon-like peptides (GLP-1 et 2) synthétisés par les cellules
entéroendocrines de l'intestin. Le GLP-1, peptide de 29 ou 30 AA, est sécrété par l'intestin
gréle en réponse a la prise alimentaire. |l participe a ’lhoméostasie glucidique en favorisant la
sécrétion d’insuline et en inhibant celle du glucagon (Komatsu et al., 1989; Sandoval et al.,
2008). Concernant la balance énergétique, I'injection périphérique ou centrale de GLP-1 chez le
rongeur diminue de fagon trés importante la prise alimentaire.

Au niveau central, les récepteurs au GLP-1 sont localisés dans I’hypothalamus
(Shughrue et al., 1996), en particulier dans les neurones a POMC du NA (Sandoval et al., 2008).
Au niveau du NA, le GLP-1 induit une activation c-Fos (Larsen et al., 1997), et une activation
électrique des neurones POMC (Ma et al., 2007).

Les autres peptides dérivés du glucagon exercant un role dans le controle de la prise
alimentaire sont la glicentine et 'oxyntomoduline (Sinclair and Drucker, 2005). Elles réduisent

notamment les sécrétions gastriques et ralentissent le vidage gastrique.

Obestatine
L'obestatine est une hormone peptidique de 23 AA dérivée du méme peptide précurseur que
la ghréline, la préproghréline. A l'inverse de la ghréline, I'obestatine réduit la prise alimentaire

(Lacquaniti et al., 2011; Zhang et al., 2005). Le GPR39 serait son récepteur (Zhang et al., 2005).

Entérostatine

L’entérostatine est un pentapeptide anorexigene de 5 AA formé dans la lumiere de I'intestin
gréle a partir de la procolipase pancréatique. Elle réduit la prise alimentaire et inhibe la
sécrétion d'insuline. La sous-unité B de la F1-ATPase mitochondriale serait son récepteur (Park

et al., 2004).
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1.2.2 Les nutriments

Outre les sighaux hormonaux, de nombreuses études montrent que les nutriments, mis
a part leurs réles structuraux et/ou énergétiques, sont également capables d’activer ou inhiber

certains neurones hypothalamiques afin de réguler la balance énergétique.

A) Glucose

Le glucose représente la source d’énergie majeure du SNC. Ainsi, il est vital qu’une
homéostasie glucidique, a linstar de [|'homéostasie énergétique, soit maintenue en
permanence dans I'organisme (= 5,5 mM). La premiere étude démontrant un réle du cerveau
dans le contréle de la glycémie remonte a 1855. Claude Bernard avait montré que des lésions
hypothalamiques chez le chien induisaient une hyperglycémie. Le maintien de ’lhoméostasie
glucidique repose sur la capacité de notre organisme a évaluer le taux plasmatique du glucose.
En 1953, John Mayer propose alors que des cellules localisées dans I’hypothalamus pourraient
détecter les variations glucidiques et traduire ces variations en signaux électriques ou
chimiques pour contréler le comportement alimentaire : il s’agit de la théorie glucostatique. La
diminution de la glycémie avant les repas est ressentie par des neurones dits « glucosensibles »
qui associent cela a la sensation de faim, stimulent la prise alimentaire et les réponses de la
contre-régulation de I’hypoglycémie. A l'inverse, I'infusion de glucose dans |’hypothalamus
ventromédian diminue la prise alimentaire (Panksepp and Rossi, 1981). Ce n’est que dans les
années 1960 que ces neurones, capables de moduler leur activité électrique en fonction de la
glycémie, sont étudiés par électrophysiologie au niveau de I’hypothalamus (Anand, 1964 ;
Oomura, 1969). Deux types de neurones glucosensibles sont décrits dans le SNC selon leur
capacité a induire une réponse a I’hypoglycémie ou a I'hyperglycémie (dans une gamme de 0 a
5 mM). Les neurones excités par le glucose (GE) augmentent leur activité lors d’une
augmentation du glucose extracellulaire ; tandis que les neurones inhibés par le glucose (Gl)
augmentent leur activité lors d’une diminution du glucose extracellulaire. Ces neurones sont
présents au niveau de I’hypothalamus mais aussi au niveau du tronc cérébral (area postrema,
NTS, noyau moteur dorsal du nerf vague). Au niveau hypothalamique, les neurones sensibles
au glucose sont présents dans le VMH, le NA, I’AHL et le PVH (Jordan et al., 2010). Au niveau du
NA, I'augmentation des niveaux de glucose extracellulaire inhibe les neurones AgRP/NPY, qui
correspondent donc a des neurones Gl, et stimule les neurones a POMC, qui correspondent
alors a des neurones GE (Parton et al., 2007; Pénicaud et al., 2002). De plus, certains neurones
GE et Gl du NA ne répondent qu’a de hautes concentrations en glucose (dans une gamme de 5-
20 mM) : ces neurones sont alors différenciés de GE et Gl classiques et sont appelés HGE et

HGI (Pénicaud et al., 2006).
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Si de nombreuses études montrent que certains neurones détectent les variations de
glycémie, les mécanismes permettant la détection du glucose restent toutefois peu clairs. Pour
les neurones GE, I'augmentation d’activité suite a une augmentation de la glycémie serait
similaire a ce qui est observé dans les cellules pancréatiques B (Yang et al., 1999). Le glucose
est transporté dans la cellule par le transporteur GLUT2, puis phosphorylé par la glucokinase et
métabolisé pour augmenter les niveaux d’ATP : cela induit la fermeture des canaux potassiques
ATP-dépendants et dépolarise la cellule. Plusieurs études ont montré que les neurones GE
possedent toute la machinerie nécessaire pour engendrer ce type de réponse et que des souris
KO pour I'un de ces composants présentent une détection glucidique altérée. Cependant,
certaines études suggerent aussi que la détection du glucose pourrait étre indépendante de
cette machinerie et se faire par exemple via la régulation des canaux TRP (de I'anglais transient
receptor potentiel) par le glucose (Fioramonti et al., 2004, Penicaud et al., 2006) ou via les
récepteurs couplés aux protéines G T1R2/T1R3 (Ren et al., 2009). Pour les neurones Gl, le
mécanisme est moins connu. Lors d’une hypoglycémie, une augmentation du ratio AMP/ATP
induirait une diminution de I'activité de la Na’/K* ATPase (Oomura et al., 1974; Silver and
Erecifiska, 1998), et la fermeture des canaux ClI" (Song and Routh, 2005), engendrant une
dépolarisation cellulaire. AMPK et la NOS sembleraient jouer des roles prépondérants dans
cette détection de I’hypoglycémie (Fioramonti et al., 2011; Jordan et al., 2010; Murphy et al.,
2009a). Enfin, au niveau des neurones a orexine de I’AHL, des études ont montré que ces
neurones Gl répondaient au glucose via un mécanisme indépendant du métabolisme
glucidique impliquant certainement les co-transporteurs glucose-Na* (Gonzalez et al., 2009b)
ou les canaux « tandem-pore K* » (Burdakov et al., 2006).

Finalement, les neurones glucosensibles ne détecteraient pas le glucose de maniere
isolée : les astrocytes les entourant joueraient aussi un role dans ce phénomene. En effet,
I'injection iv de glucose induit une activation c-Fos dans les astrocytes du NA (Guillod-Maximin
et al., 2004), suggérant que les astrocytes sont également capables de détecter le glucose. Par
ailleurs, Marty et coll. ont montré que la réexpression de GLUT2 dans les astrocytes de souris
KO pour glut2 était suffisante pour restaurer la sensibilité au glucose (2005). Ce phénomeéne
ferait intervenir la production de lactate par les astrocytes: en effet, linhibition
hypothalamique de la production de lactate inhibe la réponse des neurones sensibles au
glucose (Lam et al., 2005). Les astrocytes entourant les capillaires cérébraux, capturent le
glucose, le stockent sous forme de glycogene puis le libérent sous forme de lactate pour les
neurones. La métabolisme du lactate par les neurones participerait ainsi a I'activation des

neurones glucosensibles (Ainscow et al., 2002; Lam et al., 2005; Song and Routh, 2005).
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B) Acides gras libres

Les lipides, synthétisés au niveau cérébral ou venant de la circulation sanguine, sont
utilisés par les neurones non pas comme source d’énergie, a I'instar du glucose, mais plutot
comme matériau. Cependant, certains neurones utilisent les acides gras libres (AGL) en tant
qgue messagers indiquant I'état énergétique de l'organisme et régulant donc la prise
alimentaire (Jordan et al., 2010). En effet, l'injection d’'une émulsion de lipides par voie
intraveineuse est suffisante pour inhiber Ila prise alimentaire chez le babouin,
indépendamment des niveaux d’insuline ou de I'absorption intestinale (Woods et al., 1984).

Au niveau central, Oomura et coll. ont montré en 1975 que des neurones sensibles aux
AGL étaient présents dans I"AHL (1975). Par la suite, ces neurones sensibles aux AGL ont
également été localisés dans le NA, le VMH, le DMH et le PVH. Au niveau du NA, l'injection en
icv de longues chaines d’AGL inhibe la prise alimentaire en diminuant I'expression d’AgRP et de
NPY (Obici et al., 2002).

Les mécanismes permettant la détection des AGL restent cependant loin d’étre
élucidés. De maniere générale, les AGL semblent moduler la conductance de certains canaux
ioniques incluant, comme pour le glucose, les canaux CI" et Karp, mais également les canaux
calciques (Migrenne et al., 2007). Les AGL inhibent également la pompe NA*/K" ATPase (Oishi
et al., 1990). Ces modulations d’activité des canaux ioniques modifient les potentiels de
membrane cellulaire et engendrent ainsi des signaux électriques. Deux hypothéses sont émises
quant a l'origine de ces modulations : une 1% passant par la dégradation des AGL par la B-
oxydation et I'accumulation du malonyl-CoA dans le cytoplasme des neurones, et une nde

passant par un mécanisme indépendant de la métabolisation des AGL (Migrenne et al., 2007).

C) Les acides aminés

Bien que tres peu d’études décrivent un rble des acides aminés (AA) dans le controle de
la prise alimentaire, quelques données ressortent tout de méme de la littérature. Les AA sont
indispensables a la synthése de protéines, en tant que substrats énergétiques ou en tant que
précurseurs de nombreux composants (sérotonine, monoxyde d’azote, catécholamines,
histamine). Ainsi le tryptophane, précurseur de la sérotonine, neurotransmetteur connu pour
inhiber la prise alimentaire, serait impliqué dans le contréle de la balance énergétique (Moon
et al., 2010). Les AA ont également un haut pouvoir satietogene. Des régimes pauvres en AA
augmentent la prise alimentaire chez le rat, tandis que des supplémentations en AA la
réduisent (Tome, 2004). Au niveau central, I'injection icv d’AA diminue la prise alimentaire
(Cota et al., 2006; Morrison et al., 2007). Au niveau du NA, une administration de leucine

diminue la prise alimentaire via I'activation de la voie de signalisation mTor dans les neurones
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a NPY et a POMC (Cota et al., 2006) et la diminution de I'expression d’AgRP (Morrison et al.,
2007).

1.2.3 Modulation de la détection des sighaux métaboliques

Parmi les signaux métaboliques décrits précédemment, il est encore difficile
aujourd’hui de discerner les effecteurs primaires des effecteurs secondaires. En effet, les
nutriments et les hormones interagissent les uns avec les autres, constituant alors un réseau
de régulation tres complexe. Les nutriments et les hormones peuvent 1- modifier la
concentration sanguine d’autres hormones ou d’autres nutriments, et 2- agir sur les mémes
populations neuronales et/ou via les mémes voies de signalisation. Ainsi, I’action d’un signal
métabolique au niveau central peut étre modulée par la perception d’'un autre signal
métabolique (Jordan et al., 2010).

Un premier type d’interaction est l'interaction nutriment-nutriment. Tout d’abord,
I'action d’un nutriment au niveau hypothalamique peut modifier I’état des stocks énergétiques
et par conséquent les niveaux périphériques d’autres nutriments. Par exemple, la détection
des AGL au niveau hypothalamique inhibe la production hépatique de glucose et la sécrétion
d’insuline (Obici et al., 2002). De plus, les nutriments agissent sur les mémes populations
neuronales via une modulation du ratio AMP/ATP : ainsi, I'action d’un nutriment pourra
moduler la détection d’un autre nutriment. Par exemple, au niveau du NA, des neurones
modifient leur activité électrique en réponse aux AGL en fonction des concentrations en
glucose (Wang et al., 2006).

Un deuxieme type d’interaction est [Iinteraction nutriment-hormone. Deux
phénoménes peuvent intervenir: les modulations des concentrations périphériques en
nutriments par les hormones, et I’action des hormones sur les mémes populations neuronales
gue les nutriments. Premierement, les hormones n’ont pas qu’une action centrale : en effet,
elles agissent aussi en périphérie ou elles influencent des niveaux en nutriments en les
stockant ou en libérant des réserves énergétiques (tissu adipeux, foie). Ainsi, de maniére
indirecte, les hormones modulent la détection centrale de I'état énergétique de l'individu. Par
exemple, l'insuline induit une hypoglycémie en agissant sur ses sites périphériques : cette
hypoglycémie pourra étre détectée par les neurones glucosensibles du SNC et déclencher une
prise alimentaire. De la méme maniere, le FGF21 améliore la production de corps cétoniques
et l'oxydation des AGL, notamment en réponse au jelne. Deuxiemement, les hormones
périphériques agissent sur les mémes populations neuronales que les nutriments, et cette
convergence peut entrainer des modifications de la perception des signaux métaboliques. Par

exemple, I'insuline active la voie PI3K-Akt au niveau central, régule donc I'activité du canal Karp
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via le PIP3 et peut par conséquent perturber la détection du glucose. En effet, 'insuline
atténue la capacité des neurones GE du VMH a sentir les diminutions de glucose (Cotero and
Routh, 2009). De plus, la leptine et I'insuline modulent, via leurs voies de signalisation, I'activité
de 'AMPK : or I'activité de cette enzyme est également modulée par le ratio AMP/ATP et par
conséquent par les nutriments.

Un dernier type d’interaction est l'interaction hormone-hormone. Ces interactions
résultent principalement du fait que les hormones agissent sur les mémes populations
neuronales et via les mémes voies de signalisation. Par exemple, la leptine et linsuline
partagent les voies JAK/STAT, PI3K/Akt et AMPK. Par ailleurs, la leptine agit sur les mémes
neurones que la ghréline (Traebert et al., 2002) et est capable d’inhiber son action (Kohno et

al., 2008).

Le maintien de 'homéostasie énergétique est assuré par l'intégration des signaux
meétaboliques au niveau du SNC, notamment au niveau du NA, qui a la particularité de posséder
les récepteurs de la majorité des signaux métaboliques. Au cours du temps, les niveaux
sanguins de ces signaux varient sans cesse afin de refléter au mieux I'état énergétique de

I'individu et permettre au SNC de rééquilibrer la balance énergétique.

1.3 Les déséquilibres de la balance énergétique

L'homéostasie énergétique n'est pas statique : il s’agit en réalité d’une succession de
déséquilibres énergétiques rétablis en permanence vers un état d'équilibre. Concernant le
comportement alimentaire, cet équilibre se matérialise grace a la succession de phases de

jelne et de phases de prise alimentaire.

1.3.1 Le jeline

Au cours de leur vie, les individus sont sujets a des périodes de je(ine ou d’aphagie,
pouvant étre physiologiques (entre les repas) ou contraints (indisponibilité de nourriture). Ces
périodes de jeline vont engendrer un déséquilibre de la balance énergétique qui sera rétabli
par l'induction d’'un comportement alimentaire par le SNC.

Les signaux périphériques décrits dans le paragraphe précédent vont informer le SNC
de ce statut énergétique (Figure 2). Ainsi, lors d’un jelne aigu ou intermittent, les niveaux de
leptine, d’insuline et de glucose diminuent. A l'inverse, la ghréline et les AGL augmentent
(Becskei et al., 2010; Bi et al., 2003; Johansson et al., 2008; Savontaus et al., 2002). Le je(ine est

aussi associé a une augmentation des niveaux de corticostérone (Johansson et al., 2008). Ces
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modifications s’accompagnent d’une perte de poids et de la fonte des tissus adipeux (Becskei
et al,, 2010; Bi et al., 2003).

Le jelne modifie également I'expression des récepteurs aux signaux périphériques au
niveau central afin de moduler leur action. Ainsi, le je(ine induit une augmentation de
I’expression du récepteur a la ghréline dans le NA (Kim et al., 2003; Nogueiras et al., 2004).
Quant au récepteur a la leptine, les études sont plus contradictoires : certaines recensent une
augmentation d’expression (Adam et al., 2002; Lin and Huang, 1997; Mitchell et al., 2009) ;
d’autres non (Bi et al., 2003; Tinoco et al., 2012).

Les variations des niveaux d’hormones et de nutriments, et les modifications
d’expression de leur récepteur dans I’hypothalamus, notamment dans le NA, vont engendrer
des modifications d’activité neuronale dans ce dernier. En effet, une activation neuronale,
observée grace au marqueur d’activation c-Fos, se produit dans le NA suite au je(ine (Becskei
et al., 2008a, 2009a) et peut étre inhibée par I'injection de signaux anorexigenes tels que le
peptide YY (Riediger et al.,, 2004) ou le glucose (Becskei et al., 2008b). En particulier,
I’augmentation de la ghréline lors du jeGne active les neurones du NA. Cependant, un bloqueur
de la ghréline n’inhibe pas totalement l'activation c-Fos induite par le je(ine, suggérant
I'intervention d’autres hormones ou nutriments (Becskei et al., 2008a). En effet, la diminution
du glucose est aussi ressentie par les neurones Gl et participe a I’activation du NA (Hahn et al.,
1998; Murphy et al., 2009b). Les populations neuronales du NA touchées par le jeline sont
majoritairement les neurones a NPY/AgRP (Becskei et al.,, 2008b) et les neurones a
POMC/CART (Liu et al., 2012b). Plus précisément, le jeCine et/ou la diminution des niveaux de
glucose active les neurones a NPY/AgRP et augmente I’expression de leurs neuropeptides (Bi et
al., 2003)(Figure 2). A l'inverse, il inhibe I'activité des neurones a POMC/AgRP et diminue
I’expression de POMC (Savontaus et al., 2002). En complément a I'augmentation d’expression
de NPY, la diminution du glucose lors du jeGne stimule également sa neurosécrétion (Murphy
et al., 2009b). Enfin, le jeline induit également une plasticité synaptique afin d’augmenter
I’activation des neurones a NPY/AgRP et diminuer celle des neurones a POMC (Zeltser et al.,
2012).

L’activation du NA a pour but final d’induire un comportement hyperphagique afin de
rétablir la balance énergétique. Bloquer cette activation par le peptide YY (Riediger et al.,
2004), ou en détruisant la ghréline (Mayorov et al., 2008) par exemple, empéche ce

comportement hyperphagique.
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1.3.2 La prise alimentaire : une dérive vers I'obésité

La réalimentation suite au je(ne conduit au rétablissement des niveaux d’hormones, de
nutriments et de graisses dans I'organisme. L’augmentation des signaux anorexigénes induite
par cette réalimentation va donc engendrer I'inhibition des neurones a NPY du NA : en effet,
renourrir un animal avec des régimes contenant des carbohydrates, des protéines ou des
graisses stoppent I'activation de ces neurones, tandis qu’une alimentation non calorique n’a
aucun effet (Becskei et al., 2009b). En paralléle, ces signaux anorexigénes vont engendrer une
activation des neurones a POMC/CART du NA, pour induire par la suite I'arrét de la prise
alimentaire. Ainsi, la leptine bloque la dépolarisation des neurones a NPY en réponse a
I’hypoglycémie sur des explants hypothalamiques (Murphy et al., 2009b). De plus, I'injection
icv de leptine diminue I'expression de NPY/ AgRP et du récepteur a la ghréline (Nogueiras et
al., 2004), et augmente celle de POMC/CART (Fekete et al., 2005). En paralléle, la leptine inhibe
également I'action de la ghréline sur les neurones a NPY du NA (Kohno et al., 2008). D’autres
sighaux anorexigenes agissent sur le NA : I'insuline augmente I'expression de POMC et réduit
celle de NPY, tandis que le glucose réduit I'expression de NPY (Fekete et al., 2012). Cependant,
Becksei et coll. ont aussi montré que des injections d’hormones anorexigenes en sous cutanée
comme la leptine, I'amyline, la CCK, I'insuline ne suffisent pas a stopper I'activation du NA
engendrée par le jeline, suggérant I'implication, en parallele, des signaux dépendants de
I'ingestion (via les influx du nerf vague par exemple) pour inhiber les neurones du NA durant la

réalimentation.
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Cet équilibre énergétique est cependant fragile et peut facilement dériver. En effet, un
déséquilibre de la balance énergétique peut se produire en cas d’excés de prise alimentaire ou
d’insuffisance de dépenses énergétiques et entrainer le développement d’une obésité. Selon
I’organisation mondiale de la santé, |'obésité est définie comme « une accumulation anormale
ou excessive de graisse qui présente un risque pour la santé ». Dans notre société occidentale,
de plus en plus d’obéses sont recensés chaque année. Bien que des causes génétiques
responsables de I'obésité existent (Farooqi and O’Rahilly, 2005), il est admis que I’"hyperphagie
et le manque de dépenses énergétiques sont les principales causes de cette « pandémie ». Ces
personnes obéses présentent une incapacité a réguler leur balance énergétique. En effet, bien
gue les niveaux de leptine soient élevés du fait de I'augmentation du tissu adipeux, la leptine
endogene ou méme des injections de leptine exogéne ne parviennent pas a engendrer une
diminution de la prise alimentaire et une augmentation des dépenses énergétiques : les
individus obéses ont développé une « résistance » a la leptine. Ce phénomene, qui se produit
également pour d’autres hormones comme la ghréline (Briggs et al., 2010), auraient pour
origine I'inaptitude des hormones périphériques a agir sur les neurones du NA, résultant dans
un premier temps d’un probleme de transport des hormones périphériques vers ce noyau
hypothalamique puis d’un probléeme central lié a une perturbation des voies de signalisation

des hormones en question (Lin et al., 2000b).

Afin d’'informer le SNC de I'état physiologique de l'individu et des déséquilibres
énergétiques qu’il rencontre, les signaux périphériques doivent atteindre les noyaux
hypothalamiques, notamment le NA qui joue un rdle clé dans le contréle de la prise
alimentaire. Cet accés des molécules périphériques vers le SNC est une étape primordiale
dans la régulation de I'équilibre énergétique étant donné que, dans les cas d’obésité,
certains signaux ne semblent plus atteindre leur but. Afin de mieux comprendre comment les
molécules périphériques atteignent le SNC, le prochain chapitre sera consacré a la

description des interfaces sang/cerveau.
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Chapitre 2. Les interfaces sang-cerveau

Les signaux périphériques régulant la prise alimentaire doivent étre intégrés au niveau
central afin d’assurer le contréle de la balance énergétique. Cette intégration va nécessiter un
acces des molécules métaboliques périphériques vers le SNC. Cet acces se réalise au niveau de
trois interfaces sang-cerveau : la barriere hémato-encéphalique (BHE), les plexus choroides
(PC) et les organes circumventriculaires (OCVs). Ces interfaces sang/cerveau sont le siege de
barrieres physiques et métaboliques qui maintiennent une composition stable du liquide
céphalorachidien (LCR) et du liquide interstitiel afin d’éviter tout probléme de fonctionnement
neuronal. Des systemes de transports spécifiques existent donc au niveau de ces barrieres
sang/cerveau afin d’assurer I'acces sélectif des molécules périphériques vers le SNC. Ce
deuxieme chapitre sera consacré a I'étude des barrieres sang-cerveau et des moyens d’acces
des signaux métaboliques vers le SNC, pour finalement s’intéresser a leur plasticité structurale

et fonctionnelle notamment au cours des déséquilibres énergétiques.

2.1 Organisation neuroanatomique des barriéres sang/cerveau

2.1.1 La barriére hémato-encéphalique

A) Présentation

Le concept de barriere entre le sang et le cerveau est apparu pour la premiere fois a la
fin du 19°™ siécle. Les études de Lewandowski, en 1890, ont montré que des agents toxiques
n’étaient délétéres que s'ils étaient injectés directement dans le cerveau : il en a conclu a
I’existence d’une « barriere hémato-encéphalique » protégeant le cerveau des agents toxiques
périphériques. A la méme période, en 1885, les études de Paul Ehrlich ont montré que le bleu
Trypan, injecté en périphérie, colorait les tissus de I'organisme excepté le tissu nerveux : il en
avait conclu, a tort, que les colorants ont des affinités différentes en fonction des tissus avec
lesquels ils sont mis en présence. Quelques années plus tard, ces premiers résultats ont été
approfondis par son éléve, Ernst Goldmann (1913). Celui-ci a observé que le méme colorant
injecté cette fois dans le LCR colorait le tissu cérébral. Il en a donc conclu qu’il n’existait pas de
différences d’affinité au colorant du tissu nerveux mais plutot la présence d’une barriére
séparant la périphérie du SNC. Par la suite, de nombreuses études ont montré que les
colorants injectés en périphérie étaient stoppés au niveau des vaisseaux cérébraux, mais la
preuve définitive de I'existence d’une barriére n'a été donnée qu'en 1967 par des études en
microscopie électronique en transmission (Reese and Karnovsky, 1967), dans lesquelles des
complexes de jonctions serrées (JS) ont été observés au niveau des cellules endothéliales des

capillaires cérébraux. Ainsi, la BHE consiste en une couche continue de cellules endothéliales
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tres spécialisées qui permettent le maintien de ’lhoméostasie dans I'ensemble du parenchyme

cérébral.

B) Anatomie
Les cellules endothéliales formant la paroi vasculaire cérébrale sont le siege de la BHE.
Cependant, de nombreuses études ont montré que d’autres types cellulaires entourant les
cellules endothéliales jouent un réle crucial dans I’établissement des propriétés de barriere et
la fonctionnalité de la BHE. La BHE est désormais décrite comme une unité neuro-glio-
vasculaire constituée de cellules endothéliales entourées par une épaisse lame basale, de

péricytes et d’astrocytes.

Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales constituant la BHE différent des cellules endothéliales présentes en
périphérie et possédent des caractéristiques structurales et fonctionnelles qui leur sont
propres. La caractéristique principale de ces cellules est la présence de complexes de JS reliant
deux cellules adjacentes entre elles, empéchant la diffusion de molécules par la voie
paracellulaire (Brightman and Reese, 1969) et conférant ainsi une haute résistance électrique
(TEER) a I’'endothélium (Crone and Olesen, 1982). La haute efficacité de la BHE vient du fait que
ses complexes de JS sont associés au feuillet protoplasmique P de la membrane plasmique
(Simionescu et al., 1988; Wolburg et al., 1994) et forment une ceinture continue autour des
cellules endothéliales. On parle alors d’ «endothélium continu » (Brightman and Reese, 1969).
Les JS sont associées a des jonctions adhérentes composées de cadhérine et de caténine, dont
le r6le dans la maturation de la BHE a été suggéré (Liebner et al., 2008). Afin de compléter
cette barriere de diffusion paracellulaire, les cellules endothéliales ne possédent pas de
fenestrations ou perforations (Bennett et al., 1959), et ont peu de vésicules de pinocytose
(Clawson et al.,, 1966), empéchant ainsi le passage transcellulaire non spécifique. Les JS
permettent également la polarisation de la cellule endothéliale et, ainsi, la mise en place de
transports transcellulaires spécifiques. Par ailleurs, les cellules endothéliales possedent de
nombreuses mitochondries (Coomber and Stewart, 1985), reflet d’'un métabolisme
énergétique intense et nécessaire a ce type de transport. De nombreux systémes de transports
spécifiques ont été décrits au niveau des cellules endothéliales de la BHE comme le
transporteur du glucose GLUT1 (Pardridge et al., 1990), des systemes de transport des AA
(Killian and Chikhale, 2001), des systemes de transport des lipoprotéines de faible densité (LDL)
(Dehouck et al., 1997), le transporteur de la transferrine (Pardridge et al., 1987) ou encore des

récepteurs aux hormones périphériques comme l'insuline, la ghréline ou la leptine (Banks et
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al.,, 1996, 1997a, 2002). Les transports réservés aux signaux métaboliques régulant la prise

alimentaire seront décrits dans le paragraphe 2.3.

La lame basale

Les cellules endothéliales de la BHE ont la particularité d’étre entourées d’'une lame basale
continue tres épaisse, d’environ 40 a 80 nm d’épaisseur, produite a la fois par les cellules
endothéliales et les péricytes les entourant (Mandarino et al.,, 1993). Elle est composée
essentiellement de protéines de structure (collagene de type IV, élastine), de protéines
spécialisées (laminine et fibronectine) et de protéoglycanes (Wolburg et al., 2009; Del Zoppo et
al., 2006). De nombreuses études ont montré l'importance de la lame basale dans
I’établissement et le maintien des propriétés de barriere de la BHE. En effet, d’aprés une étude
réalisée in vitro, le collagene de type IV, la laminine et la fibronectine ont la capacité
d’influencer la différenciation des cellules endothéliales de la BHE notamment la formation de
JS (Tilling et al., 1998). De plus, une destruction de la membrane basale par les
métalloprotéinases (MMP) supprime les interactions entre la matrice extracellulaire et les

cellules endothéliales et perturbe I'intégrité des JS (Beauchesne et al., 2009a).

Les péricytes

Les péricytes, découverts en 1973 par Rouget, sont inclus dans la lame basale entourant les
cellules endothéliales. En moyenne, on dénombre un péricyte pour deux ou trois cellules
endothéliales : ils semblent donc jouer un réle majeur au sein de la BHE bien que leurs
fonctions et leurs mécanismes d’action restent assez vagues. Tout d’abord, les péricytes jouent
un role dans la vasoconstriction des vaisseaux cérébraux grace a leur riche cytosquelette
d’actine et modulent ainsi le diamétre du capillaire sanguin en fonction des besoins (Peppiatt
et al., 2006). Les péricytes jouent également un role dans |'établissement des propriétés de
barriere. En effet, des études in vitro ont montré que I’addition de péricytes a une culture de
cellules endothéliales induisait des propriétés de barriere comme I'augmentation de la TEER ou
la diminution de la perméabilité a I'aloumine (Dente et al.,, 2001). Ces phénomeénes se
produiraient via des intercommunications entre les péricytes et les cellules endothéliales par
I'intermédiaire de facteurs solubles tels que I'angiopoiétine 1 (Uemura et al., 2002), le facteur
de croissance de transformation (TGF) B (Antonelli-Orlidge et al.,, 1989), ou le facteur de
croissance dérivé des plaquettes B (PDGFB) nécessaires au recrutement des péricytes
(Hellstrom et al., 1999; Lindahl et al., 1997). Ces facteurs jouent aussi un réle important dans
les phénomenes d’angiogenése, de néovascularisation (Dore-Duffy et al., 2000; Gonul et al.,

2002) et dans la différenciation des cellules endothéliales de la BHE.
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Les astrocytes
Les astrocytes, ou plus précisément les pieds astrocytaires, viennent au contact des cellules
endothéliales et des péricytes afin de recouvrir environ 99% de la surface des capillaires
cérébraux (Kacem et al., 1998). Les premiéres recherches sur la structure de la BHE avaient
alors suggéré que les astrocytes, de par leur localisation, constituaient la barriere sang/cerveau
(Van Breemen and Clemente, 1955; Dempsey and Wisloski, 1955). Plus tard, les études ont
montré que les astrocytes induisaient les propriétés de barriere qui étaient en fait portées par
les cellules endothéliales. En effet, les astrocytes sont capables d’induire des propriétés de
barriére au niveau des cellules endothéliales non cérébrales in vivo (Janzer and Raff, 1987). De
plus, des études in vitro ont permis de mettre en évidence que |'apparition de propriétés de
barriere sur des cellules endothéliales isolées en culture était favorisée par I'addition
d’astrocytes (Dehouck et al., 1990; Neuhaus et al., 1991). Ce phénoméne est aussi observable
suite a I'ajout de milieu conditionné astrocytaire dans des cultures de cellules endothéliales
isolées (Gardner, 1995; Wolburg et al., 1994), suggérant l'implication de facteurs solubles
comme le TGF B (Tran et al., 1999), le facteur neurotrophe dérivé de la glie (GDNF) (lgarashi et
al.,, 1999) ou le FGF (Sobue et al., 1999). Enfin, les astrocytes constituent un lien entre le
compartiment sanguin et les neurones, et assurent ainsi leur bon fonctionnement, notamment
concernant I'apport nutritionnel : en effet, les astrocytes sont capables d’internaliser le glucose
pour le stocker sous forme de glycogéne et le redistribuer aux neurones par la suite sous forme
de lactate (Chih and Roberts Jr, 2003; Wiesinger et al., 1997)

Entre les astrocytes, les péricytes et les cellules endothéliales, des cellules
immunitaires, comme des macrophages périvasculaires, peuvent aussi étre observés.

Cependant, leur réle dans la fonctionnalité de la BHE n’a pas encore été démontré a ce jour.

C) Fonctions

La BHE permet d’assurer le maintien de I’homéostasie cérébral nécessaire au bon
fonctionnement neuronal, via le controle de I'entrée des molécules périphériques vers le SNC
et I'évacuation des déchets cérébraux vers la périphérie. Cette fonction est assurée par
plusieurs composantes : une barriére physique, grace aux JS, qui réduit la voie paracellulaire,
une « barriere de transport » qui sélectionne les molécules pouvant transiter par la voie
intracellulaire, et une barriere chimique ou métabolique grace aux enzymes et aux
transporteurs d’efflux qui dégradent ou excluent les molécules nuisibles au SNC (Abbott et al.,
2010). Ainsi, par exemple, la BHE permet de maintenir un environnement ionique et un pH
optimal pour le fonctionnement synaptique grace a une combinaison de canaux ioniques et de

transporteurs régulant I'entrée et la sortie des ions du SNC. Dans le méme objectif, la BHE
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empéche également I'entrée de neurotransmetteurs périphériques, comme le glutamate : ce
neuroexcitateur présent dans le sang fluctue notamment avec I'ingestion de nourriture, et
pourrait induire de graves dommages neuronaux s’il entrait dans le cerveau (Abbott et al.,
2010). Un autre exemple de fonction de la BHE est la protection du cerveau contre des
substances neurotoxiques circulant dans le sang. La BHE barre I'acces aux macromolécules et
aux agents neurotoxiques hydrophiles qui pourraient entrainer de graves lésions neuronales.
Cependant, certains agents neurotoxiques ou pharmacologiques sont liposolubles et peuvent
facilement traverser les membranes lipidiques. Dans ce cas, de nombreux transporteurs ABC
ou « pompes d’efflux» sont présents au niveau de la BHE et pompent ces agents
neurotoxiques en dehors du cerveau en consommant de I’ATP. Trois des plus importantes
pompes sont la glycoprotéine P (Pgp), la protéine de résistance au cancer du sein (BCRP) et les

protéines associées a la multirésistance aux médicaments (MRP).

2.1.2 Les plexus choroides

A) Présentation

Les plexus choroides (PC) sont des petites structures cérébrales faisant protrusion dans
le systeme ventriculaire et contribuant a la formation du LCR. Au nombre de 4, ils sont
présents dans les ventricules latéraux, le 3°™ et le 4°™ ventricule (Figure 3). Ces PC
constituent une seconde interface sang/cerveau, différente cependant de la BHE. En effet, les
vaisseaux des PC sont fenétrés et ne sélectionnent donc pas I’entrée des molécules sanguines :
la composition du liquide interstitiel des PC est donc comparable a celle du sang. Cependant,
I’épithélium cubique simple entourant les vaisseaux fenétrés présente des propriétés de

barriére afin d’assurer ’homéostasie du LCR.

B) Anatomie

Le noyau fibro-vasculaire

En continuité des membranes leptoméningées externes, ce noyau contient de nombreux
vaisseaux fenétrés (capillaires et veines sinusoidales) entourés d’un réseau lache de fibres de
collagene produites par des fibroblastes (Strazielle and Ghersi-Egea, 2000). Contrairement aux
vaisseaux de la BHE, les vaisseaux des PC sont trés larges, sinueux, possedent des fenestrations
et n"auraient pas de JS fonctionnelles. Ils expriment notamment MECA-32 chez la souris (Ciofi,
2011a; Mullier et al., 2010) et la protéine associée aux vésicules du plasmalemme PV-1 chez le
rat (Carson-Walter et al.,, 2005), marqueurs de fenestrations. Cela leur confére une haute
perméabilité aux molécules hydrophiles qui peuvent alors entrer dans le liquide interstitiel des
PC. D’autres types cellulaires sont associés a ce noyau fibro-vasculaire comme les macrophages

globulaires (Ling et al., 1998).
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Les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales des PC sont situées en continuité des cellules épendymaires bordant le
ventricule. Cependant, elles forment un épithélium cubique simple reposant sur une épaisse
lame basale et juxtaposant le noyau fibro-vasculaire (Redzic and Segal, 2004). Leur
caractéristique principale est la présence d’une ceinture continue de JS au niveau de leur pdle
apical : celles-ci sont a la base de la barriére sang-LCR (Brightman and Reese, 1969). Elles
permettent également la polarisation de la cellule, nécessaire a la mise en place de transports
transcellulaires spécifiques. En effet, les cellules épithéliales des PC possedent plusieurs
caractéristiques typiques des épithéliums ayant des propriétés de sécrétion et/ou
d’absorption, telles que de nombreuses vésicules et mitochondries (Redzic and Segal, 2004) ou
de longues villosités en leur péle apical augmentant la surface d’échange avec le LCR (Segal,
2001; Wolburg and Paulus, 2010). Certaines cellules épithéliales possédent également
guelques cils pouvant aider le flux du LCR dans le systéme ventriculaire (Peters and Swan,
1979). Par ailleurs, les faces basolatérales de deux cellules adjacentes sont imbriquées par de

nombreuses interdigitations (Keep and Jones, 1990).

C) Fonctions

La fonction principale des PC, mise en évidence en 1970 par des études de Davson et
Segal, est la formation du LCR. La pompe Na‘/K" ATPase joue un rdle primordial dans cette
fonction. En effet, elle permet de maintenir des gradients osmotiques et ioniques nécessaires
au mouvement de 'eau vers le ventricule (Davson and Segal, 1970). Ce méme mécanisme a été
observé a la membrane abluminale de I'endothélium de la BHE afin d’assurer la synthése du
liguide interstitiel au niveau du parenchyme cérébral (Abbott et al.,, 2010). La plus grande
partie du LCR est formée au niveau des PC des ventricules latéraux. Le LCR entre ensuite dans

eme

le 3°™ ventricule par le trou de Monroe pour atteindre le 4™ ventricule via 'aqueduc de
Sylvius. Le LCR passe ensuite dans I'espace sous-arachnoidien par les foramen de Luschka et
Magendie, puis retourne dans le sang veineux par les villosités arachnoidiennes (Figure 3). Le
LCR apporte une protection mécanique au cerveau. Ce dernier y « flotte » ce qui le protége des
chocs et diminue son poids « apparent ».

Outre la synthese du LCR, les plexus choroides synthétisent et sécrétent également de
nombreuses molécules bioactives (facteur de croissance, facteur trophique ...) qui seront
distribuées dans l'ensemble du SNC. Ces substances jouent un rbéle actif dans le

développement du SNC et le maintien de I’'homéostasie cérébrale (voir pour revue Redzic et

al., 2005).
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Tout comme la BHE, les PC jouent un réle de barriere. lls permettent le maintien de
I’'homéostasie ionique et du pH du LCR (Johanson et al., 2011), et empéchent le passage de
macromolécules ou de neurotoxines (Ghersi-Egea et al., 1994; Strazielle and Ghersi-Egea,
2000). Par exemple, les protéines de la famille des MRP sont exprimées au niveau des cellules

épithéliales des PC afin de protéger le LCR des toxines périphériques (Ghersi-Egea et al., 2001).

Velum médullaire antérieur
B Ventricule mésencéphalique Citerne quadrigéminale

Récessus pinéal
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V| Citerne

' Canal
central
— Vers les ganglions‘.\
i lymphatiques
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Eiteme fome/teérminale Citerne chiasmatique Citerne interpédonculaire

Figure 3 : Schéma représentant le systeme ventriculaire et la circulation du LCR chez le rongeur. Les
plexus choroides, représentés en rouge (A, chez la souris), sont la source majeure de LCR. Ce LCR circule
ensuite dans le systéme ventriculaire (B, chez le rat). Tiré de la thése de Charlotte Schmitt (01/2012).

2.1.3 Les organes circumventriculaires

A) Présentation

Les organes circumventriculaires sont de petites régions cérébrales tres spécialisées
localisées a proximité du 3°™ et 4°™ ventricule. Leurs caractéristiques morphologiques et
fonctionnelles les impliquent dans la régulation de nombreuses fonctions physiologiques
(Tableau 2). Dans la littérature, les avis divergent qu’en a leur nombre, allant de 6 a 8 en
fonction des critéres considérés. Leur principale caractéristique est I'absence de BHE au niveau
de leurs vaisseaux. En effet, ces vaisseaux sont larges et possédent de nombreuses
fenestrations, ce qui favorise les échanges sang/parenchyme cérébral. Ces vaisseaux sont
similaires aux vaisseaux des PC, excepté le fait qu’ils sont situés directement dans le
parenchyme cérébral. Cela confere alors aux OCVs le surnom de « fenétres du cerveau » (Gross
and Weindl, 1987). Les OCVs sont souvent divisés en deux groupes selon le type de
communication qu’ils entretiennent avec la périphérie :

- Les OCVs dits « sensoriels » comprenant I'organe vasculaire de la lame terminale
(OVLT), I'organe subfornical (OSF) et I'area postrema (AP). Ces derniers possedent dans leur
parenchyme des corps cellulaires neuronaux qui sont donc en contact direct avec la circulation

sanguine.
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- Les OCVs dits « sécréteurs » comprenant la glande pinéale, la neurohypophyse et
I’éminence médiane (EM). Ces derniers ont la particularité de sécréter des substances dans la

circulation sanguine.

Certains auteurs incluent les PC dans les OCVs car ils possedent une organisation et
localisation comparables aux OCVs. Enfin, bien qu’il ne posséde pas de vaisseaux fenétrés,
I’organe subcommissural (OSC) est souvent considéré comme un OCV sécréteur libérant des
substances dans le LCR. La glande pinéale forme plutét une glande a part entiére au sein du
SNC et n’est pas en contact direct avec les ventricules. Anatomiquement, nous nous

intéresserons a I’OVLT, I'OSF, I'AP et I'EM qui sont des structures comparables puis a I'OSC.

B) Anatomie de I’'OVLT, de I’OSF, de I’'AP et de 'EM
Ces OCVs sont généralement organisés en trois couches : une couche épendymaire, une

couche interne et une couche externe.

Les cellules épendymaires

Ces OCVs sont situés a proximité ou font protrusion dans le systéme ventriculaire. Dans ces
régions hautement spécialisées, les cellules épendymaires sont particulieres. En effet, ce sont
des cellules bipolaires dont le corps borde la paroi du ventricule et qui émettent un unique
long prolongement dans le parenchyme de I'OCV pour venir contacter les vaisseaux fenétrés
de la zone externe (Krisch et al., 1978). Dans I’éminence médiane, ces cellules sont appelées
tanycytes : elles seront décrites plus en détail dans le dernier chapitre de cette introduction.
Des études en microscopie ont révélé la présence de JS au niveau du corps cellulaire de ces
cellules épendymaires (Brightman and Reese, 1969; Petrov et al., 1994; Smith and Shine, 1992)
voire entre leur prolongement adjacent (Krisch et al., 1978; Wang et al., 2008): ainsi, comme
pour les PC, les propriétés de barriére semblent délocalisées au niveau de I'épendyme. A leur
surface apicale, elles possedent également de nombreuses microvillosités augmentant la
surface d’échange avec le LCR, et parfois un unique cil primordial (Dellmann and Linner, 1979;
Dellmann and Simpson, 1976; Mestres and Rascher, 1994; Scott and Sladek, 1981). Enfin, la
présence de nombreuses mitochondries, de vésicules, d’'un réticulum endoplasmique trés
développé et de nombreux microfilaments dans leur prolongement suggérent que ces cellules
épendymaires constitueraient un épithélium de sécrétion et/ou d’absorption (Dellmann and

Simpson, 1976).

La couche interne
Cette zone, située sous I'épendyme, contient les prolongements des cellules épendymaires

décrites dans la section précédente, et de trés nombreuses cellules gliales telles que des
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astrocytes et des oligodendrocytes. Cette zone contient également des éléments neuronaux.
Dans les OCVs sensoriels (OVLT, OSF, AP), les corps cellulaires neuronaux et leurs dendrites y
sont trés nombreux. Dans I'EM, bien qu’il s’agisse d’un OCV sécréteur, quelques corps
cellulaires de neurones peuvent étre observés. Ces neurones ne sont donc pas protégés par la
BHE et regoivent de nombreuses informations venant directement de la périphérie. La couche
interne est aussi occupée par de nombreux axones venant des neurones situés dans des
régions protégées par la BHE. Par exemple, I'EM est traversée par des axones appartenant aux
neurones magnocellulaires situés dans le noyau supraoptique et paraventriculaire, et se

projetant vers la neurohypophyse pour y libérer I'ocytocine et la vasopressine.

La couche externe

La couche externe contient un réseau vasculaire trés développé (Duvernoy and Risold, 2007).
Ces vaisseaux ont la particularité d’étre fenétrés et expriment donc les marqueurs de
fenestrations MECA-32 chez la souris (Ciofi, 2011a; Schulz and Engelhardt, 2005) et PV-1 chez
le rat (Ciofi et al., 2009). Dans I'EM, ces vaisseaux sont le site de projection de neurones
hypothalamiques qui y établissent, via leur axone, des jonctions neuro-vasculaires afin de

déverser leurs neurohormones dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire.

C) Anatomie de I'organe subcommissural
L’OSC est souvent considéré comme une glande au sein méme du cerveau. Son nom est
d0 a sa localisation en contact avec la commissure postérieure : il est situé caudalement au
3°™ ventricule, a I'entrée de I'aqueduc de Sylvius.

Cet organe circumventriculaire est constitué de cellules épendymaires trés spécialisées.
Comme les cellules épendymaires des OCVs décrits précédemment, elles possedent une forme
bipolaire avec un corps cellulaire et un prolongement. Leur corps cellulaire, particulierement
grand et allongé, forme la paroi du ventricule et leur prolongement s’étend dans le
parenchyme cérébral pour venir contacter des vaisseaux de la BHE (Rodriguez et al., 1986). En
effet, 'OSC ne posséde pas de vaisseaux fenétrés comme les autres OCVs (Duvernoy and
Risold, 2007). Le pdble apical des cellules épendymaires fait protrusion dans la cavité
ventriculaire et posséde des kinocils, des villosités et de nombreuses vésicules de pinocytose,
suggérant des échanges avec le LCR (Collins and Woollam, 1979). De plus, les poéles apicaux
sont connectés les uns aux autres par des JS (Meiniel, 2007; Petrov et al., 1994). Leur
cytoplasme contient un large réticulum endoplasmique, de nombreux microtubules et des
vésicules de sécrétions, indiguant son réle de glande sécrétrice (Collins and Woollam, 1979).

Les cellules épendymaires spécialisées de I'OSC sécrétent une glycoprotéine N-

glycosylée, appelée la spondine, basalement vers la commissure postérieure et les espaces
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leptomeningés et luminalement dans le systéeme ventriculaire (Gobron et al., 1996). Dans le
ventricule, la spondine s’agrege pour former la fibre de Reissner, qui s’étend dans I'aqueduc de
Sylvius, le 4°™ ventricule et jusqu’a la fin du canal central de la moelle épiniere (Vio et al.,
2008). Cette fibre, découverte par Reissner en 1860, aide a la bonne circulation du LCR. Outre
la spondine, les cellules épendymaires produiraient d’autres glycoprotéines entrant dans la
composition de la fibre de Reissner. La fibre de Reissner n’existe pas chez I’'Homme et les
glycoprotéines resteraient a I'état soluble. Les sécrétions de I'OSC serviraient également a

maintenir ’lhoméostasie du LCR (Meiniel, 2007).

D) Fonctions des organes circumventriculaires
La présence de vaisseaux fenétrés dans les OCVs leur confere deux fonctions
essentielles dans les communications sang/cerveau :
- La neurosécrétion de peptides et de protéines vers le sang.
- L'acces de molécules plasmatiques telles que les hormones ou les nutriments aux

cellules nerveuses.

Ces propriétés les impliquent ainsi dans de nombreuses fonctions physiologiques (Tableau 2).

Nom de Localisation Sensoriel Roéle pour les réponses Projections
rrocv ou neuroendocriniennes
Sécréteur

OVLT 3V, B +0,5 Les deux Controle de la balance hydrique Aire préoptique, VMH, Noyau

Soif supraoptique, SFO, Locus
coeruleus

SFO 3V, B-0.5 Sensoriel Réponse a la soif PVH, Noyau préoptique
Osmorégulation médial, OVLT, Noyau
Controle cardiovasculaire supraoptique, Noyau du
Homéostasie énergétique raphé

ME 3V,B-1,5 Sécréteur Libération de neurohormones dans -
le systéeme porte vers
I'adénohypophyse

Neurohy- B-2 Sécréteur Libération de I'ocytocine et la -

pophyse vasopressine produites par les

neurones magnocellulaires de I'aire
supraoptique et du PVH

Sco 3V,B-2 Sécréteur Formation de la fibre de Reissner -
Homéostasie du LCR

Glande Glande, B -2.5 Sécréteur Sécrétion de mélatonine -

pinéale Régulation des rythmes jour/nuit

AP 4V, B -4.5 Sensoriel Centre du vomissement NTS, Noyau parabrachial,
Controle cardiovasculaire et Locus coeruleus

respiratoire
Pression sanguine
Homéostasie énergétique

Tableau 2 : Localisation, fonctions et projections des différents organes circumventriculaires.
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2.2 Les jonctions serrées : régulateur des barriéres sang/cerveau

Le point commun a ces trois interfaces est la présence de JS au niveau des cellules
endothéliales, des cellules épithéliales ou des cellules épendymaires bordant les OCV (Figure
4). Ces JS sont des assemblages de protéines transmembranaires et intracellulaires formant un

complexe jonctionnel entre deux cellules adjacentes et bloquant la voie paracellulaire.

2.2.1 Les protéines des jonctions serrées

L'occludine a été la premiére protéine transmembranaire observée dans les JS (Furuse
et al., 1993). On la retrouve au niveau de la BHE, des PC et de 'EM (Mullier et al., 2010). D’un
poids moléculaire de 65 kDa, elle possede 4 domaines transmembranaires, deux boucles
extracellulaires et deux terminaisons cytosoliques. Son domaine C-terminal est hautement
conservé et est important pour I'assemblage et une bonne imperméabilité de la JS (Balda et al.,
1996; Kale et al.,, 2003). Son domaine extracellulaire assure I|’adhésion intercellulaire
dépendante du calcium (Van Itallie and Anderson, 1997). Cependant, des souris KO pour cette
protéine sont viables et développent des JS morphologiquement et fonctionnellement
normales. Cependant, elles présentent certains phénotypes pathologiques comme un retard
de croissance post-natal ou un comportement sexuel anormal (Saitou et al., 2000). Les auteurs
en ont conclu que I'occludine ne serait donc pas nécessaire a la formation des JS mais jouerait
plutét un role dans I'induction de signaux intracellulaires. Cependant, d’auteurs auteurs ont
tout de méme montré sa capacité a former des JS, bien que celles-ci ne soient pas tres
étanches (Furuse et al., 1996).

Les claudines forment une famille de protéines transmembranaires des JS d’environ 24
membres. Bien que possédant aussi 4 domaines transmembranaires, elles n’ont pas
d’homologie de séquence avec I'occludine. Leur boucle extracellulaire assure une adhésion
intercellulaire trés forte qui est indépendante du calcium. Les claudines sont suffisantes pour
former des JS (Furuse et al., 1998a; Morita et al., 1999). Contrairement a 'occludine, les
claudines ne sont pas distribuées de maniere égale dans chaque tissu, ce qui crée les
différences d’étanchéité des différents épithéliums de I'organisme (Tsukita and Furuse, 2000a,
2000b). En effet, la combinaison spécifique de différentes claudines permet de définir les
propriétés de chaque JS. Premierement, elle détermine I'efficacité de la JS : les claudines 1 et 3
seraient responsables de |’association des JS au feuillet protoplasmique P (Furuse et al.,
1998b), soit d’une haute TEER; tandis que la claudine 2 forme des jonctions associées au
feuillet endoplasmique E (Furuse et al., 1998b), soit d’'une plus faible TEER. La combinaison des
différentes claudines détermine également la perméabilité paracellulaire. En effet, la

perméabilité aux ions ou aux molécules de différents poids moléculaires est définie par les
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claudines. Par exemple, les JS deviennent permissives aux molécules de moins de 800 Da chez
la souris KO pour la claudine 5 (Nitta et al., 2003), tandis que des mutations de la claudine 16
induisent des problemes de perméabilité paracellulaire au calcium et au magnésium (Hou et
al., 2005; Simon et al., 1999). Au niveau du cerveau, les claudines 3 et 5 sont présentes au
niveau de la BHE (Mullier et al., 2010; Wolburg and Lippoldt, 2002) ; les claudines 1 et 5 sont
exprimées au niveau de I'EM (Mullier et al., 2010) et les claudines 1, 2, 3 et 11 sont exprimées
au niveau des PC (Redzic and Segal, 2004; Wolburg et al., 2001).

Les molécules d’adhésion JAM (JAM 1 a 4) appartiennent a la famille des
immunoglobulines et sont retrouvées au niveau des JS. Elles possedent un domaine
transmembranaire et un domaine extracellulaire a deux motifs Ig. La neutralisation de JAM-1
perturbe les JS (Liu et al., 2000) et inhibe I'extravasation leucocytaire (Del Maschio et al.,
1999). Au niveau du cerveau, JAM-1 et JAM-3 ont été observées (Aurrand-Lions et al., 2001).

Ces protéines transmembranaires sont reliées au cytosquelette par des protéines
intracellulaires comme les zonula occludens (ZO). ZO1, 2 et 3 appartiennent a la famille des
protéines guanylate kinase associées a la membrane. ZO1 est la premiére protéine associée
aux JS identifiée. D’un poids moléculaire de 225 kDa, elle posséde un segment N-terminal riche
en domaine PDZ, permettant la liaison aux protéines transmembranaires et intracellulaires des
JS, et un segment C-terminal permettant la liaison aux protéines du cytosquelette : ZO1 est
donc considérée comme une protéine d’échafaudage. Au niveau central, elle est exprimée au
niveau de la BHE, des PC et des OCV (Mullier et al., 2010; Petrov et al., 1994). ZO1 joue un réle
important dans la formation des JS. En effet, des cellules épithéliales n’exprimant plus ZO1
présentent des problemes de formation des JS induite par le calcium (Sheth et al., 1997). Par
ailleurs, 701 se fixe a I'occludine et aux claudines via ses domaines PDZ et permet ainsi leur
bonne localisation dans la JS (Fanning and Anderson, 2009). ZO1 interagit également avec les
protéines du cytosquelette, telle que I'actine. Cette interaction est particulierement
importante étant donné que des souris KO pour la dystrophine, une protéine du cytosquelette,
présentent des JS perturbées (Nico et al., 2004). Enfin, ZO1 régule également I'expression
génique. En effet, elle peut étre localisée au niveau nucléaire dans des cellules en prolifération
(Gottardi et al., 1996), et se lier a des facteurs de transcription, tel que ZONAB, pour moduler

I’expression génique (Balda et al., 2003).

Cette description des protéines de JS n’est pas exhaustive. D’autres protéines y sont
aussi présentes comme la cinguline, protéine d’échafaudage reliant la JS au cytosquelette et
intervenant dans la prolifération cellulaire ; la protéine 7H6, intervenant dans I'assemblage des

JS ; les protéines de polarité PAR3 et PARG6 ; la protéine aux multiples domaines PDZ MUPP1 ; la
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protéine AHNAK ou la protéine JACOP. De nombreuses kinases comme la protéine kinase C, les
tyrosine-kinases c-SRC et c-Yes, ou les phosphatases PP1 ou PP2A sont également présentes et
régulent le niveau de phosphorylation des protéines constituant la JS afin de réguler son

étanchéité (voir pour revue Ebnet, 2008).

Figure 4: Représentation schématique
des différentes barriéres sang/cerveau.
Trois interfaces sang/cerveau ont été
décrites dans la littérature: la barriére
hémato-encéphalique (BHE), les plexus
choroides (PC), et les organes
circumventriculaires (OCVs). Ces
interfaces sont constituées de cellules
endothéliales (pour la BHE) ou d’une
association entre cellules endothéliales et
cellules épithéliales ou épendymaires
(respectivement pour les PC et les OCVs).
Au niveau de ces interfaces, une barriére
sang/cerveau, assurée notamment par
des jonctions serrées (en vert), permet le

!
\

N

maintien de I'homéostasie cérébrale. Au
Barriére Plexus choroides Organe niveau de la BHE, les propriétés de
hématoencéphalique circumventriculaire barriére sont portées directement par les

cellules endothéliales : les molécules périphériques (fond rose) sont donc confinées dans le vaisseau et
ne peuvent pas diffuser dans le parenchyme cérébral. Au niveau des PC, les vaisseaux sont fenétrés ce
qui permet aux molécules du sang (fond rose) de pénétrer dans I'espace périvasculaire. Les propriétés
de barriere sont portées par les cellules épithéliales qui empéchent ainsi la diffusion des molécules vers
le liquide céphalorachidien : les molécules restent donc dans I’espace périvasculaire. Au niveau des
OCVs, les vaisseaux sont également fenétrés permettant I'entrée des molécules du sang (fond rose)
dans l'espace périvasculaire. Les propriétés de barriere sont reportées plus loin au niveau de
I’épendyme. De ce fait, les molécules du sang peuvent diffuser dans le parenchyme de I'OCV jusqu’a la
barriere épendymaire: tout élément neuronal présent dans I'OCV pourra alors recevoir des
informations de la circulation sanguine.

2.2.2 Les fonctions des jonctions serrées

La principale fonction des JS est de restreindre la perméabilité paracellulaire : cette
fonction est a la base des propriétés de barriere des épithéliums ou des endothéliums. Cette
étanchéité est assurée par l‘association des boucles extracellulaires des protéines
transmembranaires de deux cellules voisines afin de bloquer la voie paracellulaire. Cependant,
les JS, selon leur composition en claudines, constituent également des pores sélectifs laissant
passer certains ions via la voie paracellulaire. Les JS sont aussi impliquées dans la mise en place
d’une polarité cellulaire. En effet, elles encerclent entierement la cellule formant ainsi une
barriere a la diffusion des lipides et des protéines de la membrane plasmique : cela induit une
distribution différentielle des transporteurs et des récepteurs entre la face luminale et

abluminale des cellules (Betz and Goldstein, 1980; Lidinsky and Drewes, 1983). La mise en
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place de cette polarité implique des voies de signalisation intracellulaire initiées par des
protéines intracellulaires des JS, notamment par les protéines de polarité PAR3 et 6 (voir pour
revue Shin et al., 2006). Enfin, les JS régulent également la prolifération cellulaire, en général
en l'inhibant. En effet, plus la densité cellulaire augmente, plus I'assemblage des JS augmente
et moins il y a de prolifération. Ce phénomeéne se déroule via la modulation des voies de
signalisation ou la séquestration de facteurs de transcription (voir pour revue Matter et al.,

2005).

2.3 Accés des signaux métaboliques périphérigues régulant la prise alimentaire vers le

systéme nerveux central via les interfaces sang/cerveau

Les interfaces sang/cerveau sont des zones d’échange entre la périphérie et le SNC.
Dans le cadre de la régulation de la balance énergétique, ces interfaces constituent donc le lieu
de passage des signaux métaboliques périphériques devant atteindre les centres régulateurs
de la prise alimentaire (Figure 4). Les substances liposolubles telles que les AGL péneétrent dans
le cerveau librement par simple diffusion a travers les membranes plasmiques lipidiques des
capillaires cérébraux. En général, le potentiel de diffusion d’'une molécule a travers la BHE
correle bien avec sa liposolubilité (Cornford et al., 1982). Outre son facteur de solubilité, les
molécules a charge positive ont aussi un avantage pour traverser la BHE probablement a cause
de leurs interactions avec le glycocalix et les phospholipides membranaires négatifs.
Cependant, a I'état physiologique, la majorité des molécules sont chargées négativement.
Ainsi, les molécules hydrophiles ou chargées négativement ne peuvent pas diffuser a travers
les barrieres sang/cerveau et devront donc utiliser d’autres systemes pour amener leur

information au SNC (Tableau 1).

2.3.1 Transport transendothélial via les Transporteurs/Récepteurs

Un premier type de transport au niveau des barriéres sang/cerveau est le transport
transendothélial (ou transépithélial au niveau des PC). Pour les petites molécules hydrophiles,
des transporteurs ont été décrits au niveau des interfaces sang/cerveau. Il en existe pour les
hexoses (glucose, mannose, arabinose, galactose), les AA (phénylalanine, leucine), les acides
monocarboxyliques (lactate, corps cétoniques), les nucléosides (adénine, guanine, uridine), la
choline et les ions (voir pour revue Abbott et al., 2010). Pour les macromolécules hydrophiles,
des récepteurs spécifiques ont aussi été décrits au niveau des cellules endothéliales ou des
cellules épithéliales des PC. Ces récepteurs vont permettre le transport des macromolécules du
sang vers le cerveau par des mécanismes de transcytose. Dans tous les cas, la présence de

transporteurs/récepteurs, leur distribution différentielle sur les membranes luminale et
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abluminale (gérant la direction du transport) et le gradient de concentration des molécules
sont des critéres a prendre en compte pour déterminer comment une molécule hydrophile est

transportée au niveau des interfaces sang/cerveau.

A) Les transporteurs : le passage des nutriments

Les nutriments régulant la prise alimentaire sont au nombre de trois: les AGL, le
glucose et les AA. Les AGL, par leur propriété lipophile, entrent dans le SNC par simple
diffusion. Les lipides peuvent également étre transportés sous forme de LDL. Des études ont
montré que les cellules endothéliales de la BHE expriment le récepteur au LDL et que ce
dernier permet le transport des LDL par transcytose via la voie des cavéoles (Dehouck et al.,
1997).

Le glucose, substance hydrophile de 180 Da, utilise un transporteur, le GLUT1. Ce
transporteur est une protéine de 55 kDa appartenant a la famille des transporteurs de glucose
indépendant du sodium. Dans le cerveau, son expression est restreinte aux cellules
endothéliales de la BHE, aux cellules épithéliales des PC et aux cellules épendymaires,
notamment les tanycytes de I'EM (Pardridge et al., 1990; Peruzzo et al., 2000). Au niveau de la
BHE, GLUT1 est exprimé sur la face luminale et abluminale des cellules endothéliales ce qui
permet une diffusion selon le gradient de concentration. De plus, sa distribution
asymétrique avec 3 a 4 fois plus de transporteurs sur la face abluminale permettrait d’éviter
une accumulation de glucose dans les cellules endothéliales et de favoriser un transport vers le
cerveau (Bolz et al., 1996; Farrell and Pardridge, 1991). Par ailleurs, une étude de Ngarmukos
et coll. a montré une colocalisation de GLUT1 et de GLUT4 au niveau de la BHE dans
I’hypothalamus ventromédial (Ngarmukos et al., 2001). GLUT4 est un membre de la famille des
transporteurs de glucose indépendant du sodium étant sensible a I'insuline, suggérant ainsi
gue l'insuline modulerait I'accés du glucose dans cette région cérébral. En effet, Hertz et coll.
ont montré que l'insuline pouvait augmenter le transport du glucose a travers la BHE (Hertz et
al., 1981). Au niveau des PC, GLUT1 est exprimé par les cellules épithéliales, c6té basolatéral.
Finalement, il existe également un autre transporteur au glucose dépendant du sodium,
nommé SGLT1 (Elfeber et al.,, 2004; Yu et al.,, 2013), localisé face abluminale des cellules
endothéliales qui ne permettrait qu’une sortie du glucose vers le sang (Abbott, 2010).

Les AA sont transportés au niveau des interfaces sang/cerveau du sang vers le cerveau
ou du cerveau vers le sang selon la distribution de leurs transporteurs au niveau des cellules
endothéliales ou des cellules épithéliales. On distingue deux types de transporteurs : des
systemes de transport facilité sodium-indépendants et sodium-dépendants. Au niveau de la

BHE, le systéme L (Boado et al., 1999) transporte des AA a longue chaine neutre comme le L-
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tryptophan, le L-histidine ou le L-tyrosine (Abbott et al., 2010). Ces transporteurs sont
indépendants du sodium et localisés sur la face luminale et abluminale des cellules
endothéliales de la BHE : comme GLUT], ils permettent un transport selon le gradient de
concentration. Le systéme y+ permet le transport des AA basiques a longue chaine cationique
du sang vers le cerveau (Stoll et al., 1993). Ces transporteurs sont indépendants du sodium et
localisés sur la face luminale des cellules endothéliales de la BHE. Les systémes de transport
sodium-dépendants sont trés nombreux et sont présents sur la face abluminale ou luminale
des cellules endothéliales de la BHE (voir pour revue Abbott et al.,, 2010). En général, ces
transporteurs utilisent le gradient de concentration du sodium principalement pour extraire les
AA non essentiels du SNC (voir pour revue Bernacki et al., 2008). D’autres études indiguent que
les PC sont également équipés en transporteurs des AA (Redzic et al., 2005, Preston and Segal,
1992; Segal, 2001). La direction du transport des AA serait bidirectionnelle et dépendante des
concentrations en AA du LCR (Preston et al., 1989).

B) Transcytose médiée par les récepteurs : le passage des hormones

Les hormones métaboliques sont des macromolécules qui vont utiliser leurs récepteurs
spécifiques pour traverser les interfaces sang/cerveau via des mécanismes de transcytose. La
transcytose médiée par récepteur se déroule en trois étapes : la fixation de la molécule a son
récepteur avec formation de cavéoles, I'internalisation sous forme de vésicules avec traversée
du cytoplasme et I'exocytose au poéle opposé de la cellule. Dans la majorité des tissus, les
vésicules internalisées sont dirigées vers les lysosomes pour y étre dégradées : cependant, au
niveau de la BHE, la faible épaisseur de la cellule endothéliale laisse suggérer que la
transcytose y serait favorisée.

La leptine accéde au cerveau par un systéme de transport saturable, unidirectionnel
(Banks et al., 1996) et modulable par diverses substances (cf 2.4.3) (Kastin and Pan, 2000). La
forme courte du récepteur a la leptine (Ob-Ra) serait impliquée dans son transport vers le SNC
(Hileman et al., 2002; Kastin et al., 1999) : elle est exprimée par les cellules endothéliales de la
BHE (Bjgrbaek et al., 1998), les cellules épithéliales des PC (Bjgrbaek et al., 1998; Guan et al.,
1997), et les tanycytes de I'’éminence médiane (données issues du laboratoire). Cependant rien
n‘indique que ce récepteur Ob-Ra soit réellement impliqué dans des phénomeénes de
transcytose. La forme longue du récepteur a la leptine (ObRb) est également exprimée par les
cellules endothéliales de la BHE (Bjgrbaek et al., 1998). Il est trés probable que ce récepteur
soit responsable des nombreux effets vasculaires de la leptine incluant I'angiogenese
(Anagnostoulis et al.,, 2008), la perméabilisation de I’endothélium (Cao et al., 2001), la

modulation du tonus vasculaire ou I'inflammation (Zlokovic et al., 2000). La forme longue du
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récepteur a la leptine est également présente au niveau des PC (Guan et al., 1997) et des
tanycytes de I'EM (Balland et al., soumis dans Cell Metabolism).

Les premieres études dans le domaine stipulaient qu’il n’existait pas de transport
d’insuline au niveau de la BHE ou des PC (Margolis and Altszuler, 1967). Cependant, Wood et
Porte ont montré en 1977 qu'’il existait une corrélation entre les niveaux d’insuline dans le sang
et dans le LCR suggérant un systéme de transport de l'insuline au niveau des interfaces
sang/cerveau. Les études de Banks et coll. ont confirmé que I'insuline pouvait étre transportée
vers le SNC via un transport saturable et de facon non uniforme selon les régions cérébrales
(Banks et al., 1997a, 1997b). Le récepteur a l'insuline est exprimé au niveau des cellules
endothéliales de la BHE (Pardridge et al., 1995) et des cellules épithéliales des PC (Baskin et al.,
1986), afin d’assurer son transport vers le SNC (Banks et al., 1997b). Cependant, d’autres
études suggerent que ces récepteurs joueraient plutot un role dans la modulation de la
fonction endothéliale ou épithéliale, voire une endocytose de I'insuline en vue d’étre dégradée
(Banks, 2008).

Bien qu’une origine centrale de la ghréline ait été décrite (Cowley et al., 2003), la
ghréline périphérique peut accéder aux réseaux neuronaux via la BHE (Banks et al., 2002). Chez
la souris, Banks et coll. ont montré I'existence d’'un systeme de transport saturable de la

ghréline murine uniqguement du cerveau vers le sang, et de la ghréline humaine dans les 2 sens.

2.3.2 Transfert d’information via les messagers de la barriére hémato-encéphalique

Le mécanisme le plus décrit est le transport a travers la BHE grace a des récepteurs ou
les transporteurs spécifiques. Cependant, un autre mécanisme existe : suite a leur stimulation
par les signaux périphériques, les cellules endothéliales peuvent synthétiser des substances
modifiant I’activité neuronale. Ces substances incluent les cytokines pro-inflammatoires et le
monoxyde d'azote (NO). Par exemple, bien que le récepteur a I’adiponectine soit exprimé dans
les cellules endothéliales cérébrales, cette derniére ne traverse pas (ou trés peu) la BHE
(Spranger et al.,, 2006). De plus, elle n’est pratiquement pas retrouvée dans le LCR chez
'homme (Neumeier et al., 2007). Spranger et coll. ont alors suggéré que l'adiponectine
pourrait utiliser une voie alternative pour agir sur les neurones régulant la balance
énergétique. Une expérience réalisée in vitro a montré que I'adiponectine peut, en se fixant a
ses récepteurs endothéliaux, diminuer les taux d’interleukines 6 (IL-6) produits par les cellules
endothéliales et pourrait ainsi moduler I'activité neuronale sans traverser la BHE (Spranger et
al., 2006). De la méme maniere, la ghréline augmente la synthése de NO via I'activation de la
NOS endothéliale et pourrait ainsi moduler |’activation neuronale par ce mécanisme (Aslan et

al., 2009; Xu et al., 2008).
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2.3.3 Transfert d’information via les influx nerveux

Une autre voie trés documentée est le transfert d’information via le nerf vague. Des
expériences de vagotomie inhibent en effet I'action des molécules périphériques sur la
régulation centrale de la prise alimentaire suggérant ainsi que leur information passe par voie
nerveuse. C'est le cas pour la majorité des hormones du tractus gastro-intestinal. Par exemple,
la CCK peut transmettre son signal via le nerf vague. En effet, son récepteur CCK1 est exprimé
sur les afférences vagales et une injection de CCK en périphérique stimule le nerf vague (Moran
et al., 1997). A l'inverse, une vagotomie abdominale bloque I'effet satiétogéne de la CCK (Smith
et al., 1981). Le GLP-1 et le peptide YY possedent également des récepteurs sur les afférences
du nerf vague et peuvent véhiculer leur information via ce dernier (Abbott et al., 2005; Iwasaki
and Yada, 2012). De méme, les noyaux du bulbe sont informés de I'arrivée d’AA dans le
duodénum via le nerf vague (Tome, 2004).

Le récepteur a la ghréline est également présent sur les afférences vagales, mais
contrairement aux signaux précédents, la ghréline inhibe le nerf vague (Date et al., 2002). La
leptine pourrait également moduler I'activité du nerf vague (Gaigé et al., 2002). Cependant, la
leptine et la ghréline ayant toutes les deux un rble précis et connu au niveau central,

I'importance de leur action via le nerf vague reste matiére a débat.

2.3.4 Acces facilité via les organes circumventriculaires

Une voie alternative, mais encore fortement controversée, permettrait aux molécules
périphériques de contourner la BHE : le passage via les OCV. En effet, la vasculature des OCV
est fenétrée et permet donc des échanges sang/parenchyme cérébral facilités (Gross and
Weindl, 1987). Dans le contexte de la prise alimentaire, le NA a la particularité d’étre localisé a
proximité d’un OCV, I'EM. De nombreux auteurs ont alors suggéré que les signaux
périphériques pouvaient atteindre le NA par simple diffusion a partir de 'EM (Broadwell et al.,
1983; Ciofi et al., 2009; Morita and Miyata, 2013). En effet, I'injection de leptine radiomarquée
montre qu’elle s"accumule rapidement dans I'EM et le NA médiobasal (Banks et al., 1996). L'AP
participe également a la régulation de la prise alimentaire: il contient des neurones
glucosensibles capables de détecter la concentration en glucose dans le sang (Young, 2012) et
des récepteurs aux signaux métaboliques tels que la ghréline (Zigman et al., 2006) ou la leptine
(Lin et al., 2000a). De la méme maniere, le SFO pourrait étre impliqué dans le contréle de la
prise alimentaire via ses récepteurs GHS-R, Ob-R (Mimee et al., 2013) et Adipo-R (Alim et al.,
2010).
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2.4 Développement et plasticité des interfaces sang-cerveau

Les cellules endothéliales et les JS sont des éléments primordiaux des barrieres
sang/cerveau (Figure 4). Une modulation d’organisation de ces éléments pourrait alors réguler
I'accés des molécules métaboliques vers le SNC. En effet, les interfaces sang/cerveau sont
plastiques durant le développement et a I'dge adulte, notamment lors de déséquilibres

énergétiques, afin de moduler les échanges sang/cerveau.

2.4.1 Les cellules endothéliales

A) Développement et angiogenése

La période ou les vaisseaux cérébraux sont les plus plastiques est le développement
embryonnaire. A partir d’E10 chez la souris et E11 chez le rat, le systéme vasculaire se
développe par angiogenése : en effet, les vaisseaux pénétrent dans le SNC a partir du plexus
vasculaire périneural mis en place a E9. Leur développement suit ensuite un schéma spatio-
temporel précis qui se terminera en post natal. Ce développement est réalisé grace a des
facteurs angiogéniques paracrines sécrétés par le cerveau embryonnaire (Engelhardt, 2003).

Le premier facteur identifié dans les cerveaux embryonnaires en développement a été
le FGF acide et basique (Risau et al., 1988). Il induit une prolifération des cellules endothéliales
in vitro et une angiogenése in vivo mais son profil d’expression reste haut chez 'adulte et ne
coincide donc pas avec le schéma spatio-temporel du développement vasculaire (Emoto et al.,
1989). Le second facteur identifié a été le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF) agissant via ses récepteurs VEGF-R1 (ou flt-1) et VEGF-R2 (ou KDR). En effet, les souris
déficientes pour le VEGF montrent que celui-ci est indispensable a la formation des vaisseaux
cérébraux et la survie de I'animal (Ferrara et al., 1996). Dans le cerveau, le VEGF est produit par
les cellules de la couche épendymaire : 'angiogeneése se fait alors de maniéere radiale vers les
épendymes, tandis que les neurones, naissant des épendymes au méme moment, se dirigent
dans la direction opposée. Bass et coll. ont montré que les cellules radiales de la zone
ventriculaire pouvaient servir d’échafaudage nécessaire a la fois a la guidance des vaisseaux
naissant et a la migration neuronale (Bass et al., 1992). L’angiopoiétine 1 et 2 et leur récepteur
commun Tie-2 jouent aussi un réle dans le développement vasculaire cérébral, notamment
pour I'adhésion a la matrice extracellulaire et le recrutement des cellules périvasculaires (Davis
and Yancopoulos, 1999). L'angiopoiétine 1 et son récepteur Tie-2 sont toujours exprimés a
I’age adulte notamment dans les tanycytes et les vaisseaux fenétré de I'EM, respectivement
(Horton et al., 2010). Le TGFB peut aussi avoir un role dans I'angiogenese via ses récepteurs
Alk-1, Alk-5 et I'’endogline, et ses effecteurs intracellulaires Smad5 et 6 (voir pour revue van

Meeteren et al., 2011). Outre les facteurs de croissance, les molécules de guidance, telles que
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les sémaphorines et leurs récepteurs, la famille des éphrines ou les récepteurs Notch, jouent
également un role important dans le développement vasculaire cérébral.

Cette angiogeneése centripéte aurait pour origine une hypoxie cérébrale : en effet, le
cerveau embryonnaire n’étant pas oxygéné, des zones hypoxiques y sont retrouvées (Fan et
al., 2009). Cela induit la sécrétion du facteur induit par I’hypoxie (HIF-1). HIF-1 est un facteur
de transcription qui induit I'expression de facteurs angiogéniques notamment le VEGF et ses
récepteurs, le PDGF B, le FGF et I’érythropoiétine: les souris KO pour HIF-1 présentent en effet
un développement angiogénique cérébral anormal (Tomita et al., 2003). Une fois I'oxygéne

apporté au cerveau, les zones hypoxiques disparaissent ainsi que I'angiogeneése.

Les facteurs de croissance cités précédemment sont aussi des facteurs de perméabilité
(BDNF, VEGF, HIF, TGF). Ils sont capables d’induire des fenestrations sur les cellules
endothéliales in vivo et in vitro (Esser et al., 1998). Ainsi, une fois formés, les vaisseaux
cérébraux ont un large diametre, présentent des fenestrations (Stewart and Hayakawa, 1994)
et possedent des JS tres rudimentaires : ils sont ainsi encore perméables aux petites molécules.
Par la suite, les vaisseaux vont perdre leurs fenestrations, devenir de plus en plus fins et

acquérir des complexes de JS trés efficaces.

B) Plasticité vasculaire a I’dge adulte

A I'age adulte et en conditions physiologiques, les vaisseaux du SNC sont trés peu
plastiques. Les phénomeénes d’angiogenése sont rares voire inexistants au niveau central.
Cependant, dans des cas pathologiques, la formation de vaisseaux peut étre observée. Des
phénomeénes d’angiogeneése sont notamment observés suite aux ischémies cérébrales. Apres
une hypoxie, la formation de vaisseaux au niveau central a été observée chez la jeune souris
(Harb et al., 2013). Comme a I’'age embryonnaire, ce phénoméne fait intervenir le HIF-1 et le
VEGF (Lokmic et al., 2012). Des études ont d’ailleurs montré le réle bénéfique du VEGF au
niveau du cerveau apres un accident vasculaire cérébral. Linjection centrale de VEGF permet
de diminuer les dommages cérébraux, favoriser I'angiogenése, retarder la sénescence des
cellules endothéliales et augmenter la neurogenése (Mattson and Wan, 2005). Le VEGF est
également physiologiquement essentiel au niveau cérébral a I'age adulte, notamment dans le

maintien des caractéristiques des épendymes (Kamba et al., 2006; Maharaj et al., 2008).

2.4.2 Les jonctions serrées

Les JS sont des structures jonctionnelles qui réalisent I'adhésion de deux cellules

voisines et sont donc des éléments clés dans les barriéres sang/cerveau.
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A) Développement et mise en place des propriétés de barriére

A E10-E11, les vaisseaux néoformés sont larges, et présentent des fenestrations et des
JS trés rudimentaires : ils sont donc encore perméables aux petites molécules. Cependant,
suite a I'oxygénation du tissu, la BHE va se mettre en place trés rapidement. Chez la souris, elle
se déroule entre E11 et E17 ou les premiéres JS deviennent observables. A E21, la résistance
électrique de la BHE est déja haute chez le rat suggérant la présence de JS efficaces.
Cependant, la BHE n’est pas encore tout a fait mature et va finir de se mettre en place en post-
natal. En effet, la proportion de JS associées au feuillet protoplasmique P des membranes
plasmiques (caractéristiques de JS matures dans le cerveau) augmente encore aprées la
naissance. En paralléle, les vaisseaux perdent leurs fenestrations : a E16-E18, le marqueur de
fenestrations MECA-32 n’est plus observable (Hallmann et al., 1995).

Cette mise en place de la barriére est notamment due au micro-environnement des
vaisseaux. En effet, des cellules endothéliales isolées ne sont pas prédisposées a développer
des propriétés de barriere. Les premieres cellules décrites comme jouant un réle dans la
formation de la barriére sont les astrocytes. En effet, des études in vitro ont permis de mettre
en évidence que les propriétés de barriére de cellules endothéliales isolées étaient favorisées
par I'ajout d’astrocytes (Dehouck et al., 1990), ou de milieu conditionné astrocytaire (Gardner
1995), suggérant l'implication de facteurs solubles tels le TGF B, le GDNF ou le FGF. La
maturation de la barriére fait aussi intervenir le Src-suppressed C Kinase Substrate (SSeCKS). Ce
suppresseur de tumeur, synthétisé par les astrocytes en réponse au PDGF B des cellules
endothéliales, diminue la sécrétion astrocytaire de VEGF et augmente celle de I'angiopoiétine
1 : cela induit la localisation de ZO1 au niveau des JS (Engelhardt, 2003). Lors de |'oxygénation
du tissu, les astrocytes sécretent également la thrombospondine 1 qui est un activateur du
TGFB astrocytaire. Ce facteur, en compagnie du GDNF (lgarashi et al., 1999) et du FGF (Sobue
et al., 1999), intervient dans la maturation des vaisseaux et I'organisation des JS. Cependant, la
gliogeneése chez le rat ne se fait qu’a partir d’E17 alors que le développement de la barriére et
la neurogenése se déroulent entre E11 et E17. La mise en place des propriétés de barriere
serait donc vraisemblablement initiée par d’autres signaux, sécrétés certainement par les
neurones, les péricytes ou les progéniteurs, tandis que les astrocytes auraient plutét un réle
dans la maturation (en périnatal) et la maintenance (a I’age adulte) de la BHE.

Lors du développement de la barriere, les capillaires cérébraux acquierent aussi tous les
systémes de transport adéquats. C’est le cas par exemple de GLUT1 (Bolz et al., 1996; Cornford
et al.,, 1993a). A E13, le marquage GLUT1 est tres faible puis augmente progressivement
jusqu’en post natal. De méme, sa distribution asymétrique n’existe pas a E13 et ne commence

qu’a partir d’E19.
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B) Plasticité des jonctions serrées a I’dge adulte

Contrairement aux vaisseaux, qui restent relativement stables a I’dge adulte, les JS sont
des composants extrémement plastiques, modulés selon I'état physiologique de I'individu et
modulant la perméabilité des barrieres sang/cerveau. Par exemple, une étude reporte des
modifications de barriére chez la brebis au niveau des PC en fonction de la photopériode.
L’expression de I'occludine, de ZO1 et de ZO2 est plus importante en jours courts comparés
aux jours longs. Ces résultats suggerent une augmentation de la perméabilité des PC en jours
longs via une régulation des niveaux de protéines de JS (Lagaraine et al., 2011). De méme, dans
la cornée, le neurotransmetteur substance P induit une augmentation de ZO1 in vitro,
suggérant une modulation par des neurotransmetteurs des JS de I'épithélium de la cornée (Ko
et al., 2009). Certains cas pathologiques induisent également des ouvertures de la barriere en
modulant I'expression, la localisation et la dégradation des protéines de JS comme la sclérose
en plaque, I’hypoxie/ischémie, les cedémes, la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer,
I’épilepsie, les tumeurs, les glaucomes ou I'encéphalopathie de Gayet-Wernicke.

Dans des situations physiologiques ou pathologiques, la plasticité des JS est due a
plusieurs phénomeénes tels que des modifications post traductionnelles des protéines de JS qui
induisent leur délocalisation de la JS, une modulation de leur synthése ou encore leur
dégradation. De nombreuses études ont montré que les modifications post traductionnelles
des protéines de JS, comme la phosphorylation, régulent I'assemblage ou le désassemblage
des JS. Par exemple, la phosphorylation de I'occludine sur ses résidus thréonine ou sérine, via
la signalisation calcique, permet la stabilisation de la JS tandis que sa déphosphorylation induit
sa désorganisation (Rao, 2009). En revanche, une phosphorylation des résidus tyrosine de
I'occludine augmente la perméabilité vasculaire lors d’ischémie cérébrale (Takenaga et al.,
2009). En particulier, une phosphorylation des résidus tyrosine sur le domaine C-terminal de
I'occludine diminue son interaction avec les ZO, engendrant la délocalisation de I'occludine de
la JS et sa rupture (Kale et al.,, 2003). Les autres protéines de JS subissent également des
phosphorylations. Par exemple, la phosphorylation de ZO1 module la formation des JS : suite a
I'inhibition de la PKC, Stuart et Nigam ont remarqué in vitro une diminution de la TEER due a la
déphosphorylation de ZO1 et sa sortie de la JS (1995). Cependant, I'inhibition de la tyrosine
phosphatase, qui augmente donc le niveau de phosphorylation de ZO1 sur ses résidus tyrosine,
rompt aussi les JS (Staddon et al.,, 1995). La cinguline ou la protéine 7HA sont d’autres
phosphoprotéines constituant les JS dont le niveau de phosphorylation prédit leur localisation
au niveau de la JS. Ainsi, la balance entre les protéines kinases (notamment PKC, c-SRC) et les
phosphatases (PP2A, PP1), présentes au niveau des JS, est importante dans le contréle de

I’'assemblage/désassemblage des JS, et donc de leur perméabilité. Les plasticités de barriére
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peuvent aussi faire intervenir la synthése de novo ou la dégradation et/ou diminution de
I'expression de protéines de JS. Au niveau de I'épithélium de la cornée, Ko et coll. ont observé
in vitro, suite a un traitement a la substance P, une augmentation de I'expression génique et
protéique de ZO1, associée a une augmentation de la TEER. Ce phénomeéne est sous contréle
de la voie de signalisation calcique et de la calmoduline protéine kinase Il (2009). A I'inverse,
dans de nombreux cas pathologiques, comme I'encéphalopathie de Gayet-Wernicke
(Beauchesne et al., 2009b), une baisse de la quantité d’occludine, de ZO1 et de Z0O2 a été
observée in vivo. Des dégradations de protéines de JS, telle I'occludine, sont aussi recensées

(Antonetti et al., 1999; Murakami et al., 2009).

Ces modulations des JS sont souvent dues a des facteurs de croissance, tels que le
VEGF. Injecté de fagon chronique en icv chez le rat ou chez la souris, le VEGF induit une
perméabilité vasculaire via la rupture des JS (Proescholdt et al., 1999). En 2009, Murakami et
coll. ont montré que le VEGF, dans des cultures de cellules de rétines, pouvait induire une
phosphorylation de I'occludine sur sa sérine 490, induisant ainsi son ubiquitinylation et son
internalisation vers les endosomes en vue de sa dégradation. Les radicaux libres modulent
également les JS. L'ouverture de la BHE est souvent associée a une augmentation de I'activité
de la NOS endothéliale et, par conséquent, a une augmentation des especes réactives de
I’oxygene. Cela entraine un stress oxydatif qui active les PK et inhibe les PP. Par exemple, des
études ont montré in vitro qu’un stress oxydatif engendre I'activation et le transfert de la
kinase c-SRC a la membrane, et la phosphorylation des résidus tyrosine de I'occludine et de
Z01 (Basuroy et al.,, 2003; Rao et al.,, 2002). Ce phénomeéne induit leur dissociation, leur
redistribution et la rupture de la JS. Les especes réactives de |'oxygéne cassent également la
BHE par la redistribution d’autres protéines de JS comme la claudine 5, via la PKB, la PI3 kinase
et RhoA (Schreibelt et al., 2007). L'ouverture de la BHE est enfin associée a une augmentation
de l'activité des métalloprotéinases (MMP). Ces MMP détruisent les membranes basales,
rompent par conséquent les interactions entre la matrice extracellulaire et les cellules

endothéliales et perturbent l'intégrité des JS (Beauchesne et al., 2009b).

L’ensemble de ces travaux montre que les interfaces sang/cerveau sont trés plastiques
et suggere par conséquent que des changements hormonaux dus a des déséquilibres
énergétiques pourraient eux aussi provoquer une réorganisation des barriéres sang/cerveau

modulant ainsi les échanges entre ces deux compartiments.
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2.4.3 Plasticité des interfaces sang/cerveau lors de déséquilibres énergétiques

Plusieurs auteurs ont décrit des modifications structurales, concernant les vaisseaux et
les JS, ainsi que des modifications fonctionnelles, concernant les systemes de transport, au
niveau des interfaces sang/cerveau lors de déséquilibres énergétiques qu’ils soient
physiologiques ou pathologiques. Ces résultats seront présentés dans le cas du jelne, de

I'obésité et du diabeéte.

A) Le jeline

Des modifications structurales vasculaires ou de barriere n’ont pas encore été
recensées dans la littérature lors du jeGne. Cependant, plusieurs papiers rapportent une
perméabilisation des vaisseaux lors d’hypoglycémie. En effet, lors de la rétinopathie
diabétique, une maladie associée au diabéte, une angiogenése est observée au niveau de la
rétine. Certains auteurs suggerent que cette pathologie secondaire serait due aux
hypoglycémies récurrentes induites par les traitements contre le diabéte. Ce phénomene est
mis en relation, dans la littérature, avec I'laugmentation du VEGF dans le sang induit par
I’hypoglycémie (Dantz et al., 2002; Merl et al., 2005) : en effet, ’hypoglycémie augmente
I’expression du VEGF (Akiri et al., 1998; Satake et al., 1998), via le facteur HIF-1 (Carmeliet et
al., 1998), et stabilise son ARNm (Stein et al., 1995), permettant ainsi I'augmentation de sa
synthése protéique. Cependant, l'origine tissulaire de I'augmentation du VEGF sanguin induit
par I’hypoglycémie n’a pas encore été déterminée a ce jour.

Concernant les modifications des systemes de transport des molécules périphériques
vers le SNC lors du jelne, la littérature est assez riche. Par exemple, la quantité de leptine
transportée a travers la BHE diminue avec la famine (Banks, 2003) ou lors de je(ines répétés
(Kastin and Pan, 2000); alors gu’elle ne varie pas (Kastin and Akerstrom, 2001) lors de je(ines a
court terme. Pour la ghréline, Banks et coll. ont aussi montré une corrélation inverse entre le
poids et l'acces de la ghréline au SNC suggérant que I’état physiologique de lindividu
influencait les taux de transport de la ghréline. Ainsi, lors du jelne, le passage de la ghréline
augmente de 3 fois comparé a la souris nourrie (Banks et al., 2008). Pour l'insuline, son
transport est aussi augmenté lors de jeGine ou d’hypoglycémie (Banks et al., 1997a). Enfin, les
mises a jeun modifient également le passage de nutriments comme le glucose. En effet, une
diminution des niveaux de glucose ont été observé chez les animaux a jeun associée cependant
a une augmentation de son assimilation par le cerveau (Cornford et al., 1993b). Cette
augmentation de la perméabilité au glucose a aussi été observée chez ’homme lors du jeline
(Hasselbalch et al., 1995). Ce phénomene peut étre associé a I'augmentation de I'expression de

I’ARNm de GLUT1 lors du jeline bien que les niveaux protéiques ne varient pas (Cornford et al.,
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1993b; Koranyi et al.,, 1991). Certains auteurs ont également montré que, suite a des
hypoglycémies récurrentes liées au diabéte de type 1, le transport du glucose (Criego et al.,

2005) et du lactate (Herzog et al., 2013) est augmenté vers le SNC.

B) Obésité et Diabéte

Contrairement au je(ine, de nombreux remaniements structuraux et fonctionnels ont
été décrits dans la littérature en cas d’obésité ou de diabete. Ces modifications des interfaces
sang/cerveau sont en fait induites par les dyslipidémies et par I’hyperglycémie associées a ces
pathologies. Les dyslipidémies perturbent fortement I'intégrité des barriéres sang/cerveau. Au
niveau des JS, Kanoski et coll. ont montré une diminution de I'expression des protéines les
constituant, notamment de la claudine 12, de la claudine 5 et de I'occludine, au niveau de la
BHE ; et de la claudine 12, de la claudine 5 et de ZO2 au niveau des PC chez des rats nourris en
régime gras. Ce phénomene est associé a une augmentation de la perméabilité de la barriere
et des troubles cognitifs (Davidson et al., 2012; Kanoski et al., 2010). De méme, chez I’'Homme,
les dyslipidémies sont associées a des problémes de BHE (Bowman et al., 2012). Les lipides
agissent via deux voies afin d’induire ces effets: 1- ils détruisent directement les JS en baissant
I’expression des protéines les composant ou en induisant leur redistribution cellulaire, 2- ils
augmentent la production de cytokines inflammatoires responsables de la rupture des JS. Au
niveau des vaisseaux, les souris nourries avec une alimentation riche en graisse présentent
également un développement vasculaire cérébral anormalement important. Concernant
I’hyperglycémie, de nombreuses perturbations sont également reportées dans la littérature.
L'hyperglycémie perturbe tout d’abord I'intégrité de la BHE et de la barriéere rétino-cérébrale.
Leur perméabilité est augmentée alors que des injections d’insuline (Huber et al., 2006) ou
I'activation de I'’AMPK (Liu et al., 2012a) ont un effet protecteur sur ce phénomene. Cette
augmentation de perméabilité est associée a une diminution de la quantité d’occludine, de la
claudine 5 et de ZO1 ainsi qu’a une augmentation d’activité des MMP et a la présence d’anions
superoxydes (Hawkins et al., 2007; Liu et al., 2012a). Lors de rétinopathies diabétiques (cf pour
revue Felinski and Antonetti, 2005), des perturbations de la barriére sont aussi associées a une
diminution d’expression de Z0O1 et de l'occludine, et une phosphorylation de l'occludine
entrainant une redistribution des protéines de JS (Antonetti et al., 1999; Gardner, 1995). Ces
modifications sont notamment dues a une augmentation du VEGF, connue pour détruire les JS
(Antonetti et al., 1999), ou de I'histamine (Gardner, 1995). L’'augmentation du VEGF lors de
diabete engendre aussi des cas d’angiogenese a I’age adulte au niveau du cortex, du striatum

et de la rétine (Prakash et al., 2012).
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Tout comme le jeline, I'obésité et le diabéete induisent des modifications des systémes
de transport au niveau de la BHE. Concernant la leptine, sa quantité transportée a travers la
BHE diminue avec I'obésité. Les triglycérides seraient impliqués dans ce phénomene et seraient
alors responsables des problémes de résistance a la leptine chez les sujets obéses (Banks et al.,
2004). Banks et coll. suggerent également que I'augmentation des triglycérides libres lors de
jeline prolongé serait aussi responsable de la diminution du transport de la leptine observée
dans cette condition (2004). L'insuline ou l'injection de glucose (qui induit un pic d’insuline)
augmente le passage de la leptine chez la souris a jeun ; mais n’a pas d’effet chez les souris
diabétiques hypoinsulinaires (Kastin and Akerstrom, 2001). Concernant la ghréline, des souris
obéses et agées perdent I'habilité a transporter la ghréline vers le cerveau, bien que les
triglycérides favorisent le transport de la ghréline (Banks et al., 2008). L'obésité diminue
également le passage de l'insuline (Urayama and Banks, 2008). Ce phénoméne est a corréler
avec une diminution de la liaison de I'insuline a I'endothélium suggérant une diminution de ses
récepteurs sur ce dernier (Schwartz et al.,, 1990). Enfin, Banks et coll. ont observé une
augmentation du transport de l'insuline au niveau de la BHE lors d’un diabéte induit par la
streptozotocine, tandis que son transport est diminué lors d’un diabéte induit par I'alloxane

(Banks et al., 1997c).

Ainsi, les interfaces sang/cerveau sont le lieu de passage des molécules métaboliques
devant atteindre les noyaux centraux régulant la prise alimentaire. Dans le chapitre I, nous
avons vu toute I'importance du NA dans le contréle de la prise alimentaire, tandis que les
moyens pour I'atteindre ont été décrits dans ce chapitre. Cependant, la littérature décrit
principalement un accés via la BHE. Or, le NA a la particularité d’étre localisé a proximité de
I’éminence médiane, un OCV via lequel les molécules périphériques pourraient transiter

librement. Le troisieme chapitre sera donc consacrer a la description de cette région

cérébrale en tant qu’interface sang/liquide céphalorachidien/noyau arqué.
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Chapitre 3. L’éminence médiane, une interface sang/liquide
céphalorachidien/noyau arqué dans I’hypothalamus médiobasal

L’organisation structurale des interfaces sang/cerveau dans la région cérébrale du NA
est trés particuliere suggérant une régulation spécifique de |'accés des molécules
périphériques vers ce noyau hypothalamique. En effet, plusieurs éléments sont a prendre en
compte afin de comprendre comment sont organisés les échanges sang/cerveau dans cette
région cérébrale. On y trouve a la fois, 1- des vaisseaux de la BHE directement dans le
parenchyme du NA et 2- des vaisseaux fenétrés dans I’éminence médiane (EM), un organe
circumventriculaire (OCV) adjacent au NA. Alors que les vaisseaux de la BHE présentent des
propriétés de barriere et régulent les échanges sang/NA, les vaisseaux de I'EM possedent de
nombreuses fenestrations facilitant les échanges sang/EM. De fait, 'EM est souvent décrite
comme une porte d’entrée vers le NA pour les signaux métaboliques régulant la prise
alimentaire. Par ailleurs, les vaisseaux de cette région cérébrale ont la particularité d’étre
contactés par 3- des cellules épendymaires hautement spécialisées formant le plancher du 3eme
ventricule : les tanycytes. Dans I'EM, ces cellules sont le siege de la barriére tanycytaire et
participent donc eux aussi a la régulation des échanges sang/cerveau. Ce chapitre aura donc
pour but de décrire ces différents constituants, afin de comprendre comment s’organise

I'interface sang/cerveau au niveau de I’hypothalamus médiobasal.

3.1 La vasculature de I’hypothalamus médiobasal

3.1.1 Vascularisation de ’'EM/NA et circulation sanguine

L'EM et le NA possedent une vascularisation particuliére. En effet, les vasculatures des
deux entités sont en étroite connexion et sont séparées de celle du reste de I’hypothalamus
(Ambach et al., 1976). La spécificité du systeme porte de I'EM est connue depuis les années 30
(Popa and Fielding 1930 ; Wislocki 1937) ; mais celle du réseau EM/NA ne sera approfondie
gu’entre les années 30 et 70 (Worthington 1955, 1963 ; Negm 1971). L'EM a la particularité
d’étre extrémement vascularisée (Green and Harris, 1949) (Figure 5). Le sang est apporté dans
cette région par les arteres hypophysaires antérieure, médiane et postérieure ; excepté chez
I'homme et le singe qui ne possedent que deux artéeres hypophysaires. Ces artéres entrent
latéralement dans I'EM et se divisent en branches anastomosées dans la zone externe pour
former le plexus capillaire primaire (Ambach et al., 1976), aussi appelé le «plexus capillaire
superficiel» (Duvernoy and Risold, 2007) ou «Mantel-plexus». Ce plexus primaire collecte les
neurosécrétions des neurones hypothalamiques. L'ensemble des vaisseaux du plexus primaire
débouche ensuite sur de larges veines portes se dirigeant vers I’"hypophyse antérieure. Issues

du plexus primaire, quelques petites anses vasculaires pénetrent dans I'EM, en restant
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cependant dans la zone externe. Le plexus primaire donne également naissance a de longues
anses vasculaires qui pénéetrent dans la zone interne de I'EM. Plus on se situe dans la partie
médiale et caudale de I'EM, plus ces anses pénétrent profondément dans la couche interne et
atteignent la zone sous épendymaire. Les anses les plus hautes, souvent d’un large calibre, ont
deux destinations. Dans un premier temps, elles forment le plexus capillaire subépendymaire
(Ambach et al.,, 1976), aussi appelé le «plexus capillaire profond» (Duvernoy and Risold,
2007) qui est en étroite relation avec I'épendyme, puis elles retournent vers le plexus primaire
par le systeme veineux. La fonction de ce plexus subépendymaire n’est pas encore clairement
établi mais sa proximité avec le 3V suggére des échanges avec le LCR (Talanti and Kivalo, 1961).

Dans un second temps, les anses atteignant la zone subépendymale peuvent également

eme

contourner les invaginations latérales du 37 ventricule et entrer dans le NA pour participer a

sa vascularisation (Figure 5).

Figure 5 : Vascularisation de I’éminence médiane et du noyau arqué. L’éminence médiane (EM) et le
noyau arqué (NA) sont tous les deux alimentés par les arteres hypophysaires (en rouge en A, et en noire
en B). La vasculature de I'’éminence médiane forme un réseau anastomosé dans la partie externe (en
rouge en A) et est caractérisé par la présence d’anses vasculaires pénétrant dans la partie interne (A et
B). Ces anses vont former un réseau sous épendymaire (sp en A), dont certains vaisseaux iront
vasculariser le noyau arqué ventromédian (A et B). Ces anses retournent ensuite dans la zone externe
de I’éminence médiane par le systéme veineux qui se jettera ensuite dans les larges veines du systeme
porte hypothalamo-hypophysaire (en noir en A). Tiré d’Ambach et coll., 1976.

Au début des années 30, les auteurs pensaient que la circulation sanguine se faisait de
I’'hypophyse vers I'hypothalamus. Ce n’est qu’a la fin des années 30 que Wislocki et King ont
suggéré que le flux sanguin allait de 'EM vers la pars tuberalis (1938). Cela a été confirmé dans
les années 50 par des études de Green et Harris. Ils ont montré, in vivo chez le rat, que 'EM
posséde une vasculature trés développée qui débouche sur de larges veines portes. Dans ces
veines, le sang circule de I'EM a la pars tuberalis a un débit comparable aux autres veines

hypothalamiques. Le flux est constant, sans pulsation. Les auteurs ont aussi observé ces
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résultats chez d’autres espéces et ainsi établi la théorie que le cerveau régule la fonction
pituitaire via un « relai huméral » par le systéme porte hypothalamo-hypophysaire (Green and
Harris, 1947, 1949). Au sein méme des anses vasculaires de I'EM, on suggére cependant que le
flux sanguin serait ralenti en raison du réseau vasculaire sinueux afin de favoriser les échanges
sang/cerveau.

Un flux sanguin rétrograde allant de I'hypophyse a I'EM a aussi été suggéré par certains
auteurs (Ciofi et al., 2009; Oliver et al., 1977; Palkovits, 2008; Porter et al., 1978). Ce flux
permettrait un rétrocontréle direct des hormones hypophysaires sur les noyaux

hypothalamiques.

3.1.2 Les vaisseaux fenétrés de I’éminence médiane

Les vaisseaux du plexus primaire et une partie des anses du parenchyme plus profond
de I'EM ont la particularité d’étre fenétrés. lls expriment notamment MECA-32 chez la souris
(Ciofi, 2011a; Mullier et al., 2010) et la PV-1 chez le rat (Ciofi et al., 2009), marqueurs de
fenestrations. Les cellules endothéliales ont une membrane basale particulierement fine,
possedent de nombreuses vésicules et sont dépourvues de complexes de JS. Elles forment ainsi
des vaisseaux considérés exempt de BHE, facilitant les échanges sang/cerveau. Ces vaisseaux
sont aussi entourés par I'espace de Virchow-Robin : cet espace, rempli de liquide interstitiel,
est délimité par la membrane basale des vaisseaux fenétrés et par la basale parenchymateuse

qui limite les pieds tanycytaires et les projections axonales (Maccuza 1963).

A) Morphologie d’une fenestration

La caractéristique principale des vaisseaux de I'EM est la présence de fenestrations au
niveau de leur endothélium (Ciofi, 2011a; Mullier et al., 2010). Ces fenestrations constituent
des pores circulaires dans la couche endothéliale qui permettent le transfert de substances
hydrophiles et augmentent la perméabilité du vaisseau. La structure de ces fenestrations n’a
jamais été étudiée complétement au niveau de I’'EM, mais plusieurs publications les décrivent
au niveau d’autres régions cérébrales (comme dans les PC) ou des tissus périphériques. Les
fenestrations sont regroupées en clusters séparés par des zones sans fenestration (Melamed et
al.,, 1980) : cela donne l'aspect d’un tamis a I'endothélium. Chaque fenestration, associée
indifféremment au feuillet protoplasmique P ou endoplasmique E membranaire (Bearer and
Orci, 1985; Melamed et al., 1980), est un pore occupé par un diaphragme d’environ 60 nm. La
fenestration parait a premiére vue ronde mais plusieurs études ont montré qu’elle avait en
réalité une symétrie octogonale (Bearer and Orci, 1985; Maul, 1971; Stan, 2007). En

microscopie électronique a transmission, en vue parallele, le diaphragme apparait comme une
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fine membrane protéique, sans lipide (absence de l'aspect trilaminaire des membranes
plasmiques), attachée au bord de la fenétre et possédant en son centre une « densité » (Figure
6). Cette vue paralléle du diaphragme de la fenétre a notamment été observée au niveau des
vaisseaux de I'EM (Maccuza 1963). En vue de face, suite a une cryofracture rapide, ce
diaphragme apparait comme un arrangement de fibrilles radiales (15 en moyenne) de 7 nm de
diameétre, qui prennent I'aspect d’une fleur (Figure 6). Le nombre de fibrilles (de 9 a 21) est
assez difficile a déterminer étant donné qgu’elles s’assemblent par 2 ou par 3. Ces fibrilles
s’entremélent au centre du pore pour former une maille d’environ 10-12 nm de diametre
(Bearer and Orci, 1985), correspondant a la « densité » observée en vue paralléle. Apparaissent
alors des espaces vides entre les fibrilles, d’'une taille moyenne de 5.46 nm ou les molécules
hydrophiles peuvent transiter (Bearer and Orci, 1985). Cela établit donc un cut off pour le
passage de molécules : par exemple, les pores sont perméables a la péroxydase de Raifort
(HRP) (4.5 nm de diametre) mais pas la ferritine (11 nm de diametre) (Clementi and Palade,
1969). Il existe une hétérogénéité dans le diamétre des fenestrations et dans I'arrangement
des fibrilles mais la structure diaphragmatique est similaire dans de nombreux tissus incluant le
rein, le pancréas, les glandes surrénales, la cornée, les PC et les intestins (Bearer and Orci,
1985; Melamed et al., 1980).

Des études ont aussi montré que les fenestrations étaient chargées négativement
(Dermietzel et al., 1983; Schmidley and Wissig, 1986; Thiirauf et al., 1983). La ferritine,
molécule cationique a pH 7.8/10, se fixe au diaphragme des fenestrations sur les vaisseaux
fenétrés de 'EM (Schmidley and Wissig, 1986). D’autres études ont montré que la ferritine se
fixe aux fenestrations des vaisseaux de l'intestin ou du pancréas (Bearer and Orci, 1985;
Simionescu et al.,, 1981). Cette fixation est abolie par des traitements aux protéases et a
I’'héparinase (Maul, 1971; Simionescu et al., 1981), suggérant ainsi la présence de
protéoglycanes a sulfate d’héparane. Cependant, les lectines, glycoprotéines reconnaissant des
monosaccharides spécifiques, ont peu d’affinité pour les diaphragmes des fenestrations (Pino,
1986; Simionescu et al., 1982; Tyler and Burns, 1991) : cela peut s’expliquer par le fait que les
résidus sulfates, apportant les charges négatives, empécheraient la lectine de se fixer aux
résidus monosaccharides des protéoglycanes du diaphragme. Ces protéoglycanes sulfatés ont
également été observés en microscopie électronique : une étude de Rostgaart et Qvortrup
révele, sur la face luminale des diaphragmes des fenestrations, la présence de larges
« touffes » d’environ 400 nm, qu’ils ont interprétées comme étant des protéoglycanes sulfatés
(1997). Les études décrites précédemment portaient sur les vaisseaux fenétrés du pancréas et
des intestins, mais ces sites anioniques ont aussi été relevés au niveau des vaisseaux fenétrés

des PC (Taguchi et al., 1998). En effet, leurs fenestrations sont réactives aux colloides ferreux
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cationiques de ph 1.5/2, suggérant que ces structures présentent également des groupes
sulfates portés par les protéoglycanes (Taguchi et al., 1998). Ainsi, ces charges négatives au
niveau des fenestrations établissent un second type de sélection, en plus de la taille des
molécules, quant aux substances pouvant les traverser. En effet, les molécules anioniques
seraient repoussées électriquement, empéchant ainsi leur passage ; tandis que le passage de
molécules cationiques serait favorisé.

La protéine associée aux vésicules du plasmalemme 1 (PV-1), aussi connue sous le
nom de MECA-32 et PAL-E, est le seul composant connu des diaphragmes des fenestrations
(Figure 6). PV-1 est une glycoprotéine N-glycosylée de 60 kDa, formant des homodimeéres. Elle
possede 4 sites de N-glycosylation et les N-glycanes représentent 15 % de sa masse (Stan,
2007). De nombreuses études ont montré des corrélations entre son expression et la présence
de fenestrations, que ce soit au cours du développement, a I’dge adulte ou chez des animaux
génétiquement modifiés: PV-1 est donc considéré comme un marqueur des endothéliums
fenétrés. Il est nécessaire et suffisant pour la biogenése des fenestrations : la formation de
novo de fenestrations est associée a une expression de novo de PV-1 (Stan et al.,, 2004). A
I'inverse, la répression de PV-1 par des siRNA empéche la formation de fenestrations
(loannidou et al., 2006; Stan et al., 2004). Plus précisément, PV-1 est localisée au niveau du
diaphragme de la fenestration et constitue les fibrilles le formant (Figure 6) : I'analyse de sa
séquence d’AA suggere que l'association des domaines C-terminaux formerait la maille dense
centrale et stabiliserait la fenestration. De plus, le diaphragme pourrait étre stabilisé par
d’autres protéines cytoplasmiques localisées sur le bord de la fenestration et connectées au
cytosquelette (Stan, 2007). Enfin, le VEGF, facteur de croissance connu pour induire des
fenestrations au niveau des cellules endothéliales, induit une augmentation de I'expression de

PV-1 (ou MECA-32) in vitro et in vivo via son récepteur VEGF-R2 (Strickland et al., 2005).

B) Perméabilité des vaisseaux

Ces caractéristiques structurales des vaisseaux de I'EM permettent une communication
sang/parenchyme relativement libre. En effet, I’accés de petites molécules vers le parenchyme
cérébral est 200 a 700 fois plus rapide que dans les zones ou la BHE est présente (Gross et al.,
1987). Ceci indique que les vaisseaux fenétrés de I'EM sont hautement perméables, conférant
a 'EM un role de « fenétre sur le cerveau » (Gross and Weindl, 1987). Cependant, des critéres
de restriction existent tout de méme concernant la taille et la charge des molécules. En effet,
des traceurs, tels que le bleu Evans ou la peroxydase administrés en périphérie, traversent les
fenestrations et entrent aisément dans le parenchyme de 'EM (Brightman et al., 1975; Morita

and Miyata, 2013; Mullier et al., 2010), tandis que la ferritine ne peut pas les traverser.
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Figure 6 : Organisation d’une fenestration. A. Fenestration observée en microscopie électronique en
vue paralléle et en vue du dessus. Sur ces deux photographies, on observe au niveau de la fenestration
un diaphragme contenant une « densité » en son centre. B. Dessin localisant la protéine PV1 au sein de
la fenestration. PV1 est une glycoprotéine transmembranaire qui forme les fibrilles du diaphragme de la
fenestration. Les extrémités C-terminale extracellulaire de chaque protéine interagissent les uns avec
les autres pour former la densité centrale de la fenestration (Tiré de Stan 1999).

3.1.3 Les vaisseaux de la barriere hémato-encéphalique du noyau arqué

Au niveau du NA, les vaisseaux sont essentiellement des vaisseaux de la BHE. Comme
décrit dans le chapitre précédent, ces vaisseaux sont le siege de la barriére sang/cerveau
assurant I’homéostasie cérébrale. De ce fait, les colorants injectés en périphérie n’entrent pas
dans le parenchyme cérébral et restent cloitrés dans les vaisseaux de la BHE (Mullier et al.,
2010). Cependant, quelques particularités existent au niveau du NA ventromédian, la région

adjacente a 'EM : en effet, les vaisseaux pourraient étre plus permissifs a ce niveau. Une étude
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de Norsted et coll. (2008) mentionne que les vaisseaux du NA ventromédian ne possédent pas
de BHE comparable a celle du reste de I’hypothalamus: en effet, des marquages
immunohistochimiques indiquent que certains marqueurs de la BHE comme I'EBA (de I'anglais
endothelial barrier antigen) ou le récepteur a la transferrine n’y sont pas exprimés. De plus,
d’autres études ont méme montré que certains vaisseaux du NA possedent des fenestrations

(Ciofi, 2011a).

3.2 ’épendyme de la région tubérale de I’hypothalamus

Les épendymes formant la paroi des ventricules cérébraux et du canal central de la
corde spinale sont trés hétérogeénes structurellement et fonctionnellement. Les différences

entre les épendymes reposent sur plusieurs criteres : la forme des cellules, la présence ou non

eme

de cils et la présence ou non de JS efficaces. Au niveau du 3™ ventricule, dans la région

tubérale de I'hypothalamus, I'épendyme formant la partie dorsale du 3°™M ventricule differe

fortement de I'épendyme voisin du NA ou de I'EM (Figure 7).

3.2.1 L’épendyme de la partie dorsale du 3°™ ventricule

Classiquement, les cellules épendymaires formant les ventricules latéraux et la majorité
du 3°™ et 4°™ ventricule sont des cellules cubiques. C’est notamment le cas dans le haut du
3°™ ventricule. Ces cellules épendymaires possedent des cils battant en coordination pour
faciliter la circulation du LCR dans la cavité ventriculaire (Figure 7). Les cadhérines,
glycoprotéines de surface cellulaire, interviennent dans ce processus car des mutations des
genes Celsr2 et Celsr3 provoquent une altération de la circulation du LCR et une hydrocéphalie
(Tissir et al., 2010). Ces cellules épendymaires contiennent un noyau imposant occupant tout le
cytoplasme de la cellule (Figure 7). Enfin, ces cellules épendymaires expriment des protéines
de JS, notamment I'occludine, ZO1 et la claudine 5 (Mullier et al., 2010), qui ne permettent
cependant pas de créer un épendyme étanche (Brightman et al., 1975 ; Ghersi-Egea et al.,
1996). En effet, de larges molécules, comme la peroxydase, injectées dans le LCR diffusent par
la voie paracellulaire et atteignent facilement le parenchyme cérébral (Brightman et al., 1975).
éme

3.2.2 L’épendyme de la partie ventrale du 3" ventricule

Apres une zone de transition au niveau du VMH (Figure 7), ou l'on trouve encore

quelques cellules épendymaires cubiques, I'épendyme du NA et de I'EM differe totalement de

eme

celui du haut du 37 ventricule.

63



Introduction

Figure 7: Les différents types d’épendyme au niveau du 3°™ ventricule de la région tubérale de
I’hypothalamus. Les épendymes formant la paroi du 3°™ ventricule, dans la région tubérale de
I’hypothalamus, different dans la partie ventrale voisine du noyau arqué (NA) ou de I’éminence
médiane (EM). Au niveau de la partie dorsale du ventricule (1 et 4), les cellules épendymaires sont
cubiques (4), et possédent des cils (1 et 4). En revanche, au niveau ventral (3 et 5), les cellules
épendymaires sont allongées (5), et ne possedent pas de cils (3 et 5). Au contraire, I'épendyme est
caractérisé par la présence de nombreuses microvillosités (3). Entre ces deux régions, il existe une zone
de transition (2) ou les deux types cellulaires sont présents. EM, éminence médiane ; NA, noyau arqué ;
VMH, noyau ventromédian ; DMH, noyau dorsomédian ; 3V, 3™ ventricule.
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A) L’épendyme du NA

L'épendyme du NA est trés particulier. Le po6le apical des cellules épendymaires
posséde trés peu de cils (Brawer, 1972). Au contraire, il est caractérisé par la présence de
nombreuses protrusions bulbaires et des microvillosités de diametre comparable mais de
forme et longueur différentes : certaines de ces microvillosités fusionnent et englobent une
goutte de LCR, suggérant des phénomenes pinocytiques. Les corps cellulaires possédent un
noyau ovale contenant un nucléole, un réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi associé
a la membrane plasmique, quelques ribosomes libres et de petites mitochondries. Les poles
apico-latéraux possedent de nombreuses interdigitations et des complexes jonctionnels : ces
jonctions sont principalement des jonctions adhérentes d’apreés les études de Brawer (1972) et
Farquhar et Palade (1963), tandis que les JS seraient absentes. En effet, Mullier et coll. ont
montré une organisation diffuse des protéines de JS et une plus grande perméabilité de
I’épendyme du NA (2010).

B) L’épendyme de 'EM

L'épendyme de I'EM est lui aussi tres particulier. A la surface apicale des cellules
épendymaires, des microvillosités, des cavéoles, et des protrusions cellulaires ont été
observées (Nakai et al., 1977). Ces structures augmentent la surface d’échange avec le LCR et
suggerent des phénomeénes pinocytiques ou de transcytose. De plus, ces cellules épendymaires
possédent également et occasionnellement un unique cil excentré, issu du cil primaire (Scott
and Sladek, 1981). Leur corps cellulaire est composé d’'un noyau ovale, de nombreuses
vacuoles et vésicules, un Golgi et des mitochondries. Au niveau apico-latéral, des complexes de
JS associés au feuillet protoplasmique P sont présents, caractéristiques des barrieres a haute
imperméabilité. En effet, des injections de colorant en périphérie ou en icv ont prouvé que
I’épendyme de I'EM était treés étanche (Brightman et al., 1975 ; Mullier et al., 2010). Enfin, des
jonctions GAP ont aussi été observées suggérant des communications cytoplasmiques entre
cellules épendymaires voisines (Hatton and Ellisman, 1982; Jarvis and Andrew, 1988; Nakai et

al., 1977).

Ainsi, les épendymes de I'’EM et du NA possédent des propriétés spécifiques qui différent
de celles des cellules épendymaires formant la paroi du systéme ventriculaire. Ces différences
viennent du fait qu’une population de cellules épendymaires hautement spécialisées forment la

paroi ventriculaire au niveau de I’'EM et du NA : il s’agit des tanycytes.
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3.3 Des cellules épendymaires spécialisées, les tanycytes

En 1954, Horstmann a décrit pour la premiere fois que les cellules épendymaires
formant le plancher du 3°™ yentricule étaient des cellules allongées bipolaires. Le pble apical
borde le mur ventriculaire tandis qu’un long et unique prolongement est envoyé dans le
parenchyme cérébral. A cause de leur forme, Horstmann a appelé ces cellules "tanycytes", du

grec tanus qui signifie "allongé".

3.3.1 Le tanycyte : une cellule bipolaire

La principale caractéristique structurale des tanycytes, les distinguant des cellules
épendymaires dites « typiques », est leur processus basal. Celui-ci est composé de
microtubules et de filaments intermédiaires (Rodriguez et al., 2005). Dans I'EM, ce long
prolongement est envoyé dans la zone externe au contact des vaisseaux fenétrés de 'EM. En
effet, I'injection iv de fluorogold montre son internalisation dans les tanycytes de I'EM (Faouzi
et al., 2007; Merchenthaler, 1991), indiquant leur communication avec la circulation sanguine.
Ainsi, par cette organisation anatomique particuliere, les tanycytes de I'EM assurent un
« pont » entre le LCR et le sang. Dans le NA, le prolongement tanycytaire est envoyé dans le
parenchyme cérébral au contact des vaisseaux de la BHE. Les pieds tanycytaires les entourent
et remplacent ainsi les pieds astrocytaires minoritaires autour des vaisseaux du NA. Certains
auteurs suggérent également I'existence de contacts avec les neurones du NA et des autres
noyaux hypothalamiques (Coppola et al., 2007; Rodriguez et al., 1979). Ces pieds tanycytaires
contiennent de nombreuses vésicules, granules et autres gouttelettes lipidiques suggérant une
sécrétion épendymale ou une endocytose de substances venant de la circulation sanguine
(Brawer, 1972). Enfin, la forme bipolaire des tanycytes et leur localisation le long du ventricule
rappellent fortement les cellules de la glie radiaire. En effet, de nombreux marqueurs de la glie
radiaire sont exprimés dans les tanycytes (Rodriguez et al., 2005). De plus, les tanycytes
possedent, comme les cellules de la glie radiaire, des propriétés de prolifération (Lee et al.,
2012; Pérez-Martin et al., 2010; Xu et al., 2005a). Cependant, les tanycytes sont des cellules a
distinguer de la glie radiaire. Chez le rat, ils se différencient pendant les 2 derniers jours de la
gestation et les premiers jours postnataux, et perdurent a I'dge adulte (Altman and Bayer,

1978).

3.3.2 Les tanycytes : une population hétérogéne

Les tanycytes ne forment pas une population homogéne (Figure 8). En effet, selon leur

localisation le long du 3°™ ventricule et leurs propriétés structurales et fonctionnelles, les

tanycytes ont été divisés en 4 sous-familles chez le rat (Akmayev and Fidelina, 1976; Rodriguez
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et al., 1979, 2005) : les tanycytes al, a2, B1, et B2. Les tanycytes al forment la paroi du 3eme
ventricule au niveau du VMH et de la partie postéro-ventrale du DMH. lls émettent leur
prolongement dans ces deux noyaux hypothalamiques. Les tanycytes a2 forment la paroi du
3°™ ventricule au niveau dorsal du NA et émettent leur prolongement dans ce noyau avec une
direction latéro-ventrale. Quelques prolongements des tanycytes a2 finissent leur course au
contact de la face externe du cerveau, latéralement a I'EM. Les tanycytes a entrent
notamment en contact avec les vaisseaux de la BHE (Mullier et al., 2010) ou les neurones des
noyaux hypothalamiques (Coppola et al., 2007). Les tanycytes Bl forment la paroi du 3eme
ventricule au niveau ventral du noyau NA et de I’évagination ventriculaire latérale. lls émettent
leur prolongement dans la région latérale externe de I'EM ou ils établissent des contacts avec
les fibres des neurones a gonadolibérine (GnRH) et I'espace périvasculaire des vaisseaux
fenétrés du systéme porte hypothalamo-hypophysaire. Les tanycytes B2 forment le plancher
du 3™ ventricule au niveau de 'EM et émettent leur prolongement au contact de |'espace
périvasculaire des vaisseaux fenétrés du systeme porte hypothalamo-hypophysaire. Les
tanycytes B ont donc un acces direct aux molécules circulantes. Outre ces différences
morphologiques, les populations tanycytaires possedent également des différences

fonctionnelles et d’expression génique (voir pour revue Rodriguez et al., 2005).

3.3.3 Les tanycytes : une barriere épendymaire

Plusieurs études ont montré que les JS, absentes au niveau des vaisseaux fenétrés de
I’'EM, étaient en fait délocalisées au niveau des tanycytes. La présence de JS a été suggérée
pour la premiére fois par Brightman en 1969, puis dans les études de Wagner et Pilgrim (1974)
et Broadwell (1987). Mais elle n’a réellement été montrée qu’en 1992 par Smith et coll. et en
1994 par Petrov et coll.. Dans ces études, les auteurs ont montré que ZO-1 était exprimé au
niveau des tanycytes de I'EM avec une intensité d’expression beaucoup plus importante que
celle des cellules épendymaires « typiques ». De plus, les complexes de JS forment des
ceintures encerclant le corps cellulaire de chaque cellule, ressemblant ainsi a des «nids
d’abeille», ce qui a pour conséquence de bloquer la voie paracellulaire. Ces observations ont
été validées et complétées par Mullier et coll. en 2010 (Figure 8). Dans cette étude, les auteurs
ont montré qu’en plus de ZO1, les tanycytes de I'EM exprimaient I'occludine et la claudine 5,
d’autres protéines de JS notamment retrouvées au niveau de la BHE et des PC. Les protéines
de JS observées avaient toutes une configuration en «nid d’abeille». De plus, les tanycytes de
I’EM ont la particularité d’exprimer la claudine 1, protéine retrouvée notamment dans les PC,
mais absente au niveau de la BHE. En revanche, au niveau du NA, les tanycytes ne possedent

pas de JS fonctionnelles : ils expriment des protéines de JS, notamment I'occludine, ZO1 et Ia
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claudine 5, mais leur organisation diffuse rend le mur ventriculaire perméable (Mullier et al.,
2010). Des observations en microscopie électronique réalisées par Brawer (1972) ou
Farquhar/Palade (1963) avaient aussi rapportées I'absence de JS au niveau de I'épendyme du

NA.

= //’_\\ ()  Cellules épendymaires ciliées
P ~ 3V I—\ Tanycyte sans propriété de barriére
7~ \ y O\ Tanycyte avec propriété de barriére

7 / = Vaisseaux fenétrés
/'\
VMH // 1 <2—4> Vaisseaux de la BHE
// I al (1] Occludine + Claudine 5 + ZO1
74 ] Claudine 1
3 J

Figure 8: Schéma représentant I'organisation de Iinterface sang/cerveau au niveau de
I’hypothalamus médiobasal. Cette région cérébrale est particuliere car elle intégre plusieurs types
d’interface sang/cerveau. En effet, on y trouve tout d’abord des vaisseaux de la barriere hémato-
encéphalique (BHE) dans le noyau arqué (NA) et des vaisseaux fenétrés dans I'éminence médiane (EM).
Les tanycytes, cellules épendymaires bordant le plancher du 3°™ ventricule, appartiennent également &
cette interface sang/cerveau. Les tanycytes B (B1 et B2) bordent I’éminence médiane, contactent les
vaisseaux fenétrés et possédent des propriétés de barriere afin d’assurer I’homéostasie cérébral. Les
tanycytes a (al et a2) bordent le NA et le VMH et contactent des vaisseaux de la BHE : ’'homéostasie
cérébrale étant assurée par ces vaisseaux, les tanycytes a n’expriment donc pas de propriétés de
barriére. EM, éminence médiane ; NA, noyau arqué ; VMH, noyau ventromédian ; 3V, 3™ yentricule ;
BHE, barriere hémato-encéphalique ; ZO1, zonula occludens 1 (tiré de Mullier et al., 2010).

Les tanycytes possédant des JS organisées en nid d’abeille correspondent aux tanycytes
B. Ces derniers sont les tanycytes contactant les vaisseaux fenétrés de I'EM via leur
prolongement. A linverse, les tanycytes du NA possédant une organisation diffuse des
protéines de JS correspondent aux tanycytes a et contactent les vaisseaux de la BHE (Mullier et
al., 2010). Les auteurs ont donc mis en évidence que, dans tous les cas, une barriere
sang/cerveau est présente afin d’assurer I'homéostasie cérébrale. Ainsi, au niveau du NA,

I'homéostasie cérébrale étant assurée par les vaisseaux de la BHE, les tanycytes ne forment
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pas de barriere. En revanche, dans I'EM, la barriere étant absente au niveau des vaisseaux
fenétrés, elle est de ce fait délocalisée au niveau des tanycytes qui forment une « barriére

tanycytaire ».

Les tanycytes sont donc des cellules bipolaires hautement spécialisées, réalisant un
« pont » entre le LCR et le compartiment sanguin. Au niveau de I’EM, les tanycytes 8 contactent
les vaisseaux fenétrés de la zone externe et sont le siege de la barriére tanycytaire. Cela
suggeére que, dans cette région, ces cellules épendymaires participeraient a la régulation des

échanges sang/cerveau.

3.4 Les tanycytes : une interface sang/cerveau

Bien que le concept de neurosécrétion soit bien établi au niveau de I'EM, une entrée
des molécules sanguines dans le cerveau y serait aussi envisageable. Cet échange du sang vers
le cerveau a d’ailleurs été suggéré par plusieurs études (Mullier et al., 2010 ; Ciofi et al., 2009) :
ainsi, I'entrée de molécules sanguines issues de I’hypophyse voisine ou des organes
périphériques plus éloignés pourrait se réaliser via les vaisseaux fenétrés de I'EM et modifier
I'activité neuronale hypothalamique. Cependant, bien que I’'EM soit initialement considérée
comme une fenétre sur le cerveau de par la présence de vaisseaux fenétrés dans sa zone

externe, elle posséde tout de méme une barriére épendymaire : la « barriére tanycytaire ».

3.4.1 La barriére tanycytaire : régulation de la voie paracellulaire

éme

Les tanycytes bordant le plancher du 3 ventricule, et contactant les vaisseaux
fenétrés de 'EM, de part la présence de JS, forment une barriére bloquant la diffusion par voie
paracellulaire. Diverses publications se sont intéressées a la diffusion dans le parenchyme de
I’EM et du NA de colorants injectés en périphérie ou au niveau central. Ces colorants, injectés
dans la circulation sanguine, entrent aisément dans I'EM étant donnée la présence de
vaisseaux fenétrés (Brightman et al., 1975 ; Morita and Miyata, 2013 ; Mullier et al., 2010).
Cependant, ils y restent cloitrés : en effet, si on injecte de la peroxydase dans le sang, elle
pénétre dans I'EM mais n’atteint pas les régions voisines (Brightman et al., 1975 ; Krisch and
Leonhardt, 1978). A l'inverse, si la peroxydase est injectée dans le LCR, elle diffuse dans
I'hypothalamus, mais n'entre pas dans I'EM. De la méme manieére, si le bleu Evans est injecté
dans le sang, il reste cloitré dans I'EM; tandis que s’il est injecté dans le LCR, il ne diffuse pas
dans I'EM (Mullier et al., 2010). Cela suggére une barriere de diffusion trés efficace assurant

I’étanchéité du plancher du 3°™ ventricule. Les colorants sont en effet stoppés par les JS : des
études en microscopie électronique de Nakai et Naito en 1975 ont montré que la peroxydase

injectée en périphérie, pouvait diffuser dans le parenchyme de I'EM mais était arrétée au

69



Introduction

niveau des JS tanycytaires. Par conséquent, le liquide interstitiel de I'EM possede une
composition plus proche de celle de la circulation sanguine que de celle du LCR, de par la

présence de vaisseaux fenétrés dans sa zone externe et a cause de la barriere tanycytaire.

3.4.2 Le transport tanycytaire : régulation de la voie transcellulaire

Etant donné que la voie paracellulaire est bloquée, la seule voie possible pour traverser
la barriére tanycytaire est la voie transcellulaire. Les tanycytes B de I'EM connectent deux
compartiments, a savoir le LCR et I'espace périvasculaire des vaisseaux fenétrés de I'EM. De
plus, les tanycytes B apparaissent comme des cellules bipolaires distinctement polarisées grace
a la présence de JS efficaces a leur pole apical. Enfin, les tanycytes possedent de nombreuses
vésicules/cavéoles au niveau de leur pdle apical et basal. Ces caractéristiques évoquent
I’existence de transports transcellulaires. Deux types de transports transcellulaires ont en effet

été suggérés au niveau de 'EM : la pinocytose et 'endocytose médiée par les récepteurs.

A) La pinocytose

La pinocytose consiste en I'absorption de gouttelettes de liquide extracellulaire sous
forme de minuscules vésicules. Tout soluté présent dans le liquide étant englobé sans
discrimination, la pinocytose ne constitue pas une forme de transport spécifique. Nakai a
montré en 1977 que I'épendyme de I'EM de grenouille présentait environ 20 ouvertures de
vésicules sur la membrane par um?, suggérant une haute activité pinocytique. De plus, Brawer
a observé que les microvillosités des tanycytes B1 fusionnaient et englobaient des gouttes de
LCR. L'utilisation de traceurs et de substances marquées biologiquement actives, injectés dans
le 3™ ventricule ou dans le sang, indiguent que les tanycytes B ont la capacité d’absorber les
substances présentes dans le LCR ou dans le sang respectivement (Bjelke and Fuxe, 1993;
Silverman and Knigge, 1972; Silverman et al., 1972). Par exemple, la ferritine administrée dans
le LCR peut étre observée dans des vésicules pinocytiques dans le cytoplasme apical et latéral
des tanycytes B2 (Benkovic and Connor, 1993; Ugrumov and Mitskevich, 1980). De méme, la
peroxydase injectée dans le ventricule ou I'espace sous arachnoidien est intégrée par les

tanycytes (Nakai, 1971; Nakai and Naito, 1975 ; Wagner and Pilgrim, 1974).

B) L’endocytose médiée par récepteur
L’endocytose médiée par récepteur est une endocytose sélective grace a la présence
de récepteurs membranaires au niveau des vésicules d’endocytose. Ce type de transport se
réalise via des vésicules recouvertes de clathrine ou de cavéoline, et constitue le moyen de

transport clé au niveau de la BHE.
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La clathrine et la cavéoline 1 sont exprimées par les tanycytes mais leur distribution
diverge selon le type de tanycytes. En effet, dans les tanycytes al et a2, la clathrine se situe a
la fois au pole apical et basal. Dans les tanycytes B1, elle se situe essentiellement au niveau du
corps cellulaire, sur les prolongements mais pas au niveau des pieds tanycytaires. Dans les
tanycytes B2, elle est retrouvée au niveau du pole apical et le processus proximal mais pas (ou
peu) au niveau des pieds tanycytaires (Peruzzo et al., 2004). Les vésicules recouvertes de
clathrine sont chargées négativement ce qui permet aux molécules cationiques, comme de la
ferritine (Ugrumov and Mitskevich, 1980) par exemple, d’'y étre également absorbées.
Concernant la cavéoline 1, elle est abondante dans les tanycytes B mais est absente dans les
tanycytes a (Peruzzo et al., 2004). Dans les tanycytes B2, elle est présente au niveau basal et
apical ; tandis que dans les tanycytes B1, elle ne se situe qu’au niveau basal (Peruzzo et al,,
2004). Cette distribution différentielle suggére des directions d’endocytose différentes et
spécifiques selon les tanycytes. Par exemple, les tanycytes B sont capables d’internaliser la
lectine par leur pdle apical aprés une injection ventriculaire, tandis qu’ils ne le peuvent pas par
leur pied apres une injection dans la grande citerne (Peruzzo et al., 2004). ARF6 (facteur de
ribosylation de I'ADP 6) et Rab4, aussi impliqués dans les mécanismes d’endocytose, sont
également retrouvés dans les tanycytes: ARF6 est détecté faiblement au niveau des
membranes latérales des tanycytes al, a2 and B1, et Rab4 est fortement exprimé dans les
tanycytes B2 (Peruzzo et al., 2004).

La nature des substances endocytées via des récepteurs reste cependant assez vague.
Les tanycytes possédent de trés nombreux récepteurs comme le récepteur aux cestrogenes
(Langub and Watson, 1992), a la dopamine (Bjelke and Fuxe, 1993), au GABA, a la prolactine,
aux opioides, aux FGFs, au TGFa, au glutamate, a la leptine, a la mélatonine et a la ghréline
(unpublished data). Toutes ces substances pourraient ainsi étre endocytées par les tanycytes.
Un cas particulier, qui mérite d’étre développé et qui a fait le sujet de plusieurs études, est le
cas du facteur de croissance apparenté a l'insuline, I'lGF-1. Les tanycytes Bl possedent le
récepteur a I'lGF-1 (Cardona-Gémez et al., 2000), et sont immunopositifs pour IGF-1 (Duefas
et al., 1994; Garcia-Segura et al., 1991). Cependant ils ne possedent pas I’ARN messager de
I'IGF-1 (Duefias et al., 1994), suggérant une endocytose de I'lGF-1 par les tanycytes. Quand IGF-
1 est injecté dans le ventricule, il est internalisé par les tanycytes (Fernandez-Galaz et al., 1996)
L'endocytose d’autres substances, telle la dopamine, a également été observée (Scott et al.,
1974).

Cependant, si ces substances sont détectées dans les tanycytes, I'évidence qu’elles
passent du sang vers le LCR, ou inversement, est aujourd’hui encore sujet a débats et

controverses (Broadwell and Brightman, 1976; Flament-Durand and Brion, 1985; Pilgrim, 1978;
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Wagner and Pilgrim, 1974). En effet, les substances absorbées pourraient étre envoyées vers
les endosomes en vue de leur dégradation. Cependant, quelques exemples suggerent des
phénoménes de transcytose. Par exemple, tous les tanycytes sont capables d’internaliser la
lectine WGA 1h apreés l'injection dans le systéme ventriculaire. Les tanycytes al, Bl et B2 la
transportent ensuite jusqu’a leur pole basal tandis que les tanycytes a2 ne le peuvent pas
(Peruzzo et al., 2004). Aprés 4h, les pieds tanycytaires B sont marqués, suggérant un transport
du LCR vers le sang. Concernant les molécules régulant la prise alimentaire, I'internalisation et
le transport d’une leptine fluorescente (Balland et al, soumis dans Cell Metabolism) et d’'une
ghréline fluorescente (données personnelles) injectées dans le sang, ont été observé au niveau

des tanycytes B (Figure 9).

Leptine fluorescente Ghréline fluorescente

Figure 9 : Photographies montrant l'internalisation de la ghréline et de la leptine fluorescentes par les
tanycytes de I’éminence médiane suite a leur injection dans le sang. Données du laboratoire. EM,
éminence médiane ; NA, noyau arqué ; 3V, 3°™¢ ventricule.

Enfin, il existerait aussi une transcytose empruntant un chemin plus court : la ferritine
(Ugrumov and Mitskevich, 1980) ou la peroxydase (Nakai and Naito, 1975) injectées dans le
ventricule, sont retrouvées dans des vésicules tanycytaires qui viennent s’ouvrir latéralement
dans l'espace intercellulaire sous les complexes de JS. Ces observations laissent penser
gu’effectivement il y a passage d’un compartiment a 'autre mais la démonstration compléte

reste a faire.

3.4.3 Accés des molécules périphériques vers le NA

Pour atteindre le NA, de nombreux auteurs suggerent que les signaux métaboliques
périphériques contournent la BHE présente sur les vaisseaux du NA et entrent via I'EM.

L'entrée dans le parenchyme de 'EM y est aisée grace a la présence des vaisseaux fenétrés. Les
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molécules ayant passées les vaisseaux fenétrés auront deux possibilités pour atteindre le NA :
1- via les zones latérales de I'EM par simple diffusion ou 2- via le LCR suite a un transport

transcellulaire tanycytaire.

A) La diffusion de I’éminence médiane vers le noyau arqué

Les molécules périphériques ayant atteint le parenchyme de I'EM via ses vaisseaux
fenétrés, pourraient ensuite diffuser de I'EM vers le NA en passant par les zones latérales de
I’'EM. En effet, quelques études montrent que des colorants injectés dans le sang diffusent
jusque dans le NA (Broadwell et al., 1983; Shaver et al., 1992). Cependant, d’autres auteurs
stipulent qu’il existerait une barriere de diffusion entre 'EM et le NA, empéchant les molécules
se trouvant dans I'EM d’atteindre le NA. En effet, si un colorant est injecté dans le sang, il entre
dans I'EM mais ne pénétre pas dans le NA. De plus, quand un colorant est injecté dans le LCR, il
entre dans le NA mais ne pénétre pas dans I'EM (Brightman et al., 1975; Mullier et al., 2010).
Enfin, si un colorant est injecté directement dans le NA, il ne pénétre pas dans les régions
voisines notamment dans 'EM (Réthelyi, 1984). Ces résultats suggerent la présence d’une
barriére de diffusion entre 'EM et le NA. Les prolongements des tanycytes B1 pourraient jouer
ce role de barriere : en effet, ces tanycytes bordent les invaginations latérales du 3eme
ventricule et envoient leur prolongement dans une direction basolatérale pour séparer 'EM du
NA. Des JS entre des prolongements de tanycytes situés dans cette région ont d’ailleurs été
observées par des études de cryofracture (Krisch and Leonhardt, 1978). Cependant, d’autres
équipes ayant réalisé des études immunohistochimiques n’ont pas relevé la présence de JS au
niveau des prolongements tanycytaires (Mullier et al., 2010; Petrov et al., 1994; Smith and

Shine, 1992).

B) L’hypothése du transport tanycytaire
Une autre hypothese quant a I'acces des molécules périphériques vers le NA a été
avancée par Mullier et Coll. (2010). Dans cette étude, les auteurs mettent en avant la

eme

différence d’organisation des protéines de JS le long du 37 ventricule : les tanycytes de I'EM
possedent des JS fonctionnelles et par conséquence sont polarisés et susceptibles de réaliser
des transports transcellulaires; tandis que les tanycytes du NA présentent des JS non
organisées rendant I'’épendyme perméable. Les molécules sanguines pourraient alors étre
transportées via les tanycytes de I'EM par la voie transcellulaire vers le LCR. Ensuite, elles
atteindraient le NA par simple diffusion paracellulaire en passant entre les tanycytes non

étanches a ce niveau.
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3.5 Role des tanycytes dans le controle de la prise alimentaire

La position stratégique des tanycytes a l'interface entre le sang, le LCR et les noyaux
hypothalamiques régulant la prise alimentaire a incité de nombreux auteurs a suggérer que ces
cellules jouaient un role dans la régulation de 'lhoméostasie énergétique. De nombreuses

études récentes ont appuyé cette hypothese.

3.5.1 Les tanycytes, des cellules glucosensibles

Le role des tanycytes dans le métabolisme glucidique a été suggéré deés les années 2000
dans des études montrant I'expression du transporteur GLUT-1 dans les cellules B1 (Harik et
al., 1990; Peruzzo et al., 2000). Des marquages immunohistochimiques réalisés dans une étude
de Norsted montrent que GLUT1 est également exprimé par les tanycytes 2 (2008). Il a alors
été proposé que les tanycytes, a linstar des astrocytes, pouvaient intégrer le glucose via
GLUT1 et le métaboliser en lactate afin d’approvisionner les neurones du NA via les
transporteurs MCT (de I'anglais monocarboxylate transporter) (Cortes-Campos et al., 2013).
Par ailleurs, ce lactate pourrait également engendrer une réponse dans les neurones
glucosensibles des noyaux hypothalamiques voisins (Lam et al., 2005; Song and Routh, 2005).

Les tanycytes expriment également le transporteur de glucose GLUT2 (Garcia et al.,
2003), la glucokinase, enzyme spécifique des tissus glucosensibles (Millan et al., 2010), ainsi
gue certaines sous-unités de canaux potassiques ATP-dépendants (Garcia et al., 2003; Thomzig
et al., 2001, 2005). Etant donné que tous ces éléments sont impliqués dans les mécanismes de
détection du glucose par les cellules B des Tlots pancréatiques (Guillam et al., 1997) et par les
neurones glucosensensibles (Kang et al.,, 2004), plusieurs auteurs ont alors suggéré que les
tanycytes pourraient aussi étre impliqués dans la détection centrale du glucose. Cette
hypothése a été vérifiée par la suite et plusieurs publications ont montré que des tanycytes
pouvaient détecter le glucose. Suite a une application directe de glucose, les tanycytes a
augmentent leur calcium intracellulaire et produisent de I’ATP (Dale, 2011; Frayling et al.,,
2011; Orellana et al.,, 2012). Les tanycytes pouvant, a l'instar des astrocytes, répondre a
différents stimuli comme I’ATP, I’histamine ou I’acétylcholine, par des changements de calcium
intracellulaire, I’ATP libéré va agir sur les tanycytes voisins via le récepteur P2Y pour propager
le signal (Dale, 2011). La propagation du signal se réalise également via des jonctions GAP
(Orellana et al., 2012). Outre le glucose, les tanycytes peuvent aussi répondre aux analogues
non métabolisables du glucose comme le 2-desoxyglucose (2-DG) (Dale, 2011, Gotoh et al.,
2008). Cependant, le modele des cellules B pancréatiques ou des neurones GE ne peut étre
appliqué aux tanycytes. En effet, 'augmentation de calcium dans ces cellules est due a des

canaux calciques voltage-dépendants, absents chez les tanycytes. De plus, les tanycytes
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répondent aux analogues non métabolisables du glucose (alors que le métabolisme du glucose
est nécessaire dans le premier modeéle). Une hypothese proposée par Bolborea et coll. (2013)
guant au mécanisme de détection du glucose par les tanycytes est que le calcium
intracellulaire augmenterait via les co-transporteurs glucose-Na® et I'échangeur Na‘/ca®, a
I'instar des cellules glucosensibles de I'aire hypothalamique latérale (Gonzalez et al., 2009a), ou

via un récepteur membranaire (Ren et al., 2009) (Figure 10).

Na*
Glucose

Glucose

Glucose

Figure 10 : Schéma représentant les mécanismes potentiels de détection du glucose par les tanycytes.
(A) Détection du glucose dans la cellule B pancréatique. (B) Deux modéles de détection du glucose chez
les tanycytes. Le premier modéle (B haut) utilise le co-transporteur glucose-Na® (1) et I’échangeur
Na‘/Ca®* (2), tandis que le second utilise un récepteur membranaire couplé aux protéines G (tiré de
Bolberea et al., 2013).

Les conséquences de cette détection du glucose sur la prise alimentaire ont été
suggérées dans plusieurs études. En effet, I’'hypoglycémie et I'analogue du glucose, le 2-DG,
provoquent la phosphorylation de la B-adducine des tanycytes. Cette modification du
cytosquelette dans les tanycytes est associée a une augmentation de la prise alimentaire
(Gotoh et al., 2008). De plus, une étude menée par Sanders et coll. a montré que l'injection

eme

d’alloxane, un inhibiteur de la glucokinase, dans le 3 ventricule détruit les tanycytes et

engendre une perturbation du comportement alimentaire (2004).

3.5.2 Les tanycytes expriment le GPR50

Le GPR50 est un récepteur orphelin homologue aux récepteurs a la mélatonine (MT1 et
MT2), mais ne liant pas la mélatonine. Il se dimérise a MT1 et MT2, affectant I'activité du
premier mais pas du second (Levoye et al., 2006). Il est exprimé dans I’'hypothalamus et en
particulier dans les tanycytes (Barrett et al., 2006; lvanova et al., 2008; Sidibe et al., 2010). Le
GPR50 est lié a I’'homéostasie énergétique. En effet, il module les voies de signalisation de la
leptine (Bechtold et al., 2012) et des corticostérones (Li j 2011). De plus, les souris KO pour

GPR50 ont un poids plus faible sous nourriture normale et sont résistantes aux nourritures
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riches en graisse. Cette résistance s’explique par une dépense énergétique augmentée : en
effet, elles mangent plus que les souris contréles mais leur taux métabolique de base est plus
élevé (Ilvanova et al., 2008). A jeun, les souris KO présentent également des phases de torpeur
avec des chutes de leur taux métabolique et de leur température corporelle. Ces phases de
torpeur sont associées a une réponse atténuée a la leptine et la suppression de libération de
I’'hnormone thyréotrope (Bechtold et al.,, 2012). Ces effets seraient liés a la protéine
TXNIP (Blouet et al., 2012) : en effet, cette protéine également exprimée par les tanycytes
augmente lors des phases de torpeur (Ebling and Samms, 2013) ou chez les souris GPR50-/-

(Hand et al., 2013).

3.5.3 Les tanycytes et le systéme thyroidien

Les hormones thyroidiennes sont de puissantes régulatrices de la balance énergétique
et du métabolisme lipidique. La déidionase DIO1 a 3 convertit le précurseur de I'hormone
thyroidienne, la prohormone thyroxine T4, en hormone thyroidienne active, la tri-
iodothyronine T3. Dans le cerveau, DIO2 est la forme majoritaire et joue un réle primordial
dans la médiation des effets de I’lhormone thyroidienne sur le SNC (Lechan and Fekete, 2005).
Au niveau de I’hypothalamus, cette enzyme est exprimée par les tanycytes : elle est observée
au niveau du pole apical mais aussi au niveau des pieds tanycytaires chez plusieurs especes
incluant les rongeurs (Guadafio-Ferraz et al., 1999; Tu et al., 1997), le poulet (Gereben et al.,
2004) et I'homme (Lechan and Fekete, 2004). Les tanycytes expriment également un
transporteur des hormones thyroidiennes T4 et T3, le MCT8 (Herwig et al., 2009). Plusieurs
auteurs ont alors émis I’hypothése que les tanycytes, en contact avec la circulation sanguine et
le LCR, pouvaient capturer la T4 de ces deux compartiments, et la transformer en T3 pour la
distribuer ensuite aux noyaux hypothalamiques (Lechan and Fekete, 2007). Ainsi les tanycytes
joueraient un réle important dans le contréle de I'axe thyréotrope (Fonseca et al., 2013) : en
effet, la T3 libérée dans I'hypothalamus induit I'inhibition de la synthése de TRH (Coppola et
al., 2005). De plus, la T3 libérée au niveau du NA pourrait également jouer un role dans le
controle de la balance énergétique en augmentant la prise alimentaire (Coppola et al., 2007;
Ishii et al., 2008; Murphy and Ebling, 2011). Enfin, les tanycytes synthétisent la pyroglutamyle
peptidase 2 (PPIl), une métallopeptidase qui inactive la TRH, afin de limiter sa sécrétion dans le

sang porte (Sanchez et al., 2009).

3.5.4 Les tanycytes, des progéniteurs au service du contrdle de la prise alimentaire

Morphologiquement, les tanycytes ressemblent aux cellules de la glie radiaire, connues
en tant que progéniteurs des neurones qui constitueront les noyaux hypothalamiques. L'idée

gue I'épendyme de I'EM pourrait étre une niche neurogenique remonte a une dizaine d’année
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mais ce n’est que récemment que des études ont associé cette compétence proliférative des
tanycytes a la régulation de la prise alimentaire.

L'incorporation de BrDu dans les cellules en prolifération a permis |'étude de Ia
prolifération cellulaire dans I'hypothalamus : celle-ci y est importante méme a I'age adulte
(Kokoeva et al., 2005). Les neurones possédant trés peu de capacité proliférative, cette
prolifération cellulaire suggere donc I'existence d’une niche neurogenique. Des études ont

°M ventricule, les tanycytes possédaient des

montré qu’au niveau de |'épendyme du 3
capacités prolifératives (Lee et al., 2012; Pérez-Martin et al., 2010; Xu et al., 2005b). En effet,
les tanycytes, notamment les B, expriment des marqueurs de cellules souches comme le
FGF10, le BLBP, le Musashi ou encore Sox2 (Haan et al., 2013). De nombreuses publications ont
montré que les tanycytes possedent les facteurs de croissance, leurs récepteurs, et les
signalisations intracellulaires nécessaires a la prolifération cellulaire. Le bFGF (Xu et al., 2005b),
I'IGF1 (Lee et al., 2012; Pérez-Martin et al., 2010), la doublecortine-like (Saaltink et al., 2012) et
le CNTF (Kokoeva et al.,, 2005) sont connus pour induire la prolifération, tandis que I'acide
rétinoique (Shearer et al., 2012) est connu pour l'inhiber. Or, les tanycytes expriment le CNTF
(Severi et al., 2012), la doublecortin like (Saaltink et al., 2012), et 'enzyme RALDH capable de
synthétiser I'acide rétinoique (Shearer 2012). lls expriment également les récepteurs au CNTF
(Severi et al., 2012), a I'lGF1 (Cardona-Gomez et al., 2000), et au FGF (Xu et al.,, 2005b). La
prolifération, notamment des cellules radiaires, est aussi dépendante de la signalisation
calcique (Weissman et al., 2004) : or, les tanycytes sont capables de répondre a différents
stimuli comme I’ATP en induisant des vagues calciques (Dale, 2011), ce qui pourrait alors
intervenir dans leur capacité proliférative. Enfin, ces cellules souches du 3®™e ventricule sont
capables de donner naissance in vitro et in vivo a des neurones sous |'influence du FGF (Robins
et al., 2013) ou a des cellules gliales (Kokoeva et al., 2005).

Le suivi des cellules générées indique qu’elles migrent dans le parenchyme
hypothalamique et s’intégrent, en formant des synapses, aux réseaux neuronaux déja existants
(Xu et al., 2005b). Cette prolifération cellulaire au niveau des tanycytes a été associée a la
régulation de la prise alimentaire. En effet, certains neurones formés au niveau du ventricule
s’'intégrent dans les réseaux régulant la prise alimentaire et expriment l'orexine A (Xu et al.,
2005b), le NPY ou le POMC (Haan et al., 2013, Kokoeva et al., 2005). De plus, ces neurones
néoformés sont capables de répondre a la leptine par une activation pSTAT3 (Kokoeva et al.,
2005). Enfin, une nutrition riche en graisse augmente également la capacité proliférative des
tanycytes ; tandis que l'inhibition de la prolifération tanycytaire diminue la prise de poids et

augmente la dépense énergétique (Lee et al., 2012).
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3.6 I’EM : une interface hautement plastique

De nombreuses études ont montré que I'EM était une région tres plastique. Selon les
conditions physiologiques de I'animal, I'EM est le siege de modifications d’expression génique

et de remaniements structuraux ayant un role physiologique.

3.6.1 Plasticité dans la fonction de reproduction

La littérature concernant la plasticité de 'EM dans le cas de la reproduction est la plus
riche.

Tout d’abord, les tanycytes sont sensibles aux hormones sexuelles. En effet, les
tanycytes possédent le récepteur a aux cestrogenes (Langub and Watson, 1992), et sont donc
sensibles a ces derniers. Par exemple, des différences morphologiques ont été observées au
niveau des tanycytes du NA entre les males et les femelles (Akmaev and Fidelina, 1978). Le
niveau de I'lGF-1 dans les tanycytes varie aussi selon le cycle oestral (Duenas, 1994), suggérant
une absorption de I'lGF-1 sous influence des estrogenes.

De plus, une plasticité structurale a aussi été observée au cours du cycle cestral (Brawer
et al., 1974; Garcia-Segura et al.,, 1994) et a été particulierement étudiée par la suite. Les
neurones a gonadolibérine (GnRH), localisés dans I'aire préoptique hypothalamique, projettent
leur axone vers I'EM, plus particulierement vers les vaisseaux fenétrés de la zone externe
latérale. Cependant, les terminaisons nerveuses sont rarement en contact avec les vaisseaux
fenétrés du systeme porte hypothalamo-hypophysaire. En effet, les terminaisons a GnRH sont
généralement séparées des vaisseaux par des pieds tanycytaires appartenant aux tanycytes 1
(Kozlowski and Coates, 1985). Cette organisation structurale varie au cours du cycle cestral. En
effet, chez la ratte adulte en diestrus (quand la GnRH est faible), la plupart des terminaisons
nerveuses sont séparées de |'espace péricapillaire par les pieds tanycytaires ce qui empéchent
la libération de la GnRH dans le sang porte. Au moment du pic pré-ovulatoire de GnRH, il se
produit un remodélement morphologique dans la zone externe de I'EM permettant la
formation de contacts neurovasculaires entre les neurones a GnRH et les capillaires fenétrés
du systéme porte (Prevot et al., 1999).

La dissection des mécanismes moléculaires impliqués dans le remodélement structural
des tanycytes a montré I'implication des récepteurs a tyrosine kinase de la famille erbB. Ces
récepteurs sont déja connus dans la physiologie de la reproduction : ils interviennent dans le
controle de I'activité des neurones a GnRH par les astrocytes (voir pour revue Ojeda et al.,
2003). Les tanycytes expriment in vivo les récepteurs erbB-1 et erbB-2 (Ma et al., 1994). Des
études in vitro montrent que ces récepteurs s’hétérodimérisent suite a un traitement au TGFa.

La transduction de ce signal conduit a la synthese de la prostaglandine E2 (PGE2) et TGFB1
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(Prevot et al., 2003). Des études morphometriques ont démontré in vitro que le TGFB1 induit la
rétractation des prolongements tanycytaires par remodelage du cytosquelette permettant
I'acces a I'espace de Virchow Robin ; tandis que le TGFa induit I’élongation des prolongements
tanycytaires bloquant I'espace de Virchow Robin. En revanche, une exposition prolongée des
tanycytes au TGFa provoque une rétraction des prolongements via la synthése de TGFB1
(Prevot et al., 2003). La PGE2, quant a elle, stimule directement la libération de GnRH par les
terminaisons des neurones a GnRH (Clasadonte et al., 2011).

Les astrocytes participent également au remodelage de I'EM au cours du cycle cestral.
En effet, ils expriment erbB-1, erbB-2 et erbB-4 et répondent également au TGFa par la
synthése de PGE2. Enfin, les cellules endothéliales engendrent également des modifications du
cytosquelette des tanycytes. Ce phénomeéne est réalisé par un facteur soluble, le NO, qui
favorise le contact des projections a GnRH avec I'espace périvasculaire (De Seranno et al.,
2004). Si la plasticité de 'EM est bloquée par un inhibiteur de NO, les cycles cestraux sont
perturbés. Les vaisseaux de I'EM sont eux-mémes également plastiques au cours du cycle
cestral. Des rats avec de hauts niveaux de LH présentent plus de vaisseaux immunoréactifs

pour PV-1, ce qui engendrerait une augmentation de leur perméabilité (Ciofi et al., 2009).

3.6.2 Plasticité au cours des rythmes saisonniers

L'EM est également modulée lors des rythmes saisonniers. Dans I’environnement,
I'alternance saisonniere de jours longs et jours courts induit des adaptations
comportementales en ce qui concerne la reproduction ou le comportement alimentaire, pour
s’adapter au climat ou a la disponibilité en nourriture par exemple. Etant donné que I'EM est
hautement plastique pour réguler la fonction de reproduction, il n’est pas surprenant que I'EM
réagisse également aux rythmes saisonniers pour adapter le comportement reproductif. La
longueur des jours est détectée par la glande pinéale et se traduit par une libération de
mélatonine durant la nuit. Les tanycytes expriment le GPR50 et les récepteurs a la mélatonine,
et sont donc sensibles a cette hormone. En effet, les tanycytes subissent des modifications
d’expression génique et structurales en fonction de la photopériode (Bolborea and Dale, 2013).

Les hormones thyroidiennes sont importantes pour le contréle du comportement en
fonction des rythmes saisonniers. Les tanycytes expriment un large répertoire de molécules
relatives a I'axe thyroidien (cf paragraphe précédent) qui sont également modulées par la
photopériode. En effet, chez le hamster sibérien (Herwig et al., 2009), en jours longs, les
tanycytes expriment la DIO2 qui active T3, ce qui augmente sa concentration hypothalamique ;
tandis qu’en jours courts, ils expriment la DIO3 qui inactive T3, et augmente I'expression du

transporteur des hormones thyroidiennes MCT8, ce qui diminue la concentration de T3
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hypothalamique. La modulation de la concentration en T3 active dans I'hypothalamus en
fonction de la photopériode s’"accompagne d’une diminution de poids chez le hamster en jours
courts (Herwig et al., 2009). La neurogenése au niveau des tanycytes est aussi modulée en
fonction de la photopériode. En effet, les tanycytes expriment la RALDH, enzyme synthétisant
I’acide rétinoique, un inhibiteur de la prolifération. En jours longs, chez le rat, la RALDH1 est
fortement exprimée et la prolifération cellulaire est diminuée (Shearer 2012). De nombreux
autres genes sont modulés par la photopériode. L'immunomarquage vimentine, protéine du
cytosquelette des tanycytes, et NCAM, molécules d’adhésion cellulaire, diminuent en jours
courts (Bolborea et al., 2011; Kameda et al., 2003). En jours longs, ce phénoméne peut étre
mimé par des injections de mélatonine en fin d’aprés midi (Bolborea et al., 2011). Le GPR50
des tanycytes diminue aussi en jours courts chez le hamster (Barrett et al., 2006).

Enfin, en supplément des modifications d’expression génique, I'EM subit également des
remaniements structuraux en fonction de la photopériode. En effet, Van Wijk et coll. ont
montré, chez la grenouille, que la zone externe de I'EM était plastique selon le temps

d’illumination (2009).

3.6.3 Plasticité dans la régulation du métabolisme

L'EM étant plastique lors des rythmes saisonniers et cela pour adapter le
comportement alimentaire de I'animal en fonction des jours courts et longs, il n’est pas
étonnant que I'EM soit aussi plastique lors de déséquilibres énergétiques. En effet, les
tanycytes subissent des modifications d’expression génique et structurale en fonction de I'état
énergétique de l'individu.

Concernant les modifications d’expression génique, le GPR50 diminue par exemple lors
du jelne, lors de 5 semaines de nourriture riche en graisse (lvanova et al., 2008) ou chez les
souris ob/ob (Bechtold et al.,, 2012). Le jelne induit également une augmentation de
I’expression et d’activité de DIO2 (Diano et al.,, 1998). Par conséquence, cela entraine une
augmentation de T3 au niveau hypothalamique et stimule la prise alimentaire par activation
des neurones a NPY (Diano et al., 1998, Coppola et al., 2005, 2007). Les variations des niveaux
de leptine et des glucocorticoides seraient aussi impliquées dans ce processus (Coppola et al.,
2005).

Concernant les modifications structurales, Gotoh et coll. ont observé une augmentation
de 'immunomarquage de DARPP32, marqueur de tanycytes, associé a la phosphorylation de la
B-adducine, protéine associée au cytosquelette, dans les tanycytes al lors de la mise a jeun ou
d’un traitement au 2-DG chez le rat (2008). Nous avons observé le méme phénomeéne chez la

souris (Article 1, figl, asterisk). Cette augmentation résulte d’une redistribution de la protéine
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plutot qu’a I'augmentation de son expression génique et est associée a une augmentation de Ia

prise alimentaire.

Ainsi, sachant que les tanycytes contactant les vaisseaux de I'EM et du NA sont
hautement plastiques et sont capables de détecter les variations métaboliques dans la
circulation sanguine, Lechan et coll. (2004) ont émis I'hypothése que les modifications
d’expression génique et structurales des tanycytes pourraient moduler la perméabilité des
vaisseaux du NA et l'acces des hormones et métabolites périphériques vers ce noyau
hypothalamique. Dans ce cas, on peut aussi imaginer que |'apparition de problémes d’acces
des molécules périphériques au NA lors de déséquilibres énergétiques comme I'obésité soit

due a un déreglement de la fonction tanycytaire.

L’EM est idéalement placée a I'interface entre le sang, véhiculant les signaux métaboliques,
et le noyau arqué, chef d’orchestre des réseaux hypothalamiques régulant la prise
alimentaire. Les deux constituants clés de I'EM, les vaisseaux fenétrés et les tanycytes, étant
des éléments extrémement plastiques, il est concevable d’'imaginer que cette interface
régule, et module en fonction de I’état énergétique de I'individu, les échanges sang/cerveau,

en vue de réguler la prise alimentaire.
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Objectifs

Les données de la littérature reportées dans cette introduction mettent en évidence
I'importance des interfaces sang/cerveau dans la régulation de la prise alimentaire. En effet,
ces interfaces sont des lieux de passage des signaux métaboliques périphériques vers le
systeme nerveux central, et peuvent étre modulées selon I'état énergétique de l'individu afin
d’optimiser la régulation de la prise alimentaire. Parmi ces interfaces, les organes
circumventriculaires, grace a leurs vaisseaux fenétrés, semblent fortement favoriser les
échanges sang/cerveau. Parmi ces organes circumventriculaires, I'éminence médiane, de part
sa localisation a proximité du noyau arqué hypothalamique, son organisation structurale
particuliere et sa haute plasticité, pourrait jouer un réle crucial dans le convoyage des

molécules périphériques vers I’hypothalamus métabolique.

Lors de ce travail de these, nous avons cherché a comprendre comment sont régulés les
échanges sang/cerveau au niveau de la région hypothalamique comprenant I'éminence
médiane et le noyau arqué, et si ces échanges sont modulés selon |'état énergétique de la
souris. Pour cela, nous nous sommes intéressés a |I'organisation structurale des vaisseaux de
I’éminence médiane et du noyau arqué ainsi qu’aux jonctions serrées des tanycytes formant le
plancher du 3°™ ventricule lors d’un déséquilibre énergétique : le jeGine. En paralléle, des
études de perméabilité avec I'utilisation a la fois de molécules inertes et fonctionnelles ont été

menées afin d’étudier I'accés des molécules périphériques vers le noyau arqué.

Les objectifs de ma thése ont donc été les suivants :

e Déterminer si le jeline peut engendrer une réorganisation structurale de l'interface

sang/cerveau au niveau de I’éminence médiane et du noyau arqué.

e Si cela est confirmé, identifier les mécanismes engendrant cette réorganisation, et
déterminer les conséquences sur les échanges sang/noyau arqué et sur la régulation

de la prise alimentaire.

e Déterminer si les autres organes circumventriculaires, dont certains jouent un réle
dans la régulation de la prise alimentaire tels que l'area postrema et l'organe
subfornical, possédent une organisation neuroanatomique similaire a celle de

I’éminence médiane.
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Résultats

ARTICLE 1: Tanycytic VEGF-A boosts blood-hypothalamus barrier
plasticity and access of metabolic signals to the arcuate nucleus in
response to fasting

Notre premier projet a été de déterminer si, lors d’un déséquilibre énergétique,
I’éminence médiane subit une réorganisation structurale et fonctionnelle afin d’optimiser
I'accés des molécules périphériques vers le noyau arqué hypothalamique. Pour cela, nous
avons choisi de mettre des souris a jeun durant 24h et d’étudier I'organisation des vaisseaux
fenétrés et des jonctions serrées tanycytaires. En paralléle, l'injection de colorant ou
d’hormones fonctionnelles en périphérique ainsi que des études comportementales nous ont
permis d’évaluer respectivement I'accés des molécules périphériques vers le noyau arqué

hypothalamique et le comportement alimentaire des souris.

Lors de cette étude, nous avons observé une réorganisation de I'interface sang/cerveau
au niveau de I'’éminence médiane et du noyau arqué caractérisée par une augmentation du
nombre de vaisseaux fenétrés dans cette région cérébrale et une redistribution des protéines
de jonctions serrées au niveau du corps cellulaire des tanycytes formant le plancher du 3eme
ventricule. Cette plasticité cérébrale a pour origine I’hypoglycémie induite par le jeline : celle-ci
induit une augmentation de I'expression du VEGF-A au niveau des tanycytes, facteur de
croissance a l'origine de la réorganisation de linterface sang/cerveau. Enfin, cette
réorganisation de l'interface sang/cerveau dans cette région cérébrale a été associée a un

meilleur acces des molécules périphériques vers le NA et mise en relation avec la réponse

physiologique développée par I'animal en réponse au jeline, en I'occurrence une hyperphagie.

L’ensemble de ces données a fait I'objet d’'une publication dans Cell Metabolism.
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Summary

The delivery of blood-borne molecules conveying metabolic information to neural networks
that regulate energy homeostasis is restricted by brain barriers. The fenestrated endothelium
of median eminence microvessels and tight junctions between tanycytes together compose
one of these. Here, we show that the decrease in blood glucose levels during fasting alters
the structural organization of this blood-hypothalamus barrier, resulting in the improved
access of metabolic substrates to the arcuate nucleus. These changes are mimicked by 2-
deoxyglucose-induced glucoprivation and reversed by raising blood glucose levels after
fasting. Furthermore, we show that VEGF-A expression in tanycytes modulates these barrier
properties. The neutralization of VEGF signaling blocks fasting-induced barrier remodeling
and significantly impairs the physiological response to refeeding. These results implicate
glucose in the control of blood-hypothalamus exchanges through a VEGF-dependent
mechanism, and demonstrate a hitherto unappreciated role for tanycytes and the permeable

microvessels associated with them in the adaptive metabolic response to fasting.



Introduction

Appetite, energy balance and metabolism are all controlled by select neurons of the
hypothalamic arcuate nucleus (ARH) (see for reviews (Elmquist et al., 2005; Gao and
Horvath, 2007; Levin et al., 2011; Sawchenko, 1998)). These interoceptive sensory neurons
participate in neural networks that sense circulating factors such as glucose and adiposity
hormones that signal changes in metabolic state (Cowley et al., 2001; Cowley et al., 2003;
Dunn-Meynell et al., 2002; Elias et al., 1999; Hill et al., 2010; Liu et al., 2012). However, the
physiological mechanisms that control the access of these factors to ARH circuits and their
regulation in response to changes in feeding status remain largely unexplored.

Molecular traffic between the periphery and the central nervous system (CNS),
including the hypothalamus, is restricted by regulated interfaces, such as the blood-brain
barrier (BBB), composed of tight junctions between endothelial cells lining brain microvessels
(Neuwelt et al., 2011). The blood-cerebrospinal-fluid (CSF) barrier, a lesser known interface,
is composed of tanycytes, specialized hypothalamic glia that line the floor of the 3rd ventricle,
and microvessels of the median eminence (ME), a circumventricular organ adjacent to the
ARH (Mullier et al., 2010). While the endothelial cells of the ME are unique in being
fenestrated, and thus highly permeable to blood-borne molecules, tight junction complexes
between adjacent tanycytes act as a physical barrier preventing their diffusion to the rest of
the brain via the CSF. Transcellular transport across the blood-brain and blood-CSF barriers
is usually mediated by saturable carriers (Banks, 2006; Hawkins and Davis, 2005). However,
whether specific hypothalamic areas that regulate energy balance, such as the ARH, directly
access peripheral homeostatic signals through the fenestrated microvessel plexus in the
adjacent ME is a matter of debate (Ciofi et al., 2009; Flier, 2004; Mullier et al., 2010).

Here we show that food deprivation, by inducing both tight junction complex
reorganization in tanycytes and the increased fenestration and permeability of ME
microvessel loops that reach the ventromedial ARH (vmARH) (Ambach and Palkovits, 1979),

leads to such direct access. Refeeding, glucose infusion, the selective inhibition of vascular



endothelial growth factor (VEGF)-A expression in tanycytes and the manipulation of VEGF
signaling all reverse these structural changes and the resulting ability of molecules to enter

the ARH.



Results

Fasting-induced plasticity of the blood-hypothalamus barrier (BHB)

To investigate the role of BHB plasticity in the adaptive response to fasting, we compared the
hypothalami of mice deprived of food for 24h and those fed ad libitum using
immunofluorescence for two constitutive tight junction proteins, zonula occludens-1 (ZO-1)
and occludin, expressed in BBB endothelial cells and tanycytes, and claudin-1, expressed in
tanycytes at the blood-CSF barrier (Mullier et al., 2010). In parallel, antibodies to MECA-32
were used to selectively label the fenestral diaphragms of ME endothelial cells (Ciofi et al.,
2009; Mullier et al., 2010).

Fasting increased the organization of tanycytic tight junction complexes in both the
ME and ARH (Fig. 1A,B; Fig. S1A), but not in standard non-ARH hypothalamic vessels
composing the BBB (Fig. S1B). Fasting intensified the honeycomb-like pattern of ZO-1 and
occludin around the apical pole of tanycytes overlying the ME (Fig. 1A, insets 2,5; Fig. S1A,
insets 3,6), and switched ZO-1 and occludin distribution from a diffuse apical pattern to a
honeycomb pattern in tanycytes lining the third ventricle (3V) next to the ARH (Fig. 1A, insets
1,4; Fig. S1A, insets 2,5). Claudin-1 expression in ARH tanycytes also became organized in
food-deprived mice (Fig. 1C,D). This reorganization was associated with increased protein
levels of ZO-1, but not of occludin or claudin-1, in fasting animals (Fig. S1D). Finally, food-
deprived mice refed for an additional 24h displayed a reappearance of the hypothalamic
barrier phenotype of fed mice (Fig. 1B-D).

In fasting mice, ME microvessel loops, some of which extend up to the ARH, also
demonstrated a marked increase in fenestration associated with changes in MECA-32
distribution (Fig. 1A, insets 1,4; Fig. 1B) and the appearance of fenestrated diaphragms at
the ultrastructural level (Fig. 1E, inset 2; Fig. S1C). Western blotting revealed that this
increased fenestration was accompanied by a significant increase in MECA-32 protein levels
(p<0.05; Fig. 1F). Together, the fasting-induced structural reorganization of the tight junction

complexes of tanycytes lining the ventricular wall adjoining the ARH potentially limits



paracellular diffusion between the tissue and the CSF, while ME microvessels
simultaneously become more leaky. These reversible morphological alterations at the BHB
suggest that nutritional state modulates the access of metabolic signals from the periphery to

ARH neurons critical for energy homeostasis.

Glucose deprivation mediates fasting-induced plasticity at the BHB

What nutritional factors underlie these profound morphological changes in fasting mice?
Blood glucose acts as a metabolic signal that can alter the activity of hypothalamic neurons
(Levin et al., 2011; Thorens and Larsen, 2004) and evokes robust signaling in tanycytes,
which act as glucosensors (Frayling et al., 2011), suggesting that reduced glucose levels
could underlie the morphological changes seen during fasting. As expected, blood glucose
levels were significantly lower after 24h of food deprivation (Fig. 2A, p<0.001). Levels were
normalized and fasting-induced BHB reorganization prevented (Fig. 2B) by intravenous (i.v.)
glucose (30%, 1-3 ul/min; n = 6) but not saline infusion (n = 4). On the other hand, central
neuroglucopenia induced by the intraperitoneal (i.p.) or intracerebroventricular (i.c.v.)
injection of 2-deoxy-D-glucose (2-DG, 300 mg/kg i.p. or 1 mg/mouse i.c.v.; n = 4 each, Fig.
2B; Fig. S2A), a glucose analog that inhibits glucose metabolism but can act on tanycytes
(Frayling et al., 2011), caused the reorganization of tanycytic tight junction complexes and
associated microvessel loops to resemble those in fasting mice. The central detection of

glucose deprivation thus appears to play a key role in BHB reorganization after fasting.

VEGF promotes changes in ME microvessel loops and tanycytic tight junction
complexes during fasting

Quantitative RT-PCR analyses showed that fasting induced a constellation of hypothalamic
transcripts involved in controlling the structural plasticity of the brain (Fig. 2C). However, only
VEGF-A expression was upregulated in both fasting and 2-DG-treated animals (Fig. 2C).
VEGF protein levels increased in the hypothalamus of 24h-fasting mice when compared to

fed mice (p<0.05; Fig. 2D), and 2DG-treatment for 12h directly triggered VEGF secretion



from ME-ARH explants in vitro (p<0.05; Fig. 2E). We therefore treated mice for 24h with
Axitinib (25 mg/kg/12h, i.p. or 70 ug/mouse, i.c.v.), a tyrosine kinase inhibitor that selectively
inhibits VEGF receptors (VEGFR) 1, 2 and 3 (Mancuso et al., 2006). Axitinib reversed both
fasting- and 2DG-evoked changes in tight junction complex organization in tanycytes and the
associated microvessel loops in the ME/ARH region (Fig. 2B,F; Fig. S2A,B). Conversely,
VEGF infusion (60 pg/kg/12h, i.p. or 100 ng/mouse, i.c.v.) for 24h mimicked the effects of
fasting on BHB plasticity in fed mice (Fig. 2F,G; Fig. S2B) without affecting tight junction
organization in BBB capillaries (Fig. S1B).

Next, we examined the contribution of VEGFR1, 2 and 3, which are all expressed in
the mediobasal hypothalamus (MBH; Fig. S2C), to fasting-induced BHB plasticity, by
administering selective neutralizing monoclonal antibodies to each receptor (40 mg/kg, i.p.)
(Pytowski et al., 2005; Wang et al., 2004). While antibodies to VEGFR1 and 3 bound to both
hypothalamic BBB microvessels and the ME microvessel plexus, antibodies to VEGFR2
bound only to the latter (Fig. S2D). Importantly, the blockade of VEGFR2 and, to a lesser
extent, VEGFR1, inhibited the BHB rearrangement observed after fasting (Fig. S2E,F), while
antibodies to VEGFR3 had no effect on this plasticity (Fig. S2F). Together, these data
suggest that increased hypothalamic VEGF levels during food deprivation target VEGFR1
and 2 in ME endothelial cells to promote microvessel permeability and tight junction complex

reorganization in the ME and ARH.

Fasting-induced BHB plasticity requires tanycytic VEGF-A expression
VEGF-A mRNA expression in the hypothalamic tuberal region is restricted to tanycytes (Allen

Brain atlas, http://mouse.brain-map.org/experiment/show/74988747, Fig. S3A), suggesting

that these cells play a role in the control of VEGF-mediated BHB plasticity. Cell sorting

loxP/+

experiments using tdTomato reporter mice in which the tat-cre fusion protein, whose
cellular uptake is enhanced compared to cre recombinase (Peitz et al., 2002), was
stereotaxically infused into the 3™ ventricle, where it selectively targeted tanycytes (Fig.

S2G), to study fasting-dependent changes in tanycytic gene expression in vivo (Fig. 2H).


http://mouse.brain-map.org/experiment/show/74988747

Sorted Tomato-positive cells abundantly expressed the tanycytic marker DARPP-32 (Hokfelt
et al., 1988), which was barely detectable in Tomato-negative cells (Fig. S2l). Purified
tanycytes also expressed GLUT1, GLUT2 and glucokinase transcripts, as suggested by
others (Rodriguez et al., 2005), and low levels of VEGFR1 and 2, although VEGFR3 was
undetectable (Fig. S2lI). Intriguingly, fasting upregulated VEGF-A but not VEGF-B or VEGF-C
MRNA expression in tanycytes (Fig. 2H; Fig. S2J), with a concomitant increase in the
transcript for hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1a) (Fig. S2K), recently shown to be
involved in hypothalamic glucosensing (Zhang et al., 2011) and known to promote VEGF
expression (Carmeliet et al., 1998). Finally, Vegfa deletion in tanycytes by tat-cre infusion
into the third ventricle of Vegfa®™" ™" mice (Fig. S3A) abolished fasting-induced BHB
reorganization (n = 4; Fig. 2F) but did not affect BHB properties in animals fed ad libitum (n =
4; not shown). Together these data demonstrate that tanycytic VEGF-A expression plays a

key role in regulating fasting-induced BHB plasticity.

BHB plasticity modulates the access of blood-borne metabolic factors to the ARH

To establish whether the morphological changes described in the MBH above were
associated with altered permeability and access of blood-borne molecules to the ARH, the
extravasation of intravenously-injected Evans Blue dye from brain microvessels into the
hypothalamus was compared between 24h-fasting and fed mice. In fed mice, Evans Blue
diffusion was restricted to the vascular bed of hypothalamic BBB microvessels and the ME
(Fig. 3A, top panels), and did not spread to neighboring structures such as the ARH. In
striking contrast, in 24h-fasting mice, the dye was observed in the ventromedial ARH
(vmARH), where plastic BHB changes were observed in previous experiments (Fig. 3A,B).
As with the morphological changes, refeeding reversed dye diffusion into the vmARH (Fig.
3B). Importantly, fasting did not promote dye extravasation from the intrinsic hypothalamic
microvessels that compose the BBB (Fig. S3B). The inhibition of BHB reorganization in food-
deprived mice by Axitinib, VEGFR2-neutralizing antibodies, Vegfa gene targeting or glucose

infusion prevented dye diffusion into the ARH, whereas the induction of barrier plasticity with



VEGEF in fed mice clearly elicited such diffusion (Fig. 3B). These findings strongly suggest
that the anatomical changes at the BHB in fasting animals facilitate the access of blood-
borne signals to the vmARH due to its increased permeability.

To directly test whether fasting-induced structural rearrangements at the BHB do
indeed increase the access of critical metabolic substrates to the ARH, we simultaneously
assessed glucose levels in the ARH and the adjacent ventromedial nucleus of the
hypothalamus (VMH) by microdialysis in fed or 24h-fasting rats (Fig. 3C). First, rats exhibited
similar fasting-induced morphological and functional changes to the BHB as did mice (Fig.
S3C-E). While ARH glucose levels in fed rats were comparable to those in the VMH (Fig.
3C), in 24h-fasting rats, ARH glucose levels were 300% higher than VMH levels (Fig. 3C). In
keeping with the restricted occurrence of microvessels whose permeability changes in
response to feeding status in the vmARH, and unlike what would have been expected if the
BBB were completely permeable throughout the ARH, ARH glucose levels during fasting (~
2mM) never reached blood levels (~ 5mM). However, these data do suggest that fasting-
induced structural changes at the BHB create a privileged route for the access of circulating
glucose to glucosensing ARH neurons, bypassing both the BBB and the blood-CSF barrier
(Fig. 3F).

We further explored this hypothesis by examining the ability of exogenous leptin, a 16-
kDa peptide hormone, to access ARH neurons by quantifying the leptin-stimulated
phosphorylation of STAT3 in fasting and fed mice. Leptin (3 mg/kg, i.p.) induced a 30%
increase in immunoreactivity for phosphorylated STAT3 (pSTAT3) in food-deprived mice
when compared to fed mice (Fig. 3D). This increase was restricted to the vmARH (Fig. S3F).
Axitinib (which inhibits BHB rearrangement; Fig. 2F) prevented the leptin-induced increase in
pSTAT3 in fasting animals (Fig. 3D,E). Conversely, the treatment of fed mice (in which
endogenous leptin levels are significantly higher than in fasting mice; Fig. S3G), with VEGF,
which promotes BHB reorganization (Fig. 2F,G), markedly increased STAT3 activation in the
ARH (Fig. 3D,E). This effect was blunted by the i.p. injection of a mutated recombinant leptin

antagonist (LAN; 3 mg/kg) that is devoid of biological activity but effectively binds to the leptin



receptor (Niv-Spector et al.,, 2005) 45 min before death (Fig. 3D,E), suggesting that leptin
access to the ARH is facilitated by VEGF treatment in fed mice. Together, these data
suggest an important role for BHB plasticity in modulating the access of metabolic factors to

the ARH.

BHB plasticity modulates feeding

To evaluate the functional consequences of BHB plasticity to feeding behavior, we measured
refeeding after fasting in control and Axitinib-treated mice. Compared to vehicle-infused mice
refed after a 24h fast, food intake was significantly lower in Axitinib-treated refed mice (Fig.
4A). This difference, which occurred primarily during the first 30 min of refeeding (Fig. 4A),
was associated with decreased body weight gain 24h and 48h after Axitinib administration
(Fig. 4B). Importantly, Axitinib alone did not inhibit food intake in animals fed ad libitum (Fig.
4A), suggesting that reduced feeding in fasting mice was not due to food aversion.
Conversely, food intake significantly increased in the afternoon and at lights-off (when
endogenous anorectic hormones are thought to stimulate food intake) in fed mice 24h after
the initiation of VEGF treatment, when compared to vehicle-treated mice (Fig. 4C).
Subsequently, we found that the anorectic and weight-loss-inducing effects of exogenous
leptin were greater in fed mice treated with VEGF than in vehicle-treated controls (Fig. 4D).
Together, these findings suggest that VEGF-mediated structural changes at the BHB, by
modulating the access of blood-borne metabolic substrates to the ARH, play an important

role in the adaptive response to fasting.
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Discussion

Energy homeostasis requires increased food intake when energy stores are depleted, and a
means of signaling this depletion to central neurons that control feeding behavior (Cowley et
al.,, 2001; Cowley et al., 2003; Dunn-Meynell et al., 2002; Elias et al., 1999; Liu et al., 2012),
such as ARH neurons (Hill et al., 2010). Here, we provide evidence that the BHB (Mullier et
al., 2010) undergoes dynamic and reversible structural changes that modulate its
permeability in response to glucose and tanycytic VEGF levels, thereby acting as a
checkpoint in the access of peripheral metabolic signals to ARH neurons.

Our data show that fasting-evoked dips in blood glucose levels trigger VEGF-A expression
in tanycytes and VEGF accumulation in the hypothalamic ME, which acts via VEGFR to
promote endothelial cell fenestration. Tanycytes contacting these newly permeable
microvessel loops then reorganize their tight junction complexes to seal the paracellular
space between the parenchyma and the CSF. In consequence, some target neurons in the
vmMARH are no longer insulated by the blood-brain and blood-CSF barriers but become
directly exposed to peripheral metabolic signals (Fig. 3F), a situation reversed upon
refeeding. This increased accessibility is confirmed both by the leakage of intravenously
injected dye into the vmARH and by higher physiological glucose levels in the ARH than in
the adjacent VMH in the fasting state. Fasting-induced reorganization is blocked by the
VEGFR inhibitor Axitinib, which, consistent with the importance of these changes in the
adaptive response to fasting, reduces food intake and weight gain when food-deprived mice
are refed. Even though Axitinib alone did not affect food intake in control animals fed ad
libitum, chronic Axitinib treatment, which causes a marked reduction in endothelial cell
(Kamba et al., 2006), is known to affect glucose homeostasis (Kamba et al., 2006) and to
lead to decreased appetite and weight loss in patients (Fruehauf et al.,, 2011; Rini et al.,
2009).

Conversely, triggering BHB permeability in mice fed ad libitum with exogenous VEGF,

which signals food deprivation, significantly increases their food intake and sensitivity to the
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anorectic effects of leptin. We used leptin as a surrogate for other large metabolic peptides
such as ghrelin because we could assess its access to the vmARH by monitoring the
activation of STAT3. In fact, leptin levels are decreased during fasting, leading to a marked
anabolic state within the hypothalamus, with increased neuropeptide Y and agouti-related
peptide (AgRP) and decreased proopiomelanocortin levels. This combination acts as a
potent stimulus for the animal to seek and ingest food. Contrarily, ghrelin levels increase
during fasting, and the increased permeability of ARH microvessels to this peptide could
facilitate its selective activation of anabolic AGRP neurons (Elmquist et al., 2005; Gao and
Horvath, 2007; Levin et al., 2011; Sawchenko, 1998).

Falling blood glucose levels and decreased glucose metabolism appear to be critical
signals for the initiation of the BHB response to starvation. Glucose replacement prevents
this rearrangement while 2-DG-induced central glucopenia reproduces it. The molecular
pathways that underlie the subsequent accumulation of VEGF in the ME are unknown.
However, our results showing that VEGF-A inactivation in these cells blunts fasting-induced
BHB plasticity strongly suggest that they are intrinsic to tanycytes, which directly and rapidly
respond to changes in glucose levels (Frayling et al., 2011). This response could involve
HIF-1a, which is upregulated in tanycytes by fasting (Fig. S2J), and is known to be activated
by glucoprivation and to promote VEGF expression (Carmeliet et al., 1998; Zhang et al.,
2011).

VEGEF has long been associated with increased vascular permeability (Esser et al., 1998;
loannidou et al., 2006) and is required for ependymal cell function and the maintenance of
key brain-periphery interfaces such as the choroid plexus (Maharaj et al., 2008). VEGF might
also contribute to increased BBB permeability in diseased (Argaw et al.,, 2009) but not
healthy brains (Hawkins et al., 2010) (Fig. S1B; Fig. S3A). Our data suggest that VEGF and
its signaling receptor, VEGFR2, are key determinants of fasting-induced structural
rearrangements at the BHB. Although VEGF involvement in endothelial cell fenestration and
the expression of diaphragm proteins (named PV-1 in rats and MECA-32 in mice) is clearly

documented (Esser et al., 1998; Kamba et al., 2006), the mechanisms underlying tight-
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junction-complex remodeling in tanycytes, which express low levels of VEGFR2, are
unknown. These could also involve VEGF signaling, which induces posttranslational
modifications in tight junction proteins under some pathological conditions (Murakami et al.,
2009), or other as-yet undiscovered signals released by endothelial cells upon fenestration.

Tight junction proteins such as occludin, whose organization is modified in tanycytes
under fasting conditions, could also be involved in brain metabolic sensing and body-weight
regulation. Occludin-null mice are leaner than their wild-type littermates (Saitou et al., 2000),
and the i.c.v. infusion of antisense oligodeoxynucleotides to occludin restores leptin
sensitivity in an animal model of diet-induced leptin resistance and hyperglycemia (Oh et al.,
2005) in which fasting appears not to promote changes in BHB permeability (unpublished
observations). This, together with recent findings showing that a high-fat diet triggers
neurogenic activity in ME tanycytes (Lee et al., 2012), shows that these cells play a dynamic
role in metabolic sensing and hold therapeutic potential in metabolic disorders.

Overall our data unveil a new physiological concept in the maintenance of energy
homeostasis, in which blood glucose levels, by regulating tanycytic VEGF-A expression,
modulate the organization of their tight junctions as well as the permeability of ME capillary
loops in the vmARH, and thereby control the access of circulating homeostatic signals to

brain circuits that regulate metabolism.
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Experimental procedures

Animals
Male C57BI/6 mice, 3-4 months old (Charles River, France) and male Sprague Dawley rats
(Charles River, USA) were given ad libitum access to water and standard laboratory chow.

loxP/+

tdTomato reporter mice were purchased from the Jackson laboratories (Maine, USA) and

VegfaloxPlloxP

mice (Gerber et al.,, 1999) were a gift from N. Ferrara (Novartis, USA). Animal
studies were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of Lille and the

East Orange Veterans Affairs Medical Center.

Treatment protocols

Glucose infusion and 2-deoxy-D-glucose (2-DG) injection. Mice fed ad libitum and fasting
mice were anesthetized with isoflurane and the jugular vein catheterized. After a 7-day
recovery period, fed mice were infused with saline solution (0.9%) for 24h while fasting mice
were infused with glucose (30% in saline) or saline. Moreover, mice fed ad libitum were given
an i.p. or i.c.v. injection of 2-DG (RDS, France) in saline or an equal volume of saline alone,
following procedures described previously (Mullier et al., 2010).

Anti-VEGF and VEGF treatments. Mice were subjected to an i.p. or i.c.v. infusion of Axitinib
(in DMSO, LC Laboratories, France) or an equal volume of DMSO during the 24h fasting
period. Finally, mice fed ad libitum were given an i.p. or i.c.v. infusion of recombinant mouse
VEGF 164 (RDS, France) in PBS for 24h.

Tat-cre delivery. A tat-cre fusion protein produced as detailed previously (Peitz et al., 2002)
was stereotaxically infused into the third ventricle (1.5 pl over 5 min at 2.1 mg/ml; AP: -1.7
mm, ML: 0 mm DV: - 5.6 mm) of isoflurane-anesthetized floxed mice 24h before

experiments.

Fluorescence-activated cell-sorting and real-time PCR analyses
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Tomato-positive cells were sorted and collected from ME explants microdissected from
fasting and fed mice and processed for quantitative RT-PCR, as described in the

Supplemental Experimental Procedures.

Physiological measurements

Food intake. Mice were housed 3 per cage with preweighed amounts of food dispensed
through the wire cage tops, and food intake was measured every 30 min for the first 3 hours
and every hour for 24 hours. The average and cumulative food intake of 3 mice was used for
statistical comparisons (n = 4 cages per group).

In vivo leptin sensitivity test. Mice were housed in individual cages two days before the
beginning of the experiment. Mice fed ad libitum and fed mice infused with VEGF were
injected i.p. at 18:00 with vehicle (5 mM sodium citrate buffer, pH 4.0) or leptin (3 mg/kg,
PeproTech, France). Body weight and food consumption were measured at 08:00 the next

day.

Permeability assays, immunohistochemistry and image analysis

Mice were given i.v. injections of sterile 1% Evans Blue dye (Sigma, France) in 0.9% saline
(50 pl) into the tail vein and killed by decapitation 20 min later. Brains were processed for
immunofluorescence as described previously (Mullier et al., 2010). The primary antibodies
used were: polyclonal rabbit anti-zonula occludens-1 (ZO-1, 1:500, Zymed, USA), rabbit anti-
claudin-1 (1:200, Zymed, USA), chicken anti-vimentin (1:2000, Chemicon, France), and rat
anti-MECA-32 (1:200, gift from Pr Britta Engelhardt, Switzerland). Additional details appear in
the Supplemental Experimental Procedures and Fig. S4.

For pSTAT3 immunolabeling and analysis, mice were injected i.p. with vehicle (5 mM sodium
citrate buffer, n = 4 per group), leptin (PeproTech, France) or LAN (Protein Laboratories
Rehovot Ltd, Israel) and perfused 45 min later with a 2% paraformaldehyde in 0.1 M

phosphate buffer (pH 7.4). Brains were processed for pSTAT3 immunolabeling and
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quantification as described previously (Bouret et al., 2012). Additional details appear in the

Supplemental Experimental Procedures.

Microdialysis of the hypothalamus
Placement of hypothalamic cannulae and the assessment of ARH and VMH glucose levels in
male rats (n = 9) was performed as described previously (Dunn-Meynell et al., 2009) and

detailed in the Supplemental Experimental Procedures.

Immunoblotting

Frozen microdissected ME and MBH of mice fed ad libitum (n = 3) and those fasting for 24h
(n = 3) were immunoblotted as described in the Supplemental Experimental Procedures.
Rabbit anti-claudin-1 (1:1000, Zymed, USA), mouse anti-VEGF (1:500, SantaCruz), rat anti-
MECA-32 (1:500, Santa Cruz) and goat anti-actin antibodies (1:500, Santa Cruz, France)

were used in these experiments.

Statistical analysis

All values are expressed as means + SEM. Data were analyzed for statistical significance
with SigmaPlot software (Version 11.0), using one-way or two-way ANOVA followed by a
Tukey post hoc test when appropriate. P-values of less than 0.05 were considered to be

statistically significant.

Supplemental information

The supplemental information includes four figures, Supplemental Experimental Procedures,

and Supplemental References.
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Figure 1. Fasting-induced fenestration of ME microvessel loops reaching the ARH, and tight
junction complex reorganization in ARH tanycytes. (A) Vimentin (white), zonula occludens-1
(Z0O-1, green) and MECA-32 (red) immunoreactivity in coronal sections of the hypothalamic

tuberal region in fed and fasting mice. Tanycytic tight junction complexes exhibit a diffuse
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pattern (arrowheads, inset 1) when interacting with ZO-1-positive blood vessels (arrows,
inset 1) and a honeycomb pattern (empty arrowheads, insets 2,4 and 5) when interacting
with MECA-32-positive vessels (empty arrows, insets 3,4 and 6). (B) MECA-32-positive
microvessel loop number and ZO-1-positive tight junction complex density in the ME and
ARH according to nutritional status (n = 4 per group). (C) Distribution of claudin-1 (arrows,
green) in coronal sections of the hypothalamic tuberal region in fed, fasting and refed mice.
(D) Proportion of the ventricular wall facing the ARH immunolabeled for claudin-1 (n = 4 per
group). (E) Electron micrographs from fasting mice showing ARH capillaries with non-
fenestrated (arrow, inset 1) and fenestrated endothelia (arrowheads, inset 2); n: neuronal cell
bodies; t: tanycyte cell bodies. Scale bar: 10 um (1um in insets). (F) Real-time PCR and
immunoblotting for MECA-32 and actin from microdissected ME and MBH explants
containing the ARH from fed and fasting mice (n = 3-4 per group). *** p<0.001; ** p<0.01; *

p<0.05; fasting vs. fed and refed groups. DMH: dorsomedial nucleus of the hypothalamus.
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Figure 2. Fasting-induced BHB plasticity is mediated by glucose deprivation and tanycytic
VEGF-A expression. (A) Blood glucose levels in fed and fasting mice (n = 6 per group). (B)
Structural changes at the blood-CSF barrier in fasting mice infused with glucose (Glc; n = 6)
or not (n = 6) and fed mice treated i.p. with 2-DG in the presence (n = 4) or absence of
Axitinib (Axi; n = 4) compared to vehicle-treated fed mice (n = 3). (C) Real-time PCR analysis
of genes involved in brain plasticity and glucosensing in the MBH of fasting and 2-DG-treated

mice, normalized to values in mice fed ad libitum (red line) (n = 4 per group). (D) VEGF
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accumulates in the ME and MBH of fasting mice, as seen by immunoblotting (n = 3 per
group). (E) 2-DG application to ME/VmARH explants increases VEGF secretion when
compared to vehicle (red line) (n = 4 per group). (F) Quantification of MECA-32 and ZO-1

immunolabeling in fasting wild-type or Vegfa'®>®

mice infused i.c.v. with Axitinib (n = 4) or
tat-cre recombinant protein (n = 4), and fed mice treated with VEGF (n = 4) or vehicle (n =
10). (G) MECA-32 (red) and ZO-1 (green) immunolabeling in fasting mice and fed mice
treated with VEGF or vehicle. Long MECA-32-positive microvessel loops reach the
ependymal layer of the ME (arrows); arrowheads: MECA-32-positive intrainfundibular loop
reaching the ARH. (H) Tanycyte isolation by FACS and real-time PCR analysis of VEGF-A
mMRNA in Tomato-positive (pos; tanycytes) and -negative cells (neg) in fed and fasting mice

(n = 4 each). ™ p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05; various treatment groups vs. untreated fed

mice.
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Figure 3. Fasting-induced structural changes at the BHB facilitate the access of blood-borne
metabolic signals to the ARH. (A) Evans Blue dye diffusion (gray) and MECA-32 (red) and
Z0-1 (green) immunolabeling in the hypothalamic tuberal region in fed and fasting mice. (B)
Quantification of Evans Blue diffusion into the ARH in fasting mice infused with Axitinib (n =
4) or glucose (Glc; n = 5), food-deprived tat-cre-treated Vegfa®®"** mice (n = 4), fed VEGF-
treated mice (n = 5), food-deprived mice after refeeding for 24h (Refed; n = 4) and vehicle-
treated fed mice (n = 7). (C) Placement of microdialysis cannulae (upper panel) for the
simultaneous measurement of ARH and VMH glucose levels in fed and fasting rats, reported
in the bar graph (lower panel, n = 4-5 per group). (D) Distribution of pSTAT3
immunoreactivity (white) in coronal sections of the ARH in fed and fasting mice treated or not
with VEGF and Axitinib (Axi) after the i.p. administration of leptin (n = 4 per group), LAN (n =
3) or vehicle (n = 3-4 per group). (E) Quantification of pSTAT3 immunoreactive cells. (F)
Structural differences between the ME and ARH of mice fed ad libitum and fasting mice, and
their effects on the diffusion of blood-borne signals into the brain. *** p<0.001; ** p<0.01; *

p<0.05; various treatment groups vs. untreated fed mice.
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Figure 4. BHB plasticity modulates feeding behavior. (A) Cumulative and absolute food

intake in fasting mice with or without i.p. Axitinib injection (orange; n = 4 per group) during
refeeding after a 24h fast, and in vehicle-treated (gray; n = 4) or Axitinib-treated mice (gray
and yellow stripes; n = 3-4) fed ad libitum. (B) Body weight gain during the first 48h of
refeeding in mice previously food-deprived for 24h, and that were (orange; n =4) or not
treated with Axitinib (black; n = 4). (C) Absolute food intake in mice fed ad libitum infused
with VEGF (purple; n = 3) or not (gray; n = 4) for 3 days. (D) Anorectic and weight-loss-
inducing effects of leptin and vehicle in mice fed ad libitum subjected to VEGF treatment or
not (n = 10 per group). *™* p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05; various treatment groups vs.

untreated fed mice.
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Résultats

ARTICLE 2: Rapid sensing of circulating ghrelin by hypothalamic
appetite-modifying neurons

Ma seconde étude résulte d’une collaboration avec I'institut de génomique fonctionnelle
de Montpellier. Elle concerne également I'accés des molécules périphériques, en I'occurrence
d’une ghréline fluorescente, au noyau arqué hypothalamique via I'’éminence médiane. La
ghréline est une hormone fonctionnellement importante lors du je(ine : en effet, son taux
augmente et son action sur les neurones du noyau arqué participe a l'induction d’une prise
alimentaire. Son acces vers le noyau arqué représente donc une étape clé dans la régulation de

la prise alimentaire.

Aprés son injection en intraveineuse, le passage de la ghréline fluorescente au niveau
des fenestrations des vaisseaux de I'’éminence médiane a été observé par microscopie bi-
photon. De plus, des techniques d'immunohistochimie et de microscopie a fluorescence nous
ont permis de déterminer la cible de cette ghréline fluorescente : suite a son entrée dans le
parenchyme cérébral, elle se fixe sur des neurones présents dans I'éminence médiane et le
noyau arqué. Les populations neuronales ciblées correspondent en partie aux neurones a
NPY/AgRP et a POMC/CART. Enfin, ces mémes expériences ont été réalisées chez des souris
mises a jeun afin de déterminer si I'accés de la ghréline et les populations neuronales touchées
sont modifiés lors d’'un déséquilibre énergétique. Lors du jelne, un plus grand nombre de
neurones a NPY/AgRP fixe la ghréline. De plus, ces neurones sont préférentiellement situés a
proximité de vaisseaux fenétrés suggérant que ces derniers constituent une porte d’entrée pour

les hormones périphériques vers le noyau arqué.

L’ensemble de ces données a fait I'objet d’'une publication dans PNAS.
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ABSTRACT

To maintain homeostasis, hypothalamic neurons in the arcuate nucleus must dynamically sense and
integrate a multitude of peripheral signals. Blood-borne molecules must therefore be able to
circumvent the tightly-sealed vasculature of the blood-brain-barrier to rapidly access their target
neurons. Yet, how information encoded by circulating appetite-modifying hormones is conveyed to
central hypothalamic neurons remains largely unexplored. Using in vivo multiphoton microscopy
together with fluorescently-labeled ligands, we demonstrate that strategic positioning of neurons in the
vicinity of fenestrated capillaries allows rapid and nutrient-dependent sensing of ghrelin, one of the
most versatile regulators of energy expenditure and feeding behavior. Thus, by virtue of its vascular
connections, the hypothalamus is able to directly sense peripheral signals, modifying energy status

accordingly.

ABBREVIATIONS

ARH: arcuate nucleus of the hypothalamus; ME: median eminence; 3V: third ventricle; NPY:
neuropeptide Y, POMC: proopiomelanocortin, BBB: blood-brain barrier; GHS-R-la: Growth

Hormone Secretagogue Receptor-1a



INTRODUCTION

Continuous integration of peripheral signals by neurons belonging to the arcuate nucleus of the
hypothalamus (ARH) is critical for central regulation of energy balance and neuroendocrine function
(1). To dynamically report alterations to homeostasis and ensure an appropriate neuronal response,
blood-borne factors such as hormones must rapidly access the central nervous system (CNS). This is
particularly evident in the case of food intake, which is regulated by a plethora of circulating satiety
signals (2) whose levels fluctuate in an ultradian manner. Despite this, it remains unclear how key
energy status-signaling hormones such as ghrelin can be rapidly sensed by target neurons to alter
feeding responses (3). Elucidation of the mechanisms underlying molecule entry into the brain is
important not only for understanding normal maintenance of homeostasis, but also how this is
perturbed during common pathologies such as obesity and diabetes (4, 5).

Although molecule transport mechanisms within the ARH are poorly characterized, they likely
assume one of two forms. Firstly, chronic feedback may be accomplished by uptake of circulating
molecules into the ARH via saturable receptor-mediated transport at the level of the choroid plexus
and/or blood-brain barrier (BBB) (6-9). Secondly, the ARH is morphologically located in close
apposition to the median eminence (ME), a circumventricular organ composed of fenestrated
capillaries. Since these vessels project towards the ventromedial ARH (vmARH), they could represent
a direct vascular input for passive diffusion of peripheral molecules into the hypothalamus (10-13). So
far, study of the functional importance of fenestrated capillaries in molecule entry into the metabolic
brain has been impeded by lack of appropriate tools.

To evaluate the role of fenestrated ME/ARH capillaries in rapid detection of peripheral signals
by the hypothalamus, we used a recently developed in vivo imaging approach to visualize in real-time
the extravasation of fluorescent molecules (14). Ghrelin was chosen as a candidate hormone since it
stimulates food intake through activation of appetite-modifying neurons resident in the ARH (15, 16),
possesses a short circulating half life, and rapidly evokes feeding behavior (17). Thus, ghrelin-sensing
needs to be rapid, largely precluding active transport processes.

Here, we show that circulating fluorescently-labeled ghrelin diffuses though fenestrated
capillaries of the ME which project to the vmARH before rapidly binding and activating nearby
neuropeptide Y (NPY) - and proopiomelanocortin (POMC) -expressing neurons, the two functionally
opposing neuron populations implicated in regulation of feeding behavior. Furthermore, we
demonstrate that this process is inherently plastic as it can be manipulated in a nutrient-dependent
manner by simply employing a controlled fasting-refeeding paradigm. As such, the hypothalamus is
able to monitor peripheral energy balance directly through its vascular inputs, allowing rapid

organismal adaptation to prevailing metabolic state.



RESULTS

In vivo permeability of fenestrated vessels in the median eminence.

To access deep structures on the ventral surface of the brain and directly visualize vessels of the ME in
vivo, surgical approaches developed for functional imaging of the pituitary (14) were combined with a
multiphoton microscope adapted with long-working distance (2 cm) objectives (Fig. 1A). A coronal
view of the ME and the ARH is schematized in Fig. 1A (left panel), and a representative image of the
median eminence vasculature (ventral view) is shown in Fig. 1A (right panel). Fluorescence intensity
variations in the ME parenchyma were recorded in vivo following i.v. injection of fluorescent dextrans
(Fig. 1B, Video S1), and a transient increase in fluorescence intensity could be detected in the
parenchyma when molecules were able to diffuse through the capillaries (Fig. 1B). Fluorescence
intensity variations over time post-injection in selected regions of interest were measured (color bars,
Fig. 1B), allowing calculation of extravasation rates across fenestrated capillaries for each fluorescent
molecule (Fig. 1C). Molecule size cut-off was below 70 kDa, with a step-like decrease in permeability
rate between 20 kDa and 40 kDa (Fig. 1C) (n = 4-16 movies from 3-8 animals/molecule).

To investigate the transfer rate of ghrelin (3.3 kDa), a recently developed bioactive
fluorescently-labeled ghrelin derivative (3.8 kDa), capable of specifically binding and activating
Growth-Hormone Secretagogue Receptor-la (GHS-R-1a) (18, 19), was employed. The extravasation
rate of fluorescent ghrelin across the ME capillary barrier was comparable to that of 4 kDa FITC-
conjugated dextran (=0.8 ym/s) (Fig. 1C, Video S2) (n = 8 movies from 3 animals), suggesting that
ghrelin extravasates passively but rapidly (second-range) through fenestrated capillary branches of the

ME which are known to project to the vmARH (Fig. 2A, asterisk) (12, 13).

Ghrelin rapidly and specifically binds to neurons in the vicinity of fenestrated capillaries in the
ARH.
We assessed rapid peptide binding in the vicinity of fenestrated capillaries projecting deeper within the
ARH (Fig. 2A, asterisk), by injecting a bolus of bioactive fluorescent ghrelin i.v. before euthanizing
animals 5-10 min later. Fluorescent ghrelin binding was localized to cell bodies in both the ME and
vmARH, corresponding to hypothalamic HuC/D-positive neurons (100%, n = 18 slices from 3
animals) (Fig. 2B). Intracellular labeling was consistent with rapid internalization of Growth Hormone
Secretagogue Receptor-1a (GHS-R-1a) bound to fluorescent-ghrelin (20). Supporting a functional role
of fenestrated capillaries in fast hormone entry into the ARH was the observation that ghrelin-labeled
neurons were located significantly closer to capillary branches which did not express the BBB marker
Glutl compared to BBB-protected Glutl-positive vessels (26.6 +/- 1.6 vs. 100.8 +/- 2.9 ym, mean +/-
s.e.m., 123 to 250 neurons/animal, n = 4 animals) (Fig. 2C and D).

To assess whether fluorescent ghrelin could activate hypothalamic neurons in vivo, induction

levels of the early gene activation marker cFos were measured following treatment (Fig. 3A). Two



hours post fluorescent ghrelin injection, an increase in cFos expression was observed in the ARH,
comparable to that obtained following i.v. injection of native rat/mouse ghrelin and GHS-R-1a
agonists IMV4336 and MK-0677 (Fig. 3A and B, n = 3 animals/condition). Specificity of fluorescent
ghrelin binding was assessed by competition experiments using pre-treatment with excess native
hormone or GHS-R-1a agonist; complete displacement of fluorescent ghrelin from neurons could be
achieved (Fig. 3C, n = 3 animals/condition). In addition, injection i.v. of 25 nmoles of either fixable 3
kDa-rhodamine labeled dextran or inactive FITC-labeled ghrelin prior to sacrifice failed to label any

cells in the ME/ARH region (n = 3 animals/condition) .

Ghrelin labels primarily appetite-modifying neurons in a metabolic state-dependent manner.

To determine specificity of fluorescent ghrelin binding in known ghrelin-responsive neuron
populations, we used neuropeptide Y (NPY)-eGFP transgenic mice (21) and performed immuno-
staining for B-endorphin, a marker of proopiomelanocortin (POMC)-neurons (16) (Fig. S1A). Out of
the 340 +/- 19 (mean +/- s.e.m.) ghrelin-labeled neurons detected in the ARH (1200 gm in length;
divided into 24 slices, 50um thick) (n =11 animals, fed on standard chow), 35 +/- 4% and 41 +/- 3%
corresponded to NPY- and B-endorphin-expressing neurons, respectively (n = 4 animals/group) (Fig.
S1B). Of note, only a small proportion of the total NPY- and [B-endorphin-expressing neuron
population was labeled (up to 3%, n = 4 animals/group), suggesting that only a subset of neurons was
targeted by ghrelin.

Finally, we investigated whether feeding status of the animals could alter fluorescent ghrelin
binding, by subjecting animals to a controlled fasting-refeeding schedule. A significant increase in
numbers of both total and NPY fluorescent ghrelin-positive neurons was detected in 24 h starved
animals, and this could be reversed by refeeding the mice over a 24 h period (Fig. 4A and B) (n =11
and 4 animals, respectively). By contrast, the number of ghrelin-labeled POMC neurons did not

significantly vary (Fig. 4A and B) (n = 4 animals).

DISCUSSION

The regulation of a variety of homeostatic functions depends upon central integration of peripheral
feedback signals. Brain-periphery cross-talk therefore requires tight control of molecule entry and/or
dynamic sensing to adapt responses to physiological state. With obesity and diabetes reaching
epidemic proportions, research efforts have focused on understanding how hormones such as ghrelin,
insulin or leptin functionally target appetite-regulating neurons of the hypothalamus. However, the
fundamental mechanisms by which peripherally-secreted hormones access hypothalamic neurons
remain poorly characterized. By using tractable bioactive ghrelin together with in vivo multiphoton
imaging techniques, we have uncovered a functional role for fenestrated vessels of the ME/ARH in

rapid blood-borne molecule sensing by the metabolic brain. It is anticipated that these findings will not



only be valuable for understanding the basic mechanisms underlying appetite regulation, but can also
be extended to a range of other homeostatic functions which rely on integration of peripheral signals
by the CNS.

Fenestrated capillaries of the ME possess pores of 50-80 nm in diameter, encompassed by a
permeable diaphragm composed of radial fibrils (22, 23). Passive molecule diffusion through fenestrae
can be both size- and charge-limited (24), and it is reasonable to assume that the ME displays similar
selectivity. To study passive diffusion of molecules and exclude other potential rate-limited transport
mechanisms, it is necessary to follow the time course of events at the blood—brain interface in real-
time. Using our approaches, we were able to show that relatively small circulating molecules (<40 kDa
in size) could freely and rapidly diffuse through fenestrated capillaries of the ME, a finding with
implications for the study of non-receptor-dependent mechanisms of hormone and drug uptake into the
CNS. Furthermore, as saturable transporters are modulated by physiological status and pathological
conditions (25, 26), modifications in vessel permeability could constitute yet another level of
regulation for molecule diffusion into the metabolic brain.

Since diffusion dynamics for inert sugars may differ from those for bioactive hormones, we
investigated the diffusion of functional fluorescently-labeled ghrelin, a pleiotropic hormone for which
mechanism of entry into the ARH remains elusive (27). Our results demonstrate that ghrelin also
crosses fenestrated capillaries in the ME through passive diffusion. Although we cannot exclude a role
for receptor-mediated transport processes, no specific ghrelin uptake mechanisms could be identified
in the murine BBB (28), and the rate of transport of ghrelin across the BBB was much lower when
studied by brain perfusion versus intravenous injection (29). In addition, ghrelin was found to rapidly
(< 5 min) label neurons in the ARH. The close proximity of ghrelin-labeled neurons to fenestrated
capillaries projecting from the ME into the ARH supports an important functional role for this
vascular route in rapid molecule entry into the metabolic brain. Given that ME/ARH fenestrated
capillaries are permissive for molecules as large as 20-40 kDa, it is not unfeasible that other key
hormones involved in energy homeostasis such as leptin (16 kDa), insulin (5.8 kDa), or GLP-1 (4.1
kDa) might also use this vascular route to access metabolic-sensing neurons.

Reflecting its role in food intake regulation, fluorescent ghrelin primarily bound appetite-
modifying NPY and POMC neurons, and cytoplasmic labeling was consistent with the rapid
internalization of a receptor-hormone complex (20). Although numbers of ghrelin-labeled ARH
neurons were relatively small (~3% of the population), they are within the range of that recently
shown to stimulate food intake (~300 neurons and above) (30). In addition, feeding status dynamically
regulated the number of ghrelin-labeled neurons. While the number of POMC ghrelin-labeled neurons
remained unchanged, as would be expected from a neuronal population which displays minimal
activity in the fasted state (31), we observed a reversible increase in the number of NPY ghrelin-
labeled neurons following 24 h fasting. These results appear to be consistent with the physiological

necessity to secure robust feeding responses following a fasting period, the direct correlation between



quantity of ingested food and number of stimulated NPY neurons (30), and the increase in GHS-R-1a
mRNA expression in the ARH following short-term fasting (32). The unique vmARH milieu irrigated
by fenestrated capillaries may therefore not only support a population of “scout neurons” that are able
to rapidly sense peripheral signals and coordinate more global responses, but may also provide a niche
for the recently described ME-derived tanycytes shown to be involved in adult neurogenesis (33).

In summary, we have demonstrated that: 1) circulating hormones like ghrelin can freely and
rapidly diffuse through fenestrated capillaries of the ME and into their site of action within the
ventromedial ARH; 2) the number of labeled NPY neurons is compatible with that recently shown to
underlie acute ghrelin effects on food intake (30); and 3) feeding status modifies the capacity of NPY
neurons to bind ghrelin. The use of in vivo imaging in combination with the development of
fluorescently-labeled ligands that retain biological activity could therefore help unveil access routes
and in vivo neuronal targets not only for endogenous molecules, but also for novel appetite-modifying

drugs intended for weight management.

MATERIALS AND METHODS
A brief outline is provided; for full details, see SI Materials and Methods.

Mice and in vivo surgery. C57BL/6 mice were purchased from Janvier-SAS (Le-Genest-St-Isle,
France). NPY-eGFP mice (21) on a C57BL/6 background were sourced from the Jackson Laboratory
(Maine, USA). In all experiments, 7 to 15 week-old male mice were used. All animal studies complied
with the animal welfare guidelines of the European Community and were approved by the Direction of
Veterinary Departments of Hérault and Nord, France (59-350134), and the Languedoc Roussillon
Institutional Animal Care and Use Committees (CE-LR-0818). The median eminence (ME) was

exposed using a surgery approach previously described for in vivo studies of the pituitary gland (17).

Long working distance multiphoton imaging of fluorescent molecule extravasation in vivo.
Imaging of fluorescent molecule extravasation in the ME’s parenchyma in vivo was performed using a
multiphoton microscope (Zeiss 7MP) adapted with a long-working distance objective M Plan Apo
NIR x20,0.4 NA, 2.0 cm WD (Mitutoyo). Fluorescently-labeled molecules were injected through an
indwelling jugular catheter. Recordings in areas rich in tortuous vessels at the level of the ME and at a
depth between 15 and 40 ym below the meninges, were started at the time of injection. Details of

extravasation rates calculation are provided in SI Materials and Methods.

Fluorescent hormones synthesis and binding in vivo. Both bioactive and inactive fluorescent ghrelin
derivatives were developed by Cisbio Bioassays in collaboration with the Institut des Biomolécules
Max Mousseron, Montpellier, France (18). Active fluorescent ghrelin (25 nmoles/animal) was injected

i.v. into the tail vein or into the jugular vein under ketamine/xylazine anesthesia, and animals were



sacrificed 5 to 10 min post-injection, to assess in vivo binding. To test influence of metabolic state on
ghrelin binding, active fluorescent-ghrelin (25 nmoles) was injected in either wild-type or NPY-eGFP
mice (21) fed on standard chow (RM3, Special Diet Services), after 24 h of fasting, or after 24 h of

fasting followed by a 24 h refeeding period, and animals were sacrificed 5 to 10 min post-injection.

Confocal imaging. Terminally anesthetized mice were perfused via the heart with 10 ml of PBS
followed by 30 ml of 4% paraformaldehyde solution. In some experiments, vessels were labeled using
rhodamine-labeled lectin (400ug per mouse, Vector Laboratories) diluted in the perfusate (PBS).
Brains were collected and prepared for confocal imaging. Details are provided in SI Materials and

Method.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. In vivo extravasation of molecules through fenestrated vessels in the median eminence.
(A) Schematic representation of the imaging set-up (left), and representative image of the median
eminence (ME) vasculature acquired in vivo (right). Z-projection of a 100 ym stack. Green: 150 kDa
dextran-FITC. Scale bar: 130 ym. (B) Fluorescence variation in the ME parenchyma at 2 time points
post i.v. injection of fluorescent ghrelin (top), 4 kDa dextran (middle) and 70 kDa dextran (bottom).
Fluorescence variations were measured in regions of interest (color bars). Scale bar: 20 ym. Green:
FITC. (C) Molecule extravasation rate in vivo as a function of molecular weight (mean +/- s.e.m., n =

4-16 movies from 3-8 animals/molecule).

Figure 2. Fluorescent ghrelin binds to neurons in the ME/ARH region in proximity to BBB-free
vessels. (A, B, C) Confocal images of brain frozen sections 5-10 min post i.v. injection of fluorescent
ghrelin (B, C). Scale bar: 100 ym. (A, B) Blue: nuclei (Hoechst). (A) Capillaries (rhodamine-lectin,
red) in the ME/ARH express the fenestration marker MECA-32 (green) and project to the ARH
(asterisk). (C) Fluorescent ghrelin (white) labels hypothalamic neurons (HuC/D, red). (C) Ghrelin-
labeled neurons (white) are primarily located in the vicinity of vessels (CD31, red) not expressing the
blood-brain barrier marker Glutl (green) (pink arrowheads). (D) Distances between ghrelin-labeled
neurons and nearest Glutl-negative or Glutl-positive vessel (>600 neurons, n=4 animals). Wilcoxon
rank-sum test of medians (left) and Kolmogorov-Smirnov analysis of cumulative frequency
distributions (bin size = 2.5um) (right) indicates ghrelin-labeled neurons are in closer vicinity to

Glutl-negative vessels (***P <0.001).

Figure 3. Fluorescent ghrelin activity and binding specificity. (A, C) Representative confocal
images of coronal sections of the ME/ARH region. 20 ym z-projections. Scale bar: 150 um. (A)
Fluorescent bioactive ghrelin induces cFos expression in the ARH. Images of brain slices from mice
sacrificed 2h post i.v. injection of NaCl 0.9% (left panel), 25 nmoles inactive fluorescent ghrelin
(middle panel), or 25 nmoles active fluorescent ghrelin (right panel). Blue: Hoechst, red: cFos. White
arrows indicate cFos positive nuclei. (B) Quantification of the number of cFos positive nuclei in the
ARH per 20 pm thick slice following treatment with different GHS-R-1a agonists. All active agonists
induced cFos in a significant manner compared to saline or inactive ghrelin (One-way ANOVA,
**¥*¥P<0.001, n = 12-30 slices from 3 animals/condition). (C) Competition experiment. Injection i.v. of
commercial ghrelin (rat, mouse) 15 min prior to i.v. injection of active fluorescent ghrelin prevented
labeling of cell bodies in the ARH (right panel versus control left panel) (n = 3 animals/condition).

White: active fluorescent ghrelin.



Figure 4. Fluorescent ghrelin labels NPY but not beta-endorphin-expressing neurons in a
metabolic state-dependent manner. (A) Confocal images of ME/ARH region following i.v. injection
of fluorescent ghrelin; NPY-eGFP transgenic mouse (top) (green: GFP) and beta-endorphin immuno-
staining (bottom) (red). Orange arrowheads indicate ghrelin-labeled (white) NPY (top) or beta-
endorphin (bottom) neurons under control conditions (left panels), following 24 h fasting (middle
panels), and 24 h fasting + 24 h re-feeding (right panels). Scale bar: 100gm. (B) Quantification of
ghrelin-labeled neurons in the whole ME/ARH region under control conditions, following 24 h
fasting, and 24 h fasting + 24 h re-feeding (15-24 slices/animal, n = 4-11 animals/condition). Numbers
were normalized to correspond to total ME length (1200 pm; 24 slices, 50 m thick). Fasting induced a
significant increase in both total number and number of NPY ghrelin-labeled neurons, which was
reversed by re-feeding (one-way ANOVA, **#P<0.001), while fasting had no significant effect on the
total number of ghrelin-labeled beta-endorphin expressing neurons (one-way ANOVA, P>0.05).



Figure 1
A

Perfusion

~ 1‘\
T;sgqe sy

~

Bone

t=5.8 s t=8.2 s c

Fs.s=

1.0- Ghrelin

e
[=1]
1

e
'S
L

3t

0.0+——T2r—#
0 15 30 45 60 75
Molecular weight (kDa)

e
o
L

Extravasation rate (um/s)

!—4.1 ‘ I—1 “]



FIGURE 2
A

ARH

D

Glut1+

—Glut1-

Glut1- *kk Gl

0 50 100 150 200 250 300
Distance to nearest vessel (pm)

Cumulative frequency

PRI e
VoG \Q"L' \f,;" '19'1' '{;P 'BQW
Distance to nearest vessel (um)



£
®
2
£
o
=
@
o
@
2
=}
3
[
o
2
7}
L

Inactive fluo. ghrelin

NacCl 0.9%

Figure 3

A

Native ghrelin /fluo. ghrelin

NaCl 0.9%/fluo. ghrelin

*
*
*

(1]
-
Ik ag*‘*
— -

- EENEER

™o

HYY/AW u eoys wrigz
fl8janu +s049



Figure 4

B E 800
g?ﬂﬂ-
£ 600
£ 500
0
© 4004
o
%5 300
gzoo-
E 1001

Control

Fasted Refed

_I_ 3 Ghrelin
1 Ghrelin/p endorphin
= Ghrelin/NPY

il

T
Control

T L)
Fasted Refed



Résultats

ARTICLE 3: Tanycyte-like cells form a blood-cerebrospinal fluid barrier
in the circumventricular organs of the mouse brain

Mes deux premiéres études ont porté sur le rdle de I'éminence médiane dans la
régulation de la prise alimentaire étant donné sa proximité avec le noyau arqué. Cependant,
d’autres organes circumventriculaires sont présents dans le systéme nerveux central et certains,
comme l'organe subfornical ou I’area postrema, sont également impliqués dans la régulation de
la prise alimentaire. Ma troisieme étude a donc consisté a étudier I'organisation
neuroanatomique de 4 autres organes circumventriculaires, a savoir I'organe vasculaire de la
lame terminale, I'organe subfornical, I'organe subcommissural et I'area postrema. Pour cela,
nous avons tiré partie de I'étude de Mullier et coll. publiée par le laboratoire en 2010 et
comparé ces organes circumventriculaires a I'éminence médiane grace a des techniques

d’immunohistochimie.

Des similarités ont été retrouvées entre 'organisation de I'’éminence médiane et celle
des autres organes circumventriculaires. Comme décrit dans la littérature, nous avons observé
des vaisseaux fenétrés dans le parenchyme des organes circumventriculaires (excepté pour
I'organe subcommissural). De plus, les cellules épendymaires longeant les ventricules de ces
régions cérébrales possedent un long prolongement cytoplasmique envoyé dans le parenchyme
cérébral au contact des vaisseaux fenétrés. Ces cellules épendymaires, morphologiquement
semblables aux tanycytes de I'éminence médiane, expriment également des protéines de
jonctions serrées organisées en nid d’abeille : la claudine 1, une protéine spécifiquement
retrouvée au niveau des tanycytes de I’éminence médiane et des cellules épithéliales des plexus
choroides, a notamment été observée. En paralléle, nous avons injecté un traceur, soit dans la
circulation sanguine soit dans le ventricule latéral, qui a révélé que le mur ventriculaire au

niveau des organes circumventriculaires est trés étanche.

L’ensemble de ces données a fait I'objet d’'une publication dans Journal of Comparative

Neurology.
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Abstract

Tanycytes are highly specialized ependymal cells that form a blood-cerebrospinal fluid (CSF)
barrier at the level of the median eminence (ME), a circumventricular organ (CVO) located in the
tuberal region of the hypothalamus. This ependymal layer harbors well-organized tight junctions, a
hallmark of central nervous system barriers that is lacking in the fenestrated portal vessels of the
ME. The displacement of barrier properties from the vascular to the ventricular side allows the
diffusion of blood-borne molecules into the parenchyma of the ME while tanycyte tight junctions
control their diffusion into the CSF, thus maintaining brain homeostasis. In the present work, we
combined immunohistochemical and permeability studies to investigate the presence of tanycyte
barriers along the ventricular walls of other brain CVOs. Our data indicate that, unlike cuboidal
ependymal cells, ependymal cells bordering the CVOs possess long processes that project into the
parenchyma of the CVOs to reach the fenestrated capillary network. Remarkably, these tanycyte-
like cells display well-organized tight junctions around their cell bodies. Consistent with these
observations, permeability studies show that this ependymal layer acts as a diffusion barrier.
Together, our results suggest that tanycytes are a characteristic feature of all CVOs and yield
potential new insights into their involvement in regulating the exchange between the blood, the

brain and the CSF within these “brain windows”.
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Introduction
The circumventricular organs (CVOs) are atypical brain structures lining the third and fourth
ventricles, and are found in the brain of all vertebrates. They play a role in regulating body
homeostasis based on blood-brain communication (Gross and Weindl, 1987). In the CVOs, the
blood-brain interface is formed by a rich capillary plexus harboring a fenestrated endothelium
(Ciofi, 2011; Ciofi et al., 2009; Duvernoy and Risold, 2007) and lacking tight junction complexes,
the hallmark of CNS barriers (Schulz and Engelhardt, 2005). This permits the two-way exchange of
metabolic information: the delivery of neurohormones into the bloodstream by secretory organs,
and the sensing of blood-borne molecules by neurons in sensory organs (Fry et al., 2007; Johnson
and Gross, 1993; Prevot et al., 1998; Prevot et al., 2010). This circumventing of the blood-brain
barrier by fenestrated vessels is why CVOs are described as “brain windows” (Gross and Weindl,
1987; Weindl and Sofroniew, 1981). However, several authors have noted that in the CVOs, the
tight junction protein zonula occludens-1 (ZO-1) is expressed by ependymal as opposed to
fenestrated endothelial cells (Petrov et al., 1994; Smith and Shine, 1992), suggesting that the barrier
has been shifted from the vascular to the ventricular side. Recently, we carried out complementary
immunohistochemical and permeability studies in the median eminence (ME), the neurohemal
organ located in the tuberal region of the hypothalamus (Langlet et al., 2013; Mullier et al., 2010;
Myers, 2013). This study revealed the barrier properties of a class of highly specialized ependymal
cells called tanycytes, which line the third ventricle and are apposed to the fenestrated portal vessels
of the ME. Unlike multiciliated ependymal cells, tanycytes are devoid of cilia but possess long
processes that extend up to the perivascular space of the capillary network of the ME that they
border with specialized end-feet (De Seranno et al., 2004; Prevot, 2002). Thus, the tanycyte
ependymal domain links the ventricular and vascular compartments, forming a blood/cerebrospinal
fluid (CSF) interface in the tuberal region of the hypothalamus.

In' the ME, adhesion between adjacent tanycytes is mediated by a complex of various tight

junction proteins, including ZO-1, occludin, claudin 5 and claudin 1, that prevent the free passage
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of molecules through the paracellular pathway. The resultant displacement of the barrier from the
vascular to the ventricular surface of the CVOs allows the diffusion of blood-borne molecules
through the permeable vasculature into the parenchyma of the ME, while tanycyte tight junctions
control their diffusion into the CSF, thus maintaining brain homeostasis (Langlet et al., 2013;
Mullier et al., 2010).

Intriguingly, the anatomical structure controlling blood-brain exchanges in other brain
CVOs (ie sensory and secretory structures lining the third and fourth ventricles) remains unknown.
Based on our recent findings (Mullier et al, 2010), the present work combines
immunohistochemical and permeability studies to test for the presence of tanycyte barriers along
the ventricular walls of the organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), the subfornical organ

(SFO), the area postrema (AP) and the subcommissural organ (SCO).
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Materials and methods

Animals and tissue preparation

Twelve 2-3 months male C57BL/6 mice (Charles River, France) were used in this study. Animals
were housed in a temperature-controlled room (21-22°C) under a controlled light cycle (12 hours
on/12 hours off) and provided with food and water ad libitum (Special Diet Services, RM3,
801180). All experiments were carried out in accordance with the European Communities Council
Directive of November 24th, 1986 (86/609/EEC) regarding mammalian research and in compliance
with. INSERM guidelines for the care and the use of laboratory animals. Moreover, animal
experimentation protocols were approved by the Directorate of Veterinary Departments of the
North Region.

Mice (n=6) were anesthetized with an intraperitoneal (i.p.) injection of a Ketamine/Xylazine
solution (100mg/kg and 20mg/kg, respectively). For most immunohistochemical studies, three
animals were perfused transcardially with 0.9% saline and their brain quickly removed, embedded
in ice-cold OCT medium (Optimal cutting temperature embedding medium, Tissue Tek®, Sakura,
France, Villeneuve d’Ascq), frozen in isopentane (-55°C) and stored at -80°C until use. For the
detection of detyrosinated tubulin, three animals were perfused transcardially with 0.9% saline
followed by an ice-cold solution of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate bufter, pH 7.4. The
brains were quickly removed, postfixed in the same fixative for 2 hours at 4°C, and immersed in
20% sucrose in 0.02 M phosphate buffered saline (PBS) at 4°C overnight. The brains were finally

embedded in ice-cold OCT and frozen on dry ice.

Immunohistochemistry

Brains were cut into 20 pm-thick coronal or sagittal sections and processed for
immunohistochemistry as described previously (Mullier et al., 2010). Briefly, slide-mounted
sections were (1) fixed by immersion for 1 minute in methanol/acetone (vol/vol) at -20°C or for 10

minutes in 2% paraformaldehyde at 4 °C for HuC/D neuronal immunolabeling; (2) blocked for 30
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minutes using a solution containing 4% normal goat serum and 0.3% Triton X-100; (3) incubated
overnight at 4°C with primary antibodies followed by 1h at room temperature with a cocktail of
secondary Alexa Fluor-conjugated antibodies (1:500, Molecular Probes, Invitrogen, San Diego,
CA); (4) counterstained with Hoechst (1:10000, Molecular Probes, Invitrogen), and coverslipped
using Mowiol (Calbiochem, USA). For triple immunofluorescence labeling experiments, anti-
vimentin antibodies were visualized using a biotinylated goat anti-chicken antibody (1:500, 1h at
room temperature; Vector Laboratories, Burlingame, CA) and AMCA-conjugated streptavidin

(1:500, 1h at room temperature; Vector Laboratories).

Antibody characterization

All primary antibodies used are listed in Table 1.

The zonula occludens-1 (ZO-1) antiserum stained the expected band of 225 kDa molecular weight
on Western blots of mouse brain (Beauchesne et al., 2009; Stamatovic et al., 2005) and produced a
pattern -of staining in endothelial cells (Fig. 3, empty arrow), choroids plexus (Fig. 3E, 8C) and
tanycytes of the median eminence (Fig. 3B, 8A) similar to that described elsewhere in the literature
(Mullier et al., 2010; Smith and Shine, 1992; Wolburg et al., 2001).

The occludin antiserum stained the expected band of 65kDa molecular weight on Western blots of
mouse brain (Beauchesne et al., 2009; Koedel et al., 2002), and stained a pattern of membrane-
associated structures in endothelial cells (Fig. 4A, empty arrow) and choroid plexus (Fig. 5A) that is
identical with previous reports (Hirase et al., 1997; Mullier et al., 2010).

The claudin 1 antiserum had been previously characterized for immunocytochemical use by others
in claudin 1 knockout mice (Furuse et al., 2002), and stained apical membrane associated structures
that exhibit the classical morphology of tight junction protein complexes (Fig. 4F, arrow) that is
identical with previous reports (Mullier et al., 2010; Wolburg et al., 2001).

The detyrosinated tubulin antiserum (Gundersen et al., 1984) was shown to stain microtubules in

neural tissue (Paturle-Lafanechere et al., 1994), ependymal cilia (Mullier et al., 2010), and primary
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cilia in vitro (Gundersen and Bulinski, 1986).

The vimentin antiserum produced a pattern of staining similar to that described elsewhere by others
(Kameda et al., 2003; Mullier et al., 2010; Prevot, 2002; Sanchez et al., 2009) (Fig. 1).

The MECA 32 antiserum (Leppink et al., 1989) was raised against a mouse endothelial cell surface
antigen as described previously by others (Streeter et al., 1988). This antibody has been shown to
selectively recognize fenestrated capillaries in the circumventricular organs (Fig 1) and the choroid
plexus (Fig. 1E) (Hallmann et al., 1995; Schulz and Engelhardt, 2005). It was a generous gift from
Professor Britta Engelhardt (University of Bern, Switzerland).

The mouse monoclonal anti-HuC/D antibody is prepared against human peptide QAQRFRLDNLN-
C-KLH conjugate. The antiserum recognized the Elav family members HuC, HuD and Hel-N1,
which are all neuronal proteins. The antibody labeled neuronal cell nuclei and and perikarya (Caron
et al., 2010; Ciofi et al., 2009). The expression pattern of HuC/D proteins was similar to that of
reported mRNA (Allen Brain Atlas).

Rabbit anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP, Dako, Z0334) was produced from purified bovine
spinal cord isolate (manufacturer’s information). Specificity of this antibody in mouse brain has
been confirmed by immunohistochemistery in GAFP Knockout mice (Hanbury et al., 2003). The
antibody produced a pattern of staining similar to that described elsewhere by others ((Castellano et
al., 1991). Chicken polyclonal antibody against GFAP (Millipore, AB5541) was produced from
purified bovine GFAP and recognizes bands of 50 and 55 kDa on mouse brain homogenates in
western blot analysis (manufacturer’s information). The staining pattern of this antibody was

identical to that of rabbit polyclonal antibody against GFAP (Dako, Z0334).

Permeability assays
Mice were subjected to intravenous (i.v.) (n = 3) or intracerebroventricular (i.c.v.) (n = 3) injections
of Evans blue (Sigma), as described previously (Mullier et al., 2010). Briefly, unanesthetized

animals received an injection of Evans blue solution (50 pl; 1% in saline) into the tail vein and were
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killed by decapitation 20 minutes later. For i.c.v. injections, 2 pl of 0.1% Evans blue solution was
injected over 2 min into the left lateral ventricle (1 mm lateral and 0.3 mm posterior to the Bregma,
according to the mouse brain atlas of Paxinos & Franklin, 2001) using an infusion pump (KD
Scientific, Holliston, MA). The cisterna magna was then exposed to the atmosphere and the mice
killed by decapitation. Brains were quickly removed, frozen in O.C.T. and stored at —80°C until
use. Serial coronal and sagittal sections, 20 pum-thick, were cut and mounted onto slides. Evans blue
staining was directly visualized in these sections and imaged using a fluorescent microscope. The
sections were then fixed with methanol/acetone (vol/vol) at —20°C for 1 minute, dried at room

temperature and processed immediately for immunohistochemistry.

Microscopic analysis

Sections were analyzed using an Axio Imager.Z1 ApoTome microscope, equipped with a motorized
stage and an AxioCam MRm camera (Zeiss, Germany). Specific filter cubes were used for the
visualization of green (EX: 475/40 nm, DM: 500nm, BA: 530/50nm), red (EX: 550/25 nm, DM:
570nm, BA: 605/70nm), and blue (Hoechst or AMCA, amino-methyl-coumarin-acetate)
fluorescence (EX: 365 nm, DM: 395nm, BA: 445/50nm).

To create photomontages, single-plane images were captured using the MosaiX module of
the AxioVision 4.6 system (Zeiss, Germany) and a Zeiss 20X objective (N.A.0.8) for each
fluorophore sequentially, or using a Zeiss 5X objective (N.A.0.16) for Hoechst counterstaining.
High-magnification microphotographs represent maximal intensity projections derived from 18-22
triple-ApoTome images collected using the z-stack module of the AxioVision 4.6 system and a
Zeiss 40X or 63X oil-immersion objective (N.A. 1.3 and N.A. 1.4, respectively). All images were
captured in a stepwise fashion over a defined z-focus range corresponding to all visible fluorescence
within the section and consistent with the optimum step size for the corresponding objective and the

wavelength (500 nm).
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Adobe Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA) was used to process (i.e. adjust brightness

and contrast) and merge images.
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Results

Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), subfornical organ (SFO), area postrema (AP)
and median eminence (ME)

First, we investigated the presence of tanycyte-like cells in the CVOs by examining the morphology
of vimentin-positive ependymal cells lining their ventricular walls, and the association of these cells
with fenestrated capillaries (Fig.1). Intense vimentin immunoreactivity was seen throughout the
lining of the third and fourth ventricles, including the ependymal cells bordering the CVOs. In the
parenchyma of the CVOs, vimentin immunolabeling revealed long and slender fibers extending
from the ependymal cell bodies towards MECA 32-positive fenestrated capillaries, where they
formed a dense network surrounding these capillaries. These results suggest that the ventricular
walls of the OVLT, SFO and AP is formed by process-bearing ependymal cells that link the
ventricular and fenestrated-blood-vessel compartments, as described in the ME (Fig. 1B).
Furthermore, unlike multiciliated cuboidal ependymal cells, ependymal cells of the CVOs do not
appear to possess any cilia on their apical surfaces, as no immunoreactivity for detyrosinated
tubulin was observed along the ventricular wall of the CVOs (Fig.2).

The characterization of these tanycyte-like cells was extended by an analysis of tight
junction complexes along the ventricular walls of the CVOs (Fig. 3, 4, 5, 6 and Table 2). The
expression and distribution of three tight junction proteins known to play key functional roles in
CNS diffusion barriers - namely zonula occludens-1 (ZO-1), occludin and claudin 1- were
examined (Abbott et al., 2010; Mullier et al., 2010). ZO-1 and occludin immunolabeling was
observed at the level of cells lining the third and fourth ventricles, including the specialized
ependymal cells that form the ventricular wall of the CVOs. High-magnification images showed
that ZO-1 and occludin immunoreactivity formed a continuous belt around the cell bodies of
vimentin-positive ependymal cells, giving rise to a honeycomb-like shape. Although this
honeycomb pattern was observed along the entire ventricular wall, there was a distinct increase in

signal strength at the level of the tanycyte-like cells forming the ventricular wall of the CVOs, when
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compared to cuboidal ependymal cells lining adjacent structures (Table 2). The distinction between
these two cell types — tanycyte-like cells versus multiciliated cuboidal ependymal cells - was also
revealed by claudin 1 immunoreactivity, which was restricted to the ependymal cells lining the
CVOs (Fig. 4-6). Claudin 1 immunoreactivity also exhibited a honeycomb pattern, similar to that of
ZO-1 and occludin. These data demonstrate the differential expression patterns of tight junction
proteins in the tanycyte-like cells bordering the CVOs versus cuboidal ependymal cells.

To determine whether tight junction protein expression patterns reflect diffusion barriers,
mice were injected with Evans blue dye into either the tail vein or the lateral ventricle of the brain,
as described in the materials and methods (Fig.7). After i.v. injection, the dye was restricted in most
brain regions to the vascular bed of blood-brain barrier capillaries — known to possess highly
efficient tight junctions - and to the endothelium of the choroid plexi - known to be surrounded by
an epithelial barrier. Interestingly, the dye was also found surrounding the fenestrated vascular bed
and throughout the parenchyma of the CVOs, where HuC/D immunoreactive neurons reside (Fig.
7). Importantly, the Evans blue dye had diffused up to the ventricular walls of the CVOs, reaching
the tanycyte-like cell bodies that display the honeycomb pattern of ZO-1, occludin and claudin 1
immunoreactivity. In contrast when the dye was injected into the lateral ventricle, both the
ventricular walls and the parenchyma of the CVOs remained dye-free, whereas the Evans blue dye
was seen in ependyma lining the third and fourth ventricles outside of the CVOs. These data
suggest that the highly specialized ependymal cell domain that forms the ventricular wall of the

OVLT, SFO and AP displays barrier properties.

We next investigated the distribution of astrocytes, known to mediate blood-brain barrier properties
in the CNS, by studying GFAP immunoreactivity (Fig. 8). As expected, GFAP immunoreactivity
was observed throughout the nervous tissue, with a denser signal around brain capillaries. GFAP
immunoreactivity was also detected throughout the parenchyma of the CVOs. However, this

labeling was more intense close to the ventricular surface of the CVOs, where it formed a dense
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ribbon associated with the cell bodies of tanycyte-like cells displaying a honeycomb pattern of tight

junction proteins (Fig. 8).

Subcommissural organ (SCO)

As described in the literature, immunolabeling for HuC/D revealed the absence of neural cells in the
parenchyma of the SCO (Fig.7). Another known characteristic of the SCO is the absence of MECA
32 immunoreactivity (Fig. 1 and 9). Consequently, following the permeability study, no blood-
derived Evans blue dye was noted in the SCO parenchyma (Fig. 7). The vimentin immunoreactivity
revealed tall elongated cells delimiting the SCO in the nervous tissue (Fig. 1, 2, 3 and 9). Their long
cytoplasms extended towards the ventricular lumen and lined the ventricular wall (Fig. 9). These
cells display also vimentin-positive basal processes extending into brain parenchyma (Fig. 1, 3, 9)
and for few of them projecting to BBB capillaries (Fig. 9). Interestingly, detyrosinated-tubulin-
positive structures were associated with the apical poles coating the ventricular wall of the SCO. An
examination of tight junction protein expression showed intense ZO-1, occludin and claudin 1
immunolabeling at the wall of the third ventricle connecting the vimentin-positive protruded apical
poles (Fig. 2 and 9). Tight junction proteins exhibited a similar pattern of expression when
compared to the other CVOs: indeed, high-magnification images reveal the honeycomb pattern of
tight junction protein immunoreactivity bordering the third ventricle (Fig. 2 and 9). Ependymal cells
displaying this honeycomb pattern were associated with the distribution of GFAP-positive cells,
since GFAP immunolabeling formed a dense ribbon around SCO ependymal cell bodies. Moreover,

GEAP: is also present in some SCO ependymal cells (Fig.8).

Figure 10 summarizes the localization and features of the tanycyte-like cells in the CVOs.

13
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DISCUSSION

Brain homeostasis requires the maintenance of barriers between the brain and the periphery,
enforced by brain microvessels in the blood-brain barrier and epithelial cells in the choroid plexi. In
the present study, we provide evidence that CVOs - often described as “brain windows” - also
possess a blood-CSF barrier at the ventricular wall composed of tanycyte-like cells. This barrier
facing the fenestrated vessels of the CVOs may confine blood-borne molecules to these “brain
windows” and prevent their diffusion into the cerebrospinal fluid, thus controlling their diffusion to

the rest of the brain.

Tanycytes are highly specialized ependymal cells that have mainly been described in the ME, the
CVO located in the tuberal region of the hypothalamus (Akmayev and Fidelina, 1976; 1981;
Akmayev et al., 1973; Akmayev and Popov, 1977; Rodriguez et al., 2005). The presence of
tanycytes has been also suggested in the AP and the OVLT (Del Brio et al., 1990; Gotow and
Hashimoto, 1979; Maolood and Meister, 2009). Here, our observations confirm that ependymal
cells that form the ventricular wall of the OVLT, SFO and AP, share some morphological and
functional features with tanycytes that have been described in the ME. In contrast with multiciliated
cuboidal ependymal cells, these tanycyte-like cells are devoid of cilia, and possess long processes
that extend into the parenchyma of the CVOs to reach the fenestrated capillary network (Mullier et
al., 2010; Weindl and Joynt, 1972). Moreover we have shown that these tanycyte-like cells are
immunoreactive for occludin, zonula occludens-1 (ZO-1), and claudin 1, three tight junction
proteins known to play key functional roles in CNS diffusion barriers, and that have been already
described in the blood-CSF barrier of the median eminence (ME) (Abbott et al., 2010; Mullier et al.,
2010). Remarkably, claudin 1 expression is restricted to the ependymal cells of the CVOs, as no
immunoreactivity is detected in blood-brain barrier capillaries or in ciliated ependymal cells. These

results are consistent with our previous data showing that claudin 1 expression characterizes
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ependymal cells in close contact with fenestrated vessels, e.g. tanycytes in the ME and epithelial
cells in the choroid plexi. Occludin, ZO-1, and claudin 1 proteins encircle each tanycyte-like cell in
the ependymal layer, giving rise to the honeycomb pattern of tight junction proteins (Mullier et al.,
2010; Petrov et al., 1994) associated with barrier properties (Coisne et al., 2005; Mullier et al.,
2010; Wolburg et al., 2001). Consistent with these neuroanatomical observations, the diffusion
marker Evans blue, when injected directly into the CSF, reaches the ventricular wall of the CVOs
without penetrating the ependymal layer composed of tanycyte-like cell bodies, demonstrating that
these specialized ependymoglial cells are joined at their apices by functional tight junctions. In
contrast, the Evans blue dye was seen in the ependyma, which cover the ventricular walls outside of
the CVOs. This diffusion is associated with weak and discontinuous ZO-1 and occludin
immunoreactivity (Del Bigio, 1995; Petrov et al., 1994). These findings are consistent with those
from the. ME (Mullier et al., 2010). Importantly, this highly specialized ependymal layer with
barrier properties is composed of tanycyte-like cells that are in contact with the fenestrated vessels
of the CVOs. The vasculature of the CVOs differs from typical brain vessels in that they harbor a
fenestrated endothelium that lacks tight junction complexes (Maolood and Meister, 2009). This
structural characteristic and the presence of various blood-borne molecules in the parenchyma of
the CVOs indicate the enhanced permeability of this type of vasculature (Broadwell et al., 1983;
Ciofi, 2011; Morita and Miyata, 2012). In this study, we combined both neuroanatomical
investigations - using antibodies to the neuronal marker HuC/D and to the marker for fenestrated
capillaries, MECA 32 - and the assessment of vascular permeability. After injection into the blood,
the diffusion marker Evans blue was found in the parenchyma of the OVLT, SFO and AP, matching
the localization of fenestrated vessels and the distribution of neuronal cell bodies. These results
confirm the permeability of the fenestrated vessels (Morita and Miyata, 2012) and are consistent
with the proposed role of these OCVs in sensing blood-borne molecules and conveying the
information they contain to other brain regions (Johnson and Gross, 1993). However, our findings

show that in the CVOs, the blood-CNS barrier subverted by the fenestrated endothelium is in fact
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shifted from the vascular to the ventricular side, where it takes the form of a tanycyte-like barrier.
This displacement allows the diffusion of blood-borne molecules into the parenchyma of the CVOs,
while controlling the access of these peripheral molecules to the rest of the brain by preventing their
diffusion into the CSF.

Tight junctions, described here as complexes that prevent diffusion through the paracellular cleft,
are also known to contribute to cell polarity by restricting the migration of apical and basolateral
membrane components. In this way, tight junctions maintain the spatial cues necessary for the
establishment of receptor-mediated transcytosis across the blood-brain barrier and the epithelium of
the choroid plexi (Cereijido et al., 1998; Shin et al., 2006). The presence of effective tight junctions
together with neuroanatomical studies showing the presence of microvilli (Klara and Brizzee, 1975;
1977), bulbous protrusions at the ependymal surface of CVOs (Mestres and Rascher, 1994), as well
as of vesicles within the ependymal cells bordering the CVOs (Akmayev and Popov, 1977; Gotow
and Hashimoto, 1979; Peruzzo et al., 2004; Rodriguez et al., 2005) suggest that, like other CNS
barriers, the tanycyte barrier is also capable of transporting macromolecules between the blood and

CSF compartments via transcytosis.

Since the CNS barrier in the CVOs is composed of tanycyte-like cells that directly contact
permeable fenestrated capillaries, it is possible that its barrier properties are related to this distinct
anatomical feature. In addition, our study indicates that the CVOs also contain many
GFAP-immunoreactive cells, as reported in the literature (Bennett et al., 2009). The rich astrocyte
population of the CVOs could also participate to the establishment of the tanycyte barrier. Indeed,
studies show that astroglial cells play an important role in the integrity of the blood-brain barrier
(Abbott et al., 2006; Dehouck et al., 1994; Goldstein, 1988). Moreover, astrocytes may play a key
role in the functioning of the CVOs because they are implicated in the generation and regulation of
the flow of information within the brain through their control of both synaptic transmission and

neurosecretion (Prevot, 2002; Prevot et al., 2010; Theodosis et al., 2008).
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Our study included the SCO, considered a CVO in spite of its lack of fenestrated vessels.
We show that the SCO displays vimentin-positive elongated cells as described in the literature
(Chouaf et al., 1989; Didier-Bazes et al., 2001). These cells display apical long cytoplasm forming
the ventricular wall (Meiniel, 2007) and basal processes extending into brain parenchyma and for
few of them projecting to BBB capillaries (Rodriguez et al., 1984; Rodriguez et al., 1992;
Rodriguez et al., 1998). Tight junctions are located at the apical pole of the ependymal cells with
the typical honeycomb pattern. Our study supports the view that the SCO is sequestered within a
double-barrier system (Rodriguez et al., 1992; Rodriguez et al., 1998) and supplements the work of
Szathmari and co-authors, who demonstrated claudin 3 immunoreactivity in ependymal cells of the
SCO (Szathmari et al., 2012). Importantly, in contrast with the ependymal cells of other CVOs,
ependymal cells in the SCO display numerous cilia that coat the ventricular wall and project into the
ventricular lumen (Meiniel, 2007). These results corroborate the view that this CVO is involved in

the secretion of substances into the CSF (Rodriguez et al., 1986; Vio et al., 2008).

To our knowledge, this is the first detailed study that combined both anatomical investigation and
the assessment of vascular/ependymal permeability to demonstrate the barrier properties of CVOs
in the adult mouse brain. Our data are consistent with the description of CVOs as “brain windows*,
but extend this description to the potential role of tanycytes at these ventricular interfaces, where
they regulate the exchange between the blood, brain and CSF. The tanycyte barrier could thus
contribute to the delivery of blood-borne molecules conveying metabolic information to the sensory

neurons of the CVOs while ensuring brain homeostasis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Photomicrographs showing the association of vimentin-positive cells bearing processes
with MECA 32-immunoreactive fenestrated capillaries in sagittal sections of mouse CVOs. A:
Low-magnification photomontage of Hoechst counterstaining (blue) showing the location of CVOs
in the mouse brain. B, C, E, F, H: High-magnification images showing the distribution of vimentin
(red) and MECA 32 (white) immunoreactivity in each CVO (B, ME; C, OVLT; E, SFO; F, AP; H,
SCO). Insets in B, E: High-magnification images of the areas indicated. D, G: High-magnification
images corresponding to the areas indicated in C and F. All sections are counterstained using
Hoechst (blue) to visualize cell nuclei and determine the morphological limits of each brain
structure.

Vimentin immunoreactivity (red) is distributed throughout the cells lining the third (3V in B, C, D,
E, H) and fourth ventricles (4V in F, G). Notably, vimentin-positive ependymal cells send
processes into the parenchyma of the CVOs (asterisk in B-H). MECA 32 positive vessels (white)
are observed in the choroid plexus (CP in E) and CVOs (B-G), but not in the SCO (H).
Remarkably, high-magnification images show the association between vimentin-positive cells and
MECA 32 immunoreactive fenestrated capillaries via vimentin-positive processes (arrowheads in B,
D, E, G). 3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; ME, median eminence; SCO, subcommissural
organ; SFO, subfornical organ; OVLT, organum vasculosum laminae terminalis; AP, area
postrema; CP, choroid plexus; PC, posterior commissure. Scale bar = 1000 um in A; 100 um in B,

C,E,F, H; 10 um in D, G and inserts in B, E.
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Figure 2: Photomicrographs showing the distribution of vimentin and detyrosinated-tubulin
immunoreactivity in coronal sections of mouse CVOs. A, D, G, J: Low-magnification
photomontage of detyrosinated tubulin (green) and vimentin (red) immunofluorescence in each
CVO, with Hoechst counterstaining (blue) (A, OVLT; D, SFO; G, AP; J, SCO). (B, C), (E, F), (H,
D), (K, L): High-magnification images of areas indicated in A, D, G and J, respectively. Vimentin
immunoreactivity is distributed throughout the cells lining the third (3V in A-H, J-L) and fourth
ventricles (4V in G-I). Note that detyrosinated-tubulin-immunoreactive cilia (green) observed along
the ventricular wall (empty arrowhead in B, E, H, K) are absent in ependymal cells bordering the
OVLT, SFO and AP (C, F, I). Interestingly, ependymal cells lining the SCO display numerous
detyrosinated-tubulin-positive structures (green) that coat the ventricular wall and project into the
ventricular lumen (L). Coordinates relative to bregma for coronal sections of CVOs: OVLT
(+0.35), SFO (-0.60), AP (-7,20), SCO (-2.55). Scale bar = 100 pm in A, D, G, J; 20 pm in B, C, E,
F,H LK L.

3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; SCO, subcommissural organ; SFO, subfornical organ;

OVLT, organum vasculosum laminae terminalis; AP, area postrema.

Figure 3. Expression of the tight junction protein ZO-1 in vimentin-positive ependymal cells
bearing processes in sagittal sections of mouse CVOs (section adjacent to that shown in Figure 1).
A: Low-magnification photomontage of Hoechst counterstaining (blue) showing the location of
CVOs in the mouse brain. B, C, E, F, H: High-magnification images showing the distribution of
vimentin (red) and ZO-1 (green) immunoreactivity in each CVO (B, ME; C, OVLT; E, SFO; F,
SCO; H, AP). Insets in B, E, H: High-magnification images corresponding to the areas indicated.
D, G: High-magnification images corresponding to the areas indicated in C, F, respectively. All
sections are counterstained with Hoechst (blue).

ZO-1 is expressed in brain capillaries (green, empty arrows in B, C, E, F, H) and in the choroid

plexus (CP in E), which are known to display well-differentiated tight junction complexes. Notably,
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in the ME (inset in B), the OVLT (D), the SFO (inset in E), the AP (inset in H) and SCO (G),
vimentin-positive ependymal cells (red) express ZO-1 (green) in a distinct honeycomb pattern
around their cell bodies (arrow). 3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; ME, median eminence;
SCO, subcommissural organ; SFO, subfornical organ; OVLT, organum vasculosum laminae
terminalis; AP, area postrema; CP, choroid plexus; PC, posterior commissure. Scale bar = 1000 pm

in A; 100l(um in B, C, E, F, H; 10 pm in D, G and inset in B (applies also to E, H).

Figure 4. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive ependymal cells and
their association with MECA 32-immunoreactive fenestrated capillaries in coronal sections of the
mouse OVLT. A, B: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin
(green) immunoreactivity. C, D: Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and
MECA 32 (white) immunoreactivity. E, F: Photomicrographs showing the distribution of vimentin
(red), claudin 1 (green) and MECA 32 (white) immunoreactivity. B, D, F: High-magnification
images -corresponding to areas indicated in A, C, E respectively. A-D: sections are counterstained
with Hoechst (blue).

Vimentin is expressed in both brain capillaries (red, empty arrow in A, E) and ependymal cells. In
the OVLT, vimentin-positive ependymal cells extend processes into the brain parenchyma (asterisk,
A, B, E, F) and contact (arrowheads in F) MECA 32-positive fenestrated vessels (white) localized
in the parenchyma of the CVO. Importantly, these ependymal cells display immunoreactivity for
the tight junction proteins occludin (A, B), ZO-1 (C, D) and claudin 1 (E, F) (green). Tight junction
proteins are expressed in a honeycomb pattern around ependymal cell bodies (arrows). Notably,
brain vessels in neighboring structures are MECA 32 negative, ZO-1- and occludin-positive and
claudin 1-negative (empty arrows in A, C, E). 3V, third ventricle; VmPO, ventromedial preoptic
nucleus. Coordinates relative to bregma for coronal sections: A (+0.50), C (+0,35), E (+0.40). Scale

bar=100'um in A, C, E; 10 pm in F (applies also to B, D).
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Figure 5. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive ependymal cells and
their association with MECA 32-immunoreactive fenestrated capillaries in coronal sections of the
mouse SFO. A, B: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin
(green) immunoreactivity. C, D: Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and
MECA 32 (white) immunoreactivity. E, F: Photomicrographs showing the distribution of vimentin
(red), claudin 1 (green) and MECA 32 (white) immunoreactivity. B, D, F: High-magnification
images corresponding to areas indicated in A, C, E, respectively. A-D: sections are counterstained
with- Hoechst (blue).

Vimentin'is expressed in both brain capillaries (red, empty arrow in A, E) and ependymal cells. In
the SFO, vimentin-positive ependymal cells extend processes into the brain parenchyma (asterisk,
A, B, E, F) and contact (arrowheads in F) MECA 32-positive fenestrated vessels (white) localized
in the parenchyma of the CVO. Importantly, these ependymal cells display immunoreactivity for
the tight junction proteins occludin (A, B), ZO-1 (C, D) and claudin 1 (E, F) (green). Tight junction
proteins_are expressed in a honeycomb pattern around ependymal cell bodies (arrows). Notably,
brain vessels in neighboring structures are MECA 32 negative, ZO-1- and occludin-positive and
claudin 1-negative (empty arrows in A, C, E). 3V, third ventricle; CP, choroid plexus; SFO,
subfornical organ; vhe, ventral hippocampal commissure. Coordinates relative to bregma for
coronal sections: A (-0.60), C (-0,50), E (-0.50). Scale bar = 100 um in A, C, E; 10 um in F (applies

also to B, D).

Figure 6. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive ependymal cells and
their association with MECA 32-immunoreactive fenestrated capillaries in coronal sections of the
mouse AP. A, D: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin (green)
immunoreactivity. B, E: Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and MECA 32
(white) immunoreactivity. C, F: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red),

claudin 1 (green) and MECA 32 (white) immunoreactivity. D, E, F: High-magnification images
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corresponding to areas indicated in A, B, C, respectively. A, B, D, E, sections are counterstained
with Hoechst (blue).

Vimentin is expressed in both brain capillaries (red, empty arrow in A, C) and ependymal cells. In
the AP, vimentin-positive ependymal cells extend processes into the brain parenchyma (asterisk, A,
C, D, F) and contact (arrowheads in F) MECA 32-positive fenestrated vessels (white) localized in
the parenchyma of the CVO. Importantly, these ependymal cells display immunoreactivity for the
tight junction proteins occludin (A, D), ZO-1 (B, E) and claudin 1 (C, F) (green). Tight junction
proteins are expressed in a honeycomb pattern around ependymal cell bodies (arrows). Notably,
brain vessels in neighboring structures are MECA 32 negative, ZO-1- and occludin-positive and
claudin 1-negative (empty arrows in A, B, C). AP, area postrema; NTS, nucleus of the solitary tract.
Coordinates relative to bregma for coronal sections: A (-7,20), B (-7,35), C (-7,30). Scale bar = 100

pm in A-C; 20 pm in F (applies also to B, D).

Figure 7. Evans blue dye permeability studies associated with HuC/D and ZO-1 immunolabeling in
mouse CVOs. A, E, I, M: Low-magnification photomontages showing HuC/D immunoreactivity in
coronal sections of each CVO. All CVOs (OVLT, A; SFO, E; AP, I) except the SCO (M) display
HuC/D positive-neuronal cell bodies (grey). B, F, J, N: Low-magnification photomontages showing
fluorescence after an intravenous injection of Evans blue dye (red). When injected into the blood,
Evans blue reaches the parenchyma of the OVLT, SFO and AP, but is confined to brain vessels in
neighboring structures. Evans blue diffusion is limited to the parenchyma of the CVOs (dotted-
line), delineating the CVOs and matching the distribution of HuC/D immunoreactivity. Note that
the parenchyma of the SCO is free of the blood-borne dye. C, G, K, O: Low-magnification
photomontages showing fluorescence after an intracerebroventricular injection of Evans blue dye
(red) in association with ZO-1 immunoreactivity (green). D, H, L, P: High-magnification images
corresponding to the areas indicated in C, G, K, O, respectively. Evans blue reaches and crosses the

walls of the third and fourth ventricles (empty arrowheads), except at the level of the CVOs, where
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both the ventricular wall and parenchyma (asterisk) remain dye-free. Importantly, the honeycomb
pattern of ZO-1 expression (green, arrow in D, H, L, P) corresponds to the non-diffusion of the dye
across the ventricular wall. OVLT, organum vasculosum laminae terminalis; SFO, subfornical
organ; AP, area postrema; SCO, subcommissural organ; 3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle;
CP, choroid plexus; iv, intravenous injection; icv, intracerebroventricular injection. Coordinates
relative to bregma for coronal sections: OVLT (+0.35), SFO (-0.60), AP (-7,30), SCO (-2.55). Scale

bar =100 um in A-C, E-G, I-K, M-O; 20 um in P (applies also to D, H, L).

Figure 8. Photomicrographs showing the distribution GFAP and ZO-1 immunoreactivity in coronal
sections of each CVO. A: ME, B: OVLT. C: SFO. D: AP. E: SCO. Insets in A-E: High-
magnification images of the areas indicated. The tight junction protein ZO-1 is expressed in blood-
brain barrier capillaries (green, empty arrow in A-E) and in the choroid plexus (CP in C, D).
Notably, ZO-1 expression displays a typical honeycomb pattern at the ventricular wall (green,
arrow in A-E). GFAP immunoreactivity is observed throughout the nervous tissue, with an increase
in the signal around ZO-1-positive brain capillaries (white, empty arrow in A-E) which are known
to display well-differentiated tight junction complexes. Importantly, at the level of the CVOs,
although GFAP-positive cells were found throughout the parenchyma of the CVOs, predominant
GFAP immunoreactivity was observed close to the ventricular surface forming a dense ribbon
associated with the honeycomb pattern of tight junction proteins displayed by ependymal cell
bodies (arrows, insets in A-E). In the SCO, GFAP is also expressed in some cell bodies (inset in E).
ME, median eminence; OVLT, organum vasculosum laminae terminalis; SFO, subfornical organ;
AP, area postrema; SCO, subcommissural organ; 3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; CP,
choroid plexus. Coordinates relative to bregma for coronal sections: ME (-1,70), OVLT (+0.35),

SFO (-0.50), AP (-7,20), SCO (-2.55). Scale bar = 100 pm in A, B, C, D, E; 20 um in insets.

Figure 9. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive cells in coronal sections
of the mouse SCO. A, D: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin
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(green) immunoreactivity. B, E: Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and
MECA 32 (white) immunoreactivity. C, F: Images showing the distribution of vimentin (red),
claudin 1 (green) and MECA 32 (white) immunoreactivity. D, E, F: High-magnification images
corresponding to areas indicated in A, B, C respectively. A, B, D, E, sections are counterstained
with Hoechst (blue).

No MECA 32 immunoreactivity was observed in SCO and neighboring structures. Vimentin
immunoreactivity is distributed throughout the cells lining the third ventricle 3V in A, C, D, F).
Remarkably, vimentin-positive elongated cell bodies (red in A, C, D, F) delimit the SCO in the
brain parénchyma and line the ventricular wall. High-magnification images of the ventricular wall
of the SCO showing occludin (A, D), ZO-1 (B, E) and claudin 1 (C, F) immunoreactivity organized
in a continuous belt around vimentin-positive cell bodies, giving rise to the characteristic
honeycomb pattern (arrows in D, E, F). These cells display also vimentin-positive basal processes
extending into brain parenchyma (asterisk in A,C) and for few of them projecting to occludin-
positive. capillaries ( empty arrow in A). Notably, brain vessels in neighboring structures are ZO-1-
and occludin-positive and claudin 1-negative (empty arrows in A, B, C). 3V, third ventricle; PC,
posterior commissure; PAG, periaqueductal gray. Coordinates relative to bregma for coronal

sections: A-C (-2.55). Scale bar = 100 pm in A-C; 20 pm in D-F.

Figure 10.

Representative figure summarizing the type of ependymal cells and the distribution of tight junction
proteins in each CVO (A, OVLT; B, SCO; C, SFO; D, AP) of the mouse brain. OVLT, organum
vasculosum laminae terminalis; SCO, subcommissural organ; SFO, subfornical organ; AP, area
postrema; 3V, third ventricle; PO, preoptic nucleus; OC, optic chiasma; MPA, medial preoptic area;
PC, posterior commissure; PrC, precommissural nucleus; PAG, periaqueductal grey; vhc, ventral
hippocampal commissure; CP, choroid plexus; sm, stria medullaris; 4V, fourth ventricle; NTS,

nucleus of the solitary tract; TJ: tight junction.
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Table 1. Primary antibodies used in this study

Table 2. Tight junction protein expression in blood-brain barrier capillaries, classic ependymal
cells, choroid plexus and each of the CVOs of the mouse brain. The density of protein expression is
indicated as very high (++++), high (+++), moderate (++), low (+) or undetectable (-) based on
signal strength. ZO-1 and occludin are found in blood-brain barrier capillaries, ependymal cells and
in the ependyma of CVOs. Interestingly, claudin 1 immunolabeling is found exclusively in CVO
ependymal cells and the choroid plexus (considered a CVO by some authors) but not in brain
capillaries or ependymal cells located outside the CVOs. The SCO and the choroid plexus express
the most dense immunolabeling for tight junction proteins, whereas the SFO possesses the least
dense immunolabeling. ME: median eminence; OVLT, organum vasculosum laminae terminalis;

SFO, subfornical organ; AP, area postrema; SCO, subcommissural organ.
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Figure 1. Photomicrographs showing the association of vimentin-positive cells bearing processes with MECA
32-immunoreactive fenestrated capillaries in sagittal sections of mouse CVOs. A: Low-magnification
photomontage of Hoechst counterstaining (blue) showing the location of CVOs in the mouse brain. B, C, E,
F, H: High-magnification images showing the distribution of vimentin (red) and MECA 32 (white)
immunoreactivity in each CVO (B, ME; C, OVLT; E, SFO; F, AP; H, SCO). Insets in B, E: High-magnification
images of the areas indicated. D, G: High-magnification images corresponding to the areas indicated in C
and F. All sections are counterstained using Hoechst (blue) to visualize cell nuclei and determine the
morphological limits of each brain structure.

Vimentin immunoreactivity (red) is distributed throughout the cells lining the third (3V in B, C, D, E, H) and
fourth ventricles (4V in F, G). Notably, vimentin-positive ependymal cells send processes into the
parenchyma of the CVOs (asterisk in B-H). MECA 32 positive vessels (white) are observed in the choroid
plexus (CP in E) and CVOs (B-G), but not in the SCO (H). Remarkably, high-magnification images show the
association between vimentin-positive cells and MECA 32 immunoreactive fenestrated capillaries via
vimentin-positive processes (arrowheads in B, D, E, G). 3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; ME, median
eminence; SCO, subcommissural organ; SFO, subfornical organ; OVLT, organum vasculosum laminae
terminalis; AP, area postrema; CP, choroid plexus; PC, posterior commissure. Scale bar = 1000 um in A;
100 umin B, C, E, F, H; 10 um in D, G and inserts in B, E.
153x158mm (300 x 300 DPI)
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Figure 2: Photomicrographs showing the distribution of vimentin and detyrosinated-tubulin immunoreactivity
in coronal sections of mouse CVOs. A, D, G, J: Low-magnification photomontage of detyrosinated tubulin
(green) and vimentin (red) immunofluorescence in each CVO, with Hoechst counterstaining (blue) (A, OVLT;
D, SFO; G, AP; 1, SCO). (B, C), (E, F), (H, I), (K, L): High-magnification images of areas indicated in A, D, G
and J, respectively. Vimentin immunoreactivity is distributed throughout the cells lining the third (3V in A-H,
J-L) and fourth ventricles (4V in G-I). Note that detyrosinated-tubulin-immunoreactive cilia (green) observed
along the ventricular wall (empty arrowhead in B, E, H, K) are absent in ependymal cells bordering the
OVLT, SFO and AP (C, F, I). Interestingly, ependymal cells lining the SCO display numerous detyrosinated-
tubulin-positive structures (green) that coat the ventricular wall and project into the ventricular lumen (L).
Coordinates relative to bregma for coronal sections of CVOs: OVLT (+0.35), SFO (-0.60), AP (-7,20), SCO (-
2.55). Scale bar =100 pminA,D, G, J; 20pminB,C, E, F, H, I, K, L.
3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; SCO, subcommissural organ; SFO, subfornical organ; OVLT,
organum vasculosum laminae terminalis; AP, area postrema.
155x203mm (300 x 300 DPI)
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Figure 3. Expression of the tight junction protein ZO-1 in vimentin-positive ependymal cells bearing
processes in sagittal sections of mouse CVOs (section adjacent to that shown in Figure 1). A: Low-
magnification photomontage of Hoechst counterstaining (blue) showing the location of CVOs in the mouse
brain. B, C, E, F, H: High-magnification images showing the distribution of vimentin (red) and ZO-1 (green)
immunoreactivity in each CVO (B, ME; C, OVLT; E, SFO; F, SCO; H, AP). Insets in B, E, H: High-
maghnification images corresponding to the areas indicated. D, G: High-magnification images corresponding
to the areas indicated in C, F, respectively. All sections are counterstained with Hoechst (blue).

Z0-1 is expressed in brain capillaries (green, empty arrows in B, C, E, F, H) and in the choroid plexus (CP in
E), which are known to display well-differentiated tight junction complexes. Notably, in the ME (inset in B),
the OVLT (D), the SFO (inset in E), the AP (inset in H) and SCO (G), vimentin-positive ependymal cells (red)
express Z0-1 (green) in a distinct honeycomb pattern around their cell bodies (arrow). 3V, third ventricle;
4V, fourth ventricle; ME, median eminence; SCO, subcommissural organ; SFO, subfornical organ; OVLT,
organum vasculosum laminae terminalis; AP, area postrema; CP, choroid plexus; PC, posterior commissure.
Scale bar = 1000 pumin A; 100 um in B, C, E, F, H; 10 um in D, G and inset in B (applies also to E, H).
176x182mm (300 x 300 DPI)
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Figure 4. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive ependymal cells and their
association with MECA 32-immunoreactive fenestrated capillaries in coronal sections of the mouse OVLT. A,
B: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin (green) immunoreactivity. C,
D: Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and MECA 32 (white) immunoreactivity. E, F:
Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red), claudin 1 (green) and MECA 32 (white)
immunoreactivity. B, D, F: High-magnification images corresponding to areas indicated in A, C, E
respectively. A-D: sections are counterstained with Hoechst (blue).

Vimentin is expressed in both brain capillaries (red, empty arrow in A, E) and ependymal cells. In the OVLT,
vimentin-positive ependymal cells extend processes into the brain parenchyma (asterisk, A, B, E, F) and
contact (arrowheads in F) MECA 32-positive fenestrated vessels (white) localized in the parenchyma of the
CVO. Importantly, these ependymal cells display immunoreactivity for the tight junction proteins occludin
(A, B), ZO-1 (C, D) and claudin 1 (E, F) (green). Tight junction proteins are expressed in a honeycomb
pattern around ependymal cell bodies (arrows). Notably, brain vessels in neighboring structures are MECA
32 negative, Z0-1- and occludin-positive and claudin 1-negative (empty arrows in A, C, E). 3V, third
ventricle; VmPO, ventromedial preoptic nucleus. Coordinates relative to bregma for coronal sections: A
(+0.50), C (+0,35), E (+0.40). Scale bar = 100 pm in A, C, E; 10 um in F (applies also to B, D).
167x168mm (300 x 300 DPI)
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Figure 5. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive ependymal cells and their
association with MECA 32-immunoreactive fenestrated capillaries in coronal sections of the mouse SFO. A,
B: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin (green) immunoreactivity. C,

D: Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and MECA 32 (white) immunoreactivity. E, F:
Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red), claudin 1 (green) and MECA 32 (white)
immunoreactivity. B, D, F: High-magnification images corresponding to areas indicated in A, C, E,
respectively. A-D: sections are counterstained with Hoechst (blue).

Vimentin is expressed in both brain capillaries (red, empty arrow in A, E) and ependymal cells. In the SFO,
vimentin-positive ependymal cells extend processes into the brain parenchyma (asterisk, A, B, E, F) and
contact (arrowheads in F) MECA 32-positive fenestrated vessels (white) localized in the parenchyma of the
CVO. Importantly, these ependymal cells display immunoreactivity for the tight junction proteins occludin
(A, B), ZO-1 (C, D) and claudin 1 (E, F) (green). Tight junction proteins are expressed in a honeycomb
pattern around ependymal cell bodies (arrows). Notably, brain vessels in neighboring structures are MECA
32 negative, Z0-1- and occludin-positive and claudin 1-negative (empty arrows in A, C, E). 3V, third
ventricle; CP, choroid plexus; SFO, subfornical organ; vhc, ventral hippocampal commissure. Coordinates
relative to bregma for coronal sections: A (-0.60), C (-0,50), E (-0.50). Scale bar = 100 umin A, C, E; 10
um in F (applies also to B, D).
165x140mm (300 x 300 DPI)
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Figure 6. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive ependymal cells and their
association with MECA 32-immunoreactive fenestrated capillaries in coronal sections of the mouse AP. A, D:
Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin (green) immunoreactivity. B, E:
Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and MECA 32 (white) immunoreactivity. C, F:
Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red), claudin 1 (green) and MECA 32 (white)
immunoreactivity. D, E, F: High-magnification images corresponding to areas indicated in A, B, C,
respectively. A, B, D, E, sections are counterstained with Hoechst (blue).

Vimentin is expressed in both brain capillaries (red, empty arrow in A, C) and ependymal cells. In the AP,
vimentin-positive ependymal cells extend processes into the brain parenchyma (asterisk, A, C, D, F) and
contact (arrowheads in F) MECA 32-positive fenestrated vessels (white) localized in the parenchyma of the
CVO. Importantly, these ependymal cells display immunoreactivity for the tight junction proteins occludin
(A, D), ZO-1 (B, E) and claudin 1 (C, F) (green). Tight junction proteins are expressed in a honeycomb
pattern around ependymal cell bodies (arrows). Notably, brain vessels in neighboring structures are MECA
32 negative, Z0-1- and occludin-positive and claudin 1-negative (empty arrows in A, B, C). AP, area
postrema; NTS, nucleus of the solitary tract. Coordinates relative to bregma for coronal sections: A (-7,20),
B (-7,35), C (-7,30). Scale bar = 100 um in A-C; 20 um in F (applies also to B, D).
165x91mm (300 x 300 DPI)
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Figure 7. Evans blue dye permeability studies associated with HUC/D and ZO-1 immunolabeling in mouse
CVOs. A, E, I, M: Low-magnification photomontages showing HuC/D immunoreactivity in coronal sections of
each CVO. All CVOs (OVLT, A; SFO, E; AP, I) except the SCO (M) display HuUC/D positive-neuronal cell
bodies (grey). B, F, J, N: Low-magnification photomontages showing fluorescence after an intravenous
injection of Evans blue dye (red). When injected into the blood, Evans blue reaches the parenchyma of the
OVLT, SFO and AP, but is confined to brain vessels in neighboring structures. Evans blue diffusion is limited
to the parenchyma of the CVOs (dotted-line), delineating the CVOs and matching the distribution of HuC/D
immunoreactivity. Note that the parenchyma of the SCO is free of the blood-borne dye. C, G, K, O: Low-
magnification photomontages showing fluorescence after an intracerebroventricular injection of Evans blue
dye (red) in association with ZO-1 immunoreactivity (green). D, H, L, P: High-magnification images
corresponding to the areas indicated in C, G, K, O, respectively. Evans blue reaches and crosses the walls of
the third and fourth ventricles (empty arrowheads), except at the level of the CVOs, where both the
ventricular wall and parenchyma (asterisk) remain dye-free. Importantly, the honeycomb pattern of ZO-1
expression (green, arrow in D, H, L, P) corresponds to the non-diffusion of the dye across the ventricular
wall. OVLT, organum vasculosum laminae terminalis; SFO, subfornical organ; AP, area postrema; SCO,
subcommissural organ; 3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; CP, choroid plexus; iv, intravenous
injection; icv, intracerebroventricular injection. Coordinates relative to bregma for coronal sections: OVLT
(+0.35), SFO (-0.60), AP (-7,30), SCO (-2.55). Scale bar = 100 ym in A-C, E-G, I-K, M-O; 20 yum in P
(applies also to D, H, L).
234x233mm (300 x 300 DPI)
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Figure 8. Photomicrographs showing the distribution GFAP and ZO-1 immunoreactivity in coronal sections of
each CVO. A: ME, B: OVLT. C: SFO. D: AP. E: SCO. Insets in A-E: High-magnification images of the areas
indicated. The tight junction protein ZO-1 is expressed in blood-brain barrier capillaries (green, empty arrow
in A-E) and in the choroid plexus (CP in C, D). Notably, ZO-1 expression displays a typical honeycomb
pattern at the ventricular wall (green, arrow in A-E). GFAP immunoreactivity is observed throughout the
nervous tissue, with an increase in the signal around ZO-1-positive brain capillaries (white, empty arrow in
A-E) which are known to display well-differentiated tight junction complexes. Importantly, at the level of the
CVOs, although GFAP-positive cells were found throughout the parenchyma of the CVOs, predominant GFAP
immunoreactivity was observed close to the ventricular surface forming a dense ribbon associated with the
honeycomb pattern of tight junction proteins displayed by ependymal cell bodies (arrows, insets in A-E). In
the SCO, GFAP is also expressed in some cell bodies (inset in E). ME, median eminence; OVLT, organum
vasculosum laminae terminalis; SFO, subfornical organ; AP, area postrema; SCO, subcommissural organ;
3V, third ventricle; 4V, fourth ventricle; CP, choroid plexus. Coordinates relative to bregma for coronal
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sections: ME (-1,70), OVLT (+0.35), SFO (-0.50), AP (-7,20), SCO (-2.55). Scale bar = 100 um in A, B, C,
D, E; 20 um in insets.
154x190mm (300 x 300 DPI)
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Figure 9. Expression pattern of tight junction proteins in vimentin-positive cells in coronal sections of the
mouse SCO. A, D: Photomicrographs showing the distribution of vimentin (red) and occludin (green)
immunoreactivity. B, E: Photomicrographs showing the distribution of ZO-1 (green) and MECA 32 (white)
immunoreactivity. C, F: Images showing the distribution of vimentin (red), claudin 1 (green) and MECA 32
(white) immunoreactivity. D, E, F: High-magnification images corresponding to areas indicated in A, B, C
respectively. A, B, D, E, sections are counterstained with Hoechst (blue).

No MECA 32 immunoreactivity was observed in SCO and neighboring structures. Vimentin immunoreactivity
is distributed throughout the cells lining the third ventricle (3V in A, C, D, F). Remarkably, vimentin-positive
elongated cell bodies (red in A, C, D, F) delimit the SCO in the brain parenchyma and line the ventricular
wall. High-magnification images of the ventricular wall of the SCO showing occludin (A, D), ZO-1 (B, E) and
claudin 1 (C, F) immunoreactivity organized in a continuous belt around vimentin-positive cell bodies, giving
rise to the characteristic honeycomb pattern (arrows in D, E, F). These cells display also vimentin-positive
basal processes extending into brain parenchyma (asterisk in A,C) and for few of them projecting to
occludin-positive capillaries ( empty arrow in A). Notably, brain vessels in neighboring structures are ZO-1-
and occludin-positive and claudin 1-negative (empty arrows in A, B, C). 3V, third ventricle; PC, posterior
commissure; PAG, periaqueductal gray. Coordinates relative to bregma for coronal sections: A-C (-2.55).
Scale bar = 100 um in A-C; 20 um in D-F.

170x125mm (300 x 300 DPI)
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Figure 10. Representative figure summarizing the type of ependymal cells and the distribution of tight junction proteins in
each CVO (A, OVLT; B, SCO; C, SFO; D, AP) of the mouse brain. OVLT, organum vasculosum laminae terminalis;
SCO, subcommissural organ; SFO, sub- fornical organ; AP, area postrema; 3V, third ventricle; PO, preoptic nucleus;
OC, optic chiasma; MPA, medial preoptic area; PC, posterior commissure; PrC, precommissural nucleus; PAG,
periaqueductal gray; vhe, ventral hippocampal commissure; CP, choroid plexus; sm, stria medullaris; 4V, fourth ventricle;
NTS, nucleus of the solitary tract; TJ: tight junction.
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Immunosen Manufacturer, species, type, Dilution
Antigen g catalog number used
GST fusion protein consisting
. of aa 372-522 from C-terminus . . )
Occludin of human occludin fused to Invitrogen, rabbit polyclonal, 404700 | 1:500
GST
Zonula 69 kD fusion protein
corresponding to aa 463-1109 | Invitrogen, rabbit polyclonal, 617300 | 1:500
occludens-1
of human ZO-1
N-CRK TTS YPT PRP YPK
. PAP SSG KDY V- C synthetic . . )
Claudin 1 peptide in the C-terminal Invitrogen, rabbit polyclonal, 519000 | 1:100
sequence of human claudin 1
Detyrosinated N-GEEEGEE-C synthetic Millipore, rabbit polyclonal, AB3201 | 1:500
tubulin peptide corresponding to the
seven C-terminal aa
. . Recombinant Golden Syrian Millipore, chicken polyclonal, )
v upentin hamster vimentin AB5733 1:2000
MECA 32 Murine lymph node stroma Gift fmm Prof. Britta Engelhardt 1:200
(Switzerland), rat monoclonal
HuC/D Elav family members HuC, Molecular probes, Invitrogen, mouse 1:200
HuD and Hel-N1 monoclonal, A21271 ’
GFAP GFAP isolated from cow spinal | DakoCytomation, rabbit polyclonal, 1:2000
cord 7 0334
. . Millipore, chicken polyclonal, )
GFAP Purified bovine GFAP AB5541 1:600

Table 1. Primary antibodies used in this study

John Wiley & Sons




Journal of Comparative Neurology

Blood-brain

. Ependymal | Choroid Tanycyte-like cells in CVOs
barrier
capillaries | 1 plexus | ME |OVLT| SFO | AP | SCO
Occludin +++ + +++ ++ ++ ++ ++ |
Z0-1 +++ + -+ -+ ++ ++ -+ |
Claudin 1 - - -+ ++ ++ + ++ |
Table 2. Tight junction protein expression in blood-brain barrier capillaries, classic

ependymal cells, choroid plexus and each of the CVOs of the mouse brain. The density of

protein expression is indicated as very high (++++), high (+++), moderate (++), low (+) or

undetectable (-) based on signal strength. ZO-1 and occludin are found in blood-brain barrier

capillaries, ependymal cells and in the ependyma of CVOs. Interestingly, claudin 1

immunolabeling is found exclusively in CVO ependymal cells and the choroid plexus

(considered a CVO by some authors) but not in brain capillaries or ependymal cells located

outside the CVOs. The SCO and the choroid plexus express the most dense immunolabeling

for tight junction proteins, whereas the SFO possesses the least dense immunolabeling. ME:

median eminence; OVLT, organum vasculosum of the lamina terminalis; SFO, subfornical

organ; AP, area postrema; SCO, subcommissural organ.
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F. LANGLET Graphical Abstract

Combining immunohistochemical with permeability studies, the authors provide evidence that
tanycyte-like cells make up a blood-cerebrospinal fluid barrier at the ventricular wall of the
circumventricular organs. Tight junction-bearing tanycyte-like cells facing the fenestrated
vessels of the circumventricular organs ensure brain homeostasis by confining blood-borne

molecules to these “brain windows”.
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Graphical Abstract Image
Expression pattern of claudin 1 in vimentin-positive ependymal cells and their association with MECA 32-
immunoreactive fenestrated capillaries in coronal sections of the mouse subfornical organ (SFO). In the SFO,
vimentin-positive ependymal cells (red) extend processes into the brain parenchyma (arrows) and contact
MECA 32-positive fenestrated vessels (white) localized in the parenchyma of the SFO. Claudin 1 (green)
expression is restricted to the ependymal cells of the SFO, as no immunoreactivity is detected in blood-brain
barrier capillaries or in cuboidal ependymal cells. Claudin 1 is expressed in a honeycomb pattern around
ependymal cell bodies. These results illustrate the specialization of the ependymal cell forming the SFO
ventricular wall. 3V, third ventricle; CP, choroid plexus; SFO, subfornical organ. Scale bar = 100 um.
324x250mm (300 x 300 DPI)
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Résultats supplémentaires

Lors de ma thése, j'ai réalisé d’autres travaux qui n‘ont pas encore fait I'objet de
publications. Ces travaux sont en relation avec I'étude traitant de la plasticité de I'éminence
médiane et du noyau arqué lors du jeline (Cell Metabolism, 2013). lls seront décrits brievement

dans les pages qui suivent de ce manuscrit. lls concernent, dans l'ordre :

1- la conservation de la plasticité induite par le jeline selon I'origine des animaux et leur type
d’alimentation (p.93),

2- la cinétique de mise en place de la plasticité de I'’éminence médiane lors du jeline (p.97),
3- la plasticité de I'’éminence médiane selon le rythme circadien (p.99),

4- 'implication des corticostéroides dans I'organisation de la barriére tanycytaire (p.102),

5- I’étude de I'éminence médiane chez des souris rendues obéses par une alimentation riche

en graisse (p.105).
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Conservation de la plasticité de I'interface sang/NA induite par le jeline chez
des souris ayant différents élevages d’origine ou différentes alimentations :
Etude de la distribution des vaisseaux fenétrés au niveau de I’éminence
médiane et du noyau arqué

Notre premiére étude de la plasticité de I'interface sang/NA publiée dans Cell Metabolism en
avril 2013 a été réalisée chez des souris C57BL/6 issues des élevages Charles River et nourries avec une
alimentation RM3 (Special diet service, ¢f annexe 4, p. 169). Cependant, lors de collaborations
effectuées dans divers laboratoires, nous avons observé des différences d’organisation de cette
interface sang/NA selon le type d’hébergement, la nourriture ou I'élevage d’origine des souris. Ce
phénoméne n’est guére étonnant étant donné les propriétés plastiques de cette région cérébrale
révélées dans de nombreuses publications (cf. introduction).

Par conséquent, nous avons voulu déterminer si notre phénotype dit « a jeun », caractérisé par
une augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés dans I'EM et le NA, et une redistribution des
protéines de JS tanycytaires, est toujours observable dans des conditions expérimentales différentes
des noétres. Pour cela, nous avons étudié la plasticité de I'interface sang/NA lors du jeline chez des
souris ayant différents régimes alimentaires (RM1, ou low fat diet 10 % (nourriture contréle « chow »
de la high fat diet 60%), cf annexe 4, p.169) et chez des souris issues des élevages Janvier. Le protocole
utilisé dans cette étude est le méme que celui décrit dans Langlet et coll. (Cell Metabolism, 2013). Pour
résumer, 24h avant le sacrifice, les souris ont été placées dans de nouvelles cages et divisées en deux
groupes, un groupe nourri (« Fed ») et un groupe a jeun (« Fasted »). 24h apres, une injection de bleu
Evans a été réalisée via la veine caudale et les souris ont été sacrifiées. Des marquages
immunohistochimiques pour MECA-32 (marqueur des fenestrations) et ZO-1 (protéine de JS) ont été
réalisés sur I'ensemble de 'EM/NA et nous ont permis d’analyser I'organisation neuroanatomique de

I'interface sang/NA. Pour 'instant, seule I'organisation des vaisseaux fenétrés a été analysée.

Tout d’abord, nos résultats confirment nos premiéres observations : il existe des différences
d’organisation de I'EM entre les différents groupes de souris en condition nourrie (Figure 1 et 2). En
effet, les souris C57BL/6 issues des élevages Charles River présentent moins de anses fenétrées que les
souris C57BL/6J issues des élevages Janvier, suggérant un effet « origine de la souris » sur
I’organisation neuroanatomique de I'EM. De plus, les souris C57BL/6 issues des élevages Charles River
présentent des différences d’organisation de I'EM selon leur type d’alimentation. En effet, sous
alimentation RM3, elles possedent moins de anses fenétrées que sous alimentation RM1 ou low fat diet

10%, suggérant un effet « alimentation » sur |’organisation neuroanatomique de I'EM.
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Cependant, la plasticité vasculaire de 'EM/NA, identifiée dans notre premiére étude chez
I’animal a jeun, a été observée dans toutes les conditions étudiées (Figure 3). En effet, 'augmentation
du nombre de vaisseaux fenétrés induite par une mise a jeun de 24h est retrouvée quelque soit le

nombre de vaisseaux fenétrés dans I'EM en condition nourrie.

Souris C57BL/6 Charles River + RM1 Souris C57BL/6 Janvier + RM3

Fasted
ARH

Figure 1: Photographies montrant les vaisseaux fenétrés de I’EM en condition nourrie et a jeun.
ARH = noyau arqué ; EM = éminence médiane ; Fed = condition nourrie ; Fasted = condition a jeun
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Figure 2: Graphe représentant le nombre de
vaisseaux fenétrés au niveau de I'EM en
condition nourrie selon I'élevage d’origine de la
souris et son type d’alimentation (n=4 par
groupe pour RM3 et n=3 par groupe pour RM1
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Figure 3 : Graphes représentant le nombre de vaisseaux fenétrés au niveau de I’EM en condition
nourrie (barres noires) et a jeun (barres beiges) chez des souris C57BL/6 des élevages Charles River
sous différentes alimentation (A) et chez des souris sous alimentation RM3 originaires de différents
élevages (B). Le nombre de vaisseaux fenétrés augmente en condition a jeun quelque soit la nourriture
ou l'origine des souris. A: n=4 par groupe pour RM3, n=3 par groupe pour RM1 et LFD, B: n=4 par
groupe pour Janvier et Charles River. ***, p<0.001 ; **, p<0.01 vs nourri.

Au niveau du NA, les souris C57BL/6 des élevages Charles River sous alimentation RM3
présentent moins de vaisseaux fenétrés que les souris C57BL/6J des élevages Janvier également sous
alimentation RM3. De plus, les souris C57BL/6 des élevages Charles River sous alimentation RM3
possedent moins de vaisseaux fenétrés que celles sous alimentation RM1. Malgré ces différences,
I"augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés dans le NA induite par une mise a jeun de 24h est

retrouvée quelque soit I'origine ou I'alimentation de la souris (Figure 4).

(7]
‘0 40+
:E p<0.05 p<0.05 Figure 4: Graphes représentant le nombre de vaisseaux
f_, T fenétrés dans le NA en condition nourrie (barres noires) et
XY 30+ Wi a jeun (barres beiges) chez des souris C57BL/6 des élevages
- - Charles River sous alimentation RM3 et RM1 et chez des
® . . . . .
.% 5 souris des élevages Janvier sous alimentation RM3. Le
(] - . Ay 2
:3‘20 - nombre de vaisseaux fenétrés dans le NA augmente en
'g 5 condition a jeun quelque soit la nourriture ou I'origine des
gz 10- souris. n=4 par groupe pour RM3, n=3 par groupe pour RM1.
g% *** p<0.001; **, p<0.01 ; *p<0,05 vs nourri.
v
e
o A
E Nourri A Nourri A Nourri A
(=) Jeun Jeun Jeun
Z RM3 RM3 RM1
Janvier Charles River

95




Résultats supplémentaires

Pour résumer, en condition nourrie, des différences d’organisation de 'EM/NA existent selon
I'origine des souris et leur alimentation, notamment un nombre plus ou moins élevé de vaisseaux
fenétrés dans I'EM et le NA. Ces résultats expliqueraient les différences, relatées dans la littérature,
concernant la diffusion dans I’"hypothalamus médiobasal de traceurs injectés dans le sang : en effet,
certaines publications décrivent une diffusion uniquement dans le parenchyme de I'EM (Mullier et al,
2010) tandis que d’autres la décrivent également dans le NA (Morita et al., 2013). La présence ou non
de vaisseaux fenétrés dans le NA permettrait alors un accés plus ou moins important des molécules
périphériques vers ce noyau hypothalamique. Cependant, lors du jelne, le nombre de vaisseaux
fenétrés augmente dans I'EM et dans le NA quelque soit le régime alimentaire ou I’élevage d’origine de
la souris : cette augmentation de la perméabilité vasculaire permettrait alors d’augmenter la zone de
diffusion des molécules périphériques dans le NA. Ainsi, en condition nourrie, quelques neurones
auraient accés aux informations périphériques ; tandis qu’en condition a jeun, un plus grand nombre y
aurait acces permettant ainsi d’engendrer une réponse physiologique adaptée au mieux a I'état

énergétique de la souris.

Afin de compléter cette étude, nous devons dans un premier temps finir nos analyses sur la
diffusion du bleu Evans au niveau du NA dans les différentes conditions étudiées. Par ailleurs, nous
devons également finir d’analyser I’organisation des protéines de JS afin de déterminer si I'association
entre I'augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés et la réorganisation des JS au niveau des

tanycytes adjacents est toujours observées.

Par la suite, les causes des différences organisationnelles entre chaque condition devront étre
étudiées. Ces premieres expériences nous ont permis de déterminer un effet « origine de la souris » et
un effet « alimentation ». Ainsi, I’étude des différences génétiques existant entre les souris Janvier et
les souris Charles River permettrait de déterminer I'implication de certains génes dans I'organisation et
la plasticité de I'EM. Concernant le régime alimentaire, il faudrait dans un premier temps comparer la
composition des différentes alimentations utilisées dans cette étude (annexe 4), puis créer des régimes
alimentaires spéciaux ne faisant varier qu’un constituant a la fois afin de déterminer I'impact de chacun
sur 'organisation et la plasticité de I'EM. Enfin, d’autres études pourraient également étre menées en
modifiant le milieu de vie de la souris (en la plagant par exemple dans un milieu enrichi) pour

déterminer I'effet « environnement » sur |'organisation de 'EM.
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Cinétique de la mise en place de la plasticité de 'EM au cours du jelne (en
collaboration avec Rémi Stochmal, Master 1)

La plasticité de I'interface sang/NA publiée dans Cell Metabolism (2013) a été induite par un
jeline de 24h: Cependant, notre étude ne décrit pas le temps de mise en place de cette plasticité. Lors
de I'’encadrement d’un étudiant en master, Rémi Stochmal, nous avons réalisé différents temps de mise
a jeun (de 6h, 12h et 18h) afin de déterminer la chronologie des différentes réorganisations observées a
24h de je(ine. Chez ces souris, nous avons suivi a la fois le poids et la glycémie avant le sacrifice puis
étudié I'organisation de l'interface sang/cerveau dans I’hypothalamus médiobasal. Le protocole utilisé

pour cette étude est le méme que celui décrit dans Langlet et coll. (Cell Metabolism, 2013).

Afin de suivre la mise a jeun, nous avons mesuré le poids et la glycémie avant et apres les mises
a jeun. Plus le temps de mise a jeun est long, plus les animaux perdent du poids : cette perte de poids
est significative a partir de 12h de mise a jeun. Concernant la glycémie, elle diminue significativement a

partir de 12h de jelne (Figure 1).
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Figure 1: Graphes représentant la perte de poids liée au jeline (A) et la glycémie au moment du
sacrifice (B) (n=4 par groupe pour chaque condition). Plus le temps de jeline est important, plus la
perte de poids est importante. Pour la glycémie, elle ne diminue significativement qu’a partir de douze
heures de mise a jeun. ***, p<0.001 ; **, p<0.01 ; *p<0,05 vs nourri.

Ensuite, nous avons étudié I'organisation des vaisseaux fenétrés et de la barriere tanycytaire au
niveau de I'EM et du NA grace a des marquages MECA-32 et ZO-1. Seuls les cerveaux a 6h et 12h de
mise a jeun ont été analysés pour le moment. L’'augmentation du nombre de anses fenétrées dans I'EM
est observable a partir de 12h de mis a jeun, tandis que la réorganisation des JS n’a toujours pas eu lieu

(Figure 2).
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Figure 2 : Graphes représentant le nombre de vaisseaux fenétrés au niveau de 'EM (A) et le niveau
d’organisation des protéines de JS (a partir d immunomarquage Z0-1) au niveau des tanycytes du NA
(B) (n=4 par groupe pour chaque condition). Le nombre de vaisseaux fenétrés augmente de maniere
significative a partir de 12h de je(ine. En revanche, aucune réorganisation des protéines de JS n’a été
observée au niveau des tanycytes du NA. *p<0,05 vs nourri.

Ces résultats suggerent que I'augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés serait le premier
phénomeéne a se produire, puis viendrait la réorganisation des protéines de JS. Pour vérifier cette
hypothése, nous devons continuer nos analyses chez les souris sacrifiées a 18h de jeline et voir si la
réorganisation des protéines de JS s’est mise en place. Ces résultats suggerent également que la
plasticité des JS tanycytaires serait une plasticité en réponse a la plasticité vasculaire. En effet, afin de
protéger le cerveau de l'augmentation de la perméabilité vasculaire, les protéines de JS se
réorganiseraient : la barriére tanycytaire s’étendrait alors a tout I'’épendyme juxtaposant des vaisseaux

fenétrés, y compris I'’épendyme du NA, afin de maintenir I’homéostasie cérébrale.

Concernant la glycémie, bien qu’étant significativement plus basse a 12h de jelne, sa valeur
reste cependant assez élevée (environ 140 mg/ml). Sa diminution importante (sous la barre des 100
mg/ml), que I'on peut qualifier d’hypoglycémie, ne se déroule qu’a partir de 18h de jeun. Cependant, la
plasticité au niveau des vaisseaux sanguins est significative dés 12h de jeline, suggérant une détection
d’une glucopénie plus précocement. Une hypothése que I'on peut émettre est qu’une détection d’une
glucopénie pourrait s’effectuer dans les premiéres heures de mise a jeun et que la glycémie pourrait
étre régulée jusqu’a 12h de mise a jeun grace a différents phénomenes physiologiques (dits de contre-
régulation de I'hypoglycémie) tels que la sécrétion de catécholamines, de corticostérone ou de
glucagon. La glucopénie initiale serait néanmoins suffisante pour induire des changements structuraux

au niveau de 'EM.
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Plasticité de I’éminence médiane selon le rythme circadien (en collaboration
avec Aurélie Défaux, master 2)

La plasticité de I'interface sang/NA publiée dans Cell Metabolism (2013) a été induite par un
jeline de 24h. Bien que ce temps de jeline puisse se produire dans la nature, il est cependant long et
peu physiologique. Qu’en est-il alors des jelines dits « physiologiques » ? La plasticité de I'EM peut-elle
se produire chez la souris au cours de la journée avec les alternances jour (période de « jeline ») et nuit
(période de prise alimentaire) ? Les résultats décrits dans la partie précédente a propos de la cinétique
de mise en place de la plasticité de 'EM/NA montrent que 12h de mise de jeun sont suffisantes pour
induire une plasticité vasculaire au niveau de I'EM, suggérant ainsi que cette plasticité pourrait se
mettre en place au cours de la journée. Pour évaluer I'état des vaisseaux fenétrés et de la barriere
tanycytaire selon le rythme circadien, nous avons réalisé des sacrifices a différents moments de la
journée : 1h00 (condition «Nuit»), 7h00 (condition «Matin»), et 19h00 (condition «Soir»). Chez ces
souris, la diffusion du bleu Evans et I’organisation de 'EM/NA -ses vaisseaux fenétrés et ses JS- ont été
étudiées. Le protocole utilisé pour cette étude est le méme que celui décrit dans Langlet et coll. (Cell

Metabolism, 2013).

Les résultats indiquent que, chez les souris C57BL/6 des élevages Charles River sous
alimentation RM3, une plasticité vasculaire et une réorganisation de la barriere tanycytaire sont
observées au niveau de l'interface sang/NA en condition «Soir». En effet, aprés quantification, on
observe une augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés en condition «Soir» par rapport aux
conditions «Matin» et «Nuit» au niveau de 'EM et du NA (Figure 1A et 1B). De maniére intéressante, le

nombre de anses fenétrées au niveau de I'EM reste élevé durant la nuit chez ces souris (Figure 1A).
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Figure 1: Graphes représentant le nombre de vaisseaux fenétrés au niveau de I'EM (A) et du NA (B)
dans les conditions « Matin », « Soir », et « Nuit » (n=6-7 animaux par condition). Le nombre de
vaisseaux fenétrés augmente de maniere significative en condition «soir», comparé aux autres
conditions. ***p<0,001 ; **p<0.01 ; *p<0,05
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Cette plasticité vasculaire est associée a une augmentation significative du niveau
d’organisation de la protéine de ZO-1 au niveau des tanycytes du NA en condition «Soir» par rapport

aux conditions «Matin» et «Nuit» (Figure 2).
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Afin d’évaluer I'impact de cette réorganisation de I'EM/NA en condition «soir» sur I'accés des
molécules périphériques, nous avons analysé la diffusion du bleu Evans dans le NA au cours du cycle
circadien suite a son injection via une veine caudale au moment du sacrifice (Figure 3). Apreés
quantification, la diffusion du bleu Evans est plus importante dans le NA en condition « Soir » par

rapport aux autres conditions.
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Ainsi, des différences d’organisation structurale de I'EM/NA existent aussi selon le moment de
la journée. A la fin de la phase de repos et de jeline, correspondant a la journée chez la souris, la
réorganisation de 'EM/NA permettrait un meilleur accés des molécules périphériques vers le NA. Ce
phénoméne pourrait alors participer a I'éveil de la souris et a I'induction des comportements observés

lors de la phase active, notamment le comportement alimentaire.
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Pour poursuivre cette étude, afin de comprendre I'intérét physiologique de cette réorganisation
de 'EM/NA se déroulant le soir, nous devons, dans un premier temps, l'inhiber et étudier le
comportement de la souris, notamment grace a |'utilisation de cages métaboliques. De plus, nous
devons déterminer les causes de cette réorganisation : celle-ci pourrait étre liée aux rythmes circadiens
de sécrétions. hormonales. Par ailleurs, on pourrait également étudier le rythme circadien de sécrétion
du VEGF-A par les tanycytes : en effet, des études récentes suggerent que ce facteur de croissance

pourrait aussi avoir une sécrétion rythmée par les cycles jour/nuit.
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Le role des glucocorticoides dans la plasticité de I’EM induite par le jeline

L'ensemble des résultats décrits précédemment quant a I'induction d’une plasticité de I'EM/NA
lors de jeGine (Cell Metabolism 2013) ou le soir chez la souris (p.99) laissent supposer I'implication,
outre du glucose, des corticostéroides dans ce phénoméne. En effet, une augmentation des niveaux de
corticostéroides est observée le soir -avant la phase d’éveil de I’'animal-, ou lors de jelnes -

correspondant a des situations de stress chez I'animal- (Figure 1).
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Figure 1 : Dosage de la corticostérone plasmatique (en ng/ml) chez les souris en condition « Matin »,
« Soir » et « Nuit » (n=4 animaux par condition) (A) et chez des souris mis a jeun 24h (n=4 animaux
par condition) (B). Comme relaté dans la littérature, un pic de corticostérone plasmatique est observé
le soir, au début de la phase d’éveil chez la souris ; ou chez des souris mis a jeun. *p<0,05 ; **p<0,01 ;
*** p<0.001.

Parmi les corticostéroides, les glucocorticoides sont les hormones jouant un réle primordial
dans la réponse au jelne. En effet, les glucocorticoides augmentent le métabolisme glucidique et
protidique afin de libérer les stocks énergétiques pour résister au stress (en I’occurrence ici au jeline).
Les glucocorticoides jouent également un role dans la régulation de la prise alimentaire. En effet, une
adrénalectomie diminue la prise alimentaire et le poids, induisant une diminution des niveaux de
leptine et insuline. Ce phénomene reposerait sur le fait que I’adrénalectomie diminue I'expression
basale de NPY, de CART, de POMC et d’AgRP ; et empéche la diminution de POMC/CART induite par le

jeline (Savontaus et al, 2002).

Afin d’étudier lI'implication des glucocorticoides dans la plasticité de I'EM, une injection
d’inhibiteur de leur récepteur GR, la mifépristone, a été réalisée chez des souris nourries ou a jeun. Le
nombre de vaisseaux fenétrés a tout d’abord été analysé au niveau de I'EM : cependant, la plasticité
vasculaire induite par le jeline n’a pas été retrouvée dans la condition «sans mifépristone »,
probablement en raison du véhicule utilisé (éthanol) qui est connu pour inhiber la voie de signalisation

du VEGF. Nous n’avons donc pas pu conclure quant a I’effet des corticostéroides sur cette plasticité.
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L'étude de I'organisation de la barriere tanycytaire a ensuite été réalisée (Figure 2). L'inhibition
des glucocorticoides induit une ouverture de la barriére tanycytaire chez des souris nourries ou a jeun
(Figure 3): les JS des tanycytes de I'EM, qui formaient initialement la barriére tanycytaire, sont

totalement désorganisées. De plus, les JS des tanycytes du NA ne se réorganisent pas lors du jeline.

Controle Controle + mifépristone

Figure 2: Photographies montrant I’organisation de la protéine de JS ZO-1 au niveau des tanycytes de
I’EM avec ou sans mifépristone en condition nourrie.
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Figure 3 : Graphes représentant le niveau d’organisation des protéines de JS au niveau des tanycytes

de I'EM (A) et du NA (B) en condition nourrie (CTL) ou a jeun (JeGine), avec ou sans injection de
mifépristone (MF). L’injection de mifépristone rompt les JS de 'EM et du NA en condition nourrie et
empéche la réorganisation des protéines de JS lors du jeline. ***p<0,001 ; *p<0,05

Afin d’évaluer 'impact de la désorganisation de la barriére tanycytaire sur I’'accés des molécules
périphériques au NA, nous avons analysé la diffusion du bleu Evans dans ce noyau hypothalamique. Le
bleu pénétre trés profondément dans le parenchyme cérébral et inonde compléetement le NA (Figure 4

et 5).
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Contrdle + Miféqistone

Figure 4 : Photographies montrant la diffusion du bleu Evans dans le NA avec ou sans mifépristone en
condition nourrie.

20001 Figure 5 : Graphe représentant la diffusion du bleu

Evans au niveau du NA dans les conditions nourrie
[ (CTL) ou a jeun (Jeline), avec ou sans injection de
T mifépristone (MF). Le bleu Evans inonde le NA chez les
animaux injectés a la mifépristone. *p<0,05.
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Diffusion du Bleu Evans dans le noyau arqué

Ainsi, ces résultats montrent que 1- les corticostéroides sont importantes pour I’établissement
et le maintien des propriétés de la barriere tanycytaire au niveau de I'EM et qu’ 2- elles pourraient
intervenir dans la réorganisation des protéines de JS au niveau des tanycytes du NA lors du je(ine.
Cependant, ces résultats sont a nuancer. En effet, la mifépristone est également un inhibiteur des
récepteurs a la progestérone. Pour confirmer I'implication des glucocorticoides dans I'établissement de
la barriere tanycytaire, il nous faudrait par la suite utiliser d’autres inhibiteurs plus spécifiques. En

paralléle, des expériences d’adrénalectomie pourraient étre réalisées.

Cette étude nous fournit également des informations sur I'implication de la barriere tanycytaire
dans la diffusion des molécules périphériques vers le parenchyme cérébral. En condition nourrie, le
bleu reste cloitré dans I'EM. En condition nourri + mifépristone (quand la barriére tanycytaire est
totalement désorganisée), le bleu Evans inonde totalement le NA suggérant que la barriére tanycytaire

régule la diffusion de traceurs vers ce noyau hypothalamique.
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Etude de I'organisation de I’éminence médiane chez les souris rendues obéses
par une alimentation riche en graisse

Dans nos sociétés occidentales, de plus en plus d’obéses sont recensés chaque année. Il est
désormais admis que I'hyperphagie et le manque de dépenses énergétiques sont les principales causes
de I'obésité observée dans nos pays occidentaux. De ce fait, les modéeles murins de « diet-induced
obesity » (DIO), ou I'obésité est induite par une alimentation riche en graisse, se rapprochent fortement
de I'obésité humaine et sont donc des modeéles pertinents pour I'étudier. Ces souris, suite a I'ingestion
pendant plusieurs semaines de nourriture riche en graisse, développent une obésité associée a une
augmentation de la graisse sous cutanée et viscérale, deviennent leptinorésistantes et diabétiques.
Cette résistance a la leptine est spécifique au NA : en effet, elle se développe initialement a ce niveau
puis plus tardivement dans les autres noyaux hypothalamiques (Miinzberg et al., 2004), suggérant en
premier lieu un probleme d’accés de la leptine vers le NA, puis d’une résistance centrale généralisée.
De plus, les souris DIO ne répondent plus au jelGne. En effet, elles possédent une faible réponse
hyperphagique suite a la réalimentation en raison de I'absence d’activation du NA normalement
induites par le jeline (Becskei et al, 2009) et de I'augmentation d’expression de NPY/AgRP (Briggs DI et
al.,, 2011). Ces phénomenes seraient dus au fait que les niveaux de leptine, d’insuline et de glucose
restent hauts durant le jeline chez ces souris (Becskei et al, 2009).

Ces expériences montrent donc une incapacité pour le NA a reconnaitre ou/et répondre aux
signaux périphériques. Nous avons alors émis I’hypothése suivante: il existerait un probleme de
régulation de I'acces des molécules périphériques vers le SNC au niveau de I'EM. Les anomalies des taux
des signaux périphériques créeraient une dérégulation de I'interface sang/cerveau, perturbant alors les
échanges sang/cerveau. Pour étudier I'organisation et I'efficacité de la barriére tanycytaire chez des
souris DIO, nous avons mis des souris sous régime riche en graisse pendant 9 a 11 semaines, puis étudié

I’organisation de I'EM et I'acces des molécules périphériques au NA.

Aprés 9 semaines d’alimentation riche en graisse, les souris peuvent étre divisées en deux
groupes. 1- 90 % des souris deviennent obeses et diabétiques: ce groupe sera appelé DIO-O. En
revanche, 2- 10 % des souris gardent un phénotype comparable a celui des souris controle : ce groupe
sera appelé DIO-R. Les souris DIO-R sont plus grosses que les souris sous régime standard mais moins
grosses que celles DIO-0. De plus, leur glycémie est comparable a celle des souris controle, et diminue

lors du jeline, tandis que les souris DIO-O restent hyperglycémiques (Figure 1).
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Figure 1 : Graphes représentant la prise de poids selon le régime suivi (A) et la glycémie 24h avant et
au moment du sacrifice (B) (n=4 par groupe pour chaque condition).

Chez les souris DIO-O, I'organisation de 'EM/NA est fortement perturbée en condition nourrie.
En effet, contrairement aux souris contrble, les souris obéses posseédent de nombreux vaisseaux
fenétrés (Figure 2A). De plus, ces vaisseaux fenétrés ne sont pas associés a la présence de JS organisées
en nid d’abeille au niveau du mur ventriculaire (figure 2B, figure 3). Lors du jelne, d’autres
perturbations ont été observées : en effet, la plasticité de I'EM, reportée dans notre premiere étude, ne
se produit plus (Figure 2, figure 3). Nous n’observons pas d’augmentation du nombre de vaisseaux

fenétrés, ni de réorganisation des protéines de JS au niveau de I'épendyme.

Chez les souris DIO-R, I'organisation de 'EM/NA est similaire a celle des souris contréle en
condition nourrie. De plus, les souris DIO-R ont la particularité de répondre au je(ine par un remodelage
exacerbé de 'EM/NA. En effet, le nombre de vaisseaux fenétrés lors du jeline est plus haut chez les
souris DIO-R comparé aux souris contréle, et les JS forment des nids d’abeille extrémement bien

organisés (Figure 2 et 3).
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Figure 2: Graphes représentant le nombre de vaisseaux fenétrés au niveau de 'EM (A) et ainsi que le
niveau d’organisation des protéines de JS (a partir d'immunomarquage Z0O-1) au niveau des tanycytes
du NA (B) chez des souris en nourriture contréle (chow = low fat diet), DIO-O et DIO-R, en condition
nourrie ou a jeun.
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DIO obése et hyperglycémique DIO résistant
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Figure 3: Photographies montrant I’organisation de la protéine de JS ZO-1 au niveau des tanycytes du
noyau arqué chez des souris DIO-obése et DIO-résistant.

Ainsi, les souris obéses et hyperglycémiques présentent des altérations de [Iinterface
sang/cerveau au niveau de 'EM/NA. En effet, ces souris possédent de nombreux vaisseaux fenétrés
sans présence de barriere tanycytaire au niveau de I'épendyme. Ce phénomene pourrait donc créer des
problémes d’homéostasie cérébrale et de fonctionnements neuronaux. L'augmentation du nombre de
anses fenétrées, et plus généralement de vaisseaux dans |'hypothalamus, pourrait étre di a
I’hyperleptinémie, la leptine ayant des propriétés angiogenéniques et perméabilisant, ou a
I’hyperglycémie chronique, celle-ci engendrant une augmentation de la synthese de VEGF. Toutes ces

hypothéses restent cependant a étre vérifiées.

De plus, les souris rendues obéses n’ont plus de plasticité de 'EM/NA lors du je(ine. L’absence
de plasticité de 'EM/NA pourrait étre due au fait que la diminution des signaux périphériques indiquant
le jeline (comme la leptine, I'insuline ou la glycémie) ne se produit pas chez ces souris. Cette hypothése
a déja été proposée dans une étude de Becksei et coll. ou les auteurs avaient suggéré que les hauts
niveaux de glucose seraient responsables de I’absence de réponse au jeline chez ces souris (2009).
Notre premiere étude ayant montré que la chute de la glycémie est un phénoméne important dans la
mise en place de la plasticité de I'EM, cette hypothése est en accord avec nos résultats et sera donc

étudiée dans la suite de ce projet.
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L'hypothalamus et le tronc cérébral jouent un role crucial dans le contréle de la prise
alimentaire. Alors que le tronc cérébral la contréle via la réception d’informations portées par
des signaux métaboliques circulants ou d’informations nerveuses apportées par les afférences
vagales issues des différents organes périphériques, I'hypothalamus recoit de la périphérie
uniquement des informations circulantes portées par les hormones et les nutriments. L'accés
de ces signaux métaboliques vers les noyaux hypothalamiques via les interfaces sang/cerveau
est donc une étape clé dans la régulation de ’lhoméostasie énergétique. Parmi les noyaux
hypothalamiques, I'acces vers le NA est particulierement important : en effet, ce noyau est
capable d’intégrer les informations de nombreux signaux métaboliques périphériques pour
ensuite les relayer vers les autres noyaux hypothalamiques régulant la prise alimentaire. Le NA

eme

possede pour cela une position avantageuse : il se situe a c6té du 377 ventricule et de I'EM, et
peut donc recevoir des informations a la fois du LCR et de la circulation sanguine. L'interface
sang/cerveau est donc plus complexe dans cette région cérébrale et différents composants
sont a prendre en compte pour comprendre comment les échanges sang/cerveau y sont
régulés. Tout d’abord, deux types de vaisseaux y sont retrouvés : des vaisseaux fenétrés dans
I'EM facilitant les échanges sang/cerveau et les vaisseaux de la BHE dans le NA les
restreignant. De plus, I'épendyme, formé dans cette région par les tanycytes, participerait
également a la régulation des échanges sang/cerveau étant donné qu’il est le siege de la
« barriére tanycytaire ». En effet, les tanycytes de I'EM contactent via leur prolongement les
vaisseaux fenétrés et expriment des protéines de JS organisées en ceinture continue autour de
leur pOle apical : cela restreint la diffusion de molécules périphériques au parenchyme de I'EM
et permet au reste du cerveau, et notamment le NA, de rester dans la zone protégée par la
BHE (Mullier et al., 2010). Cependant, nos études ont montré que, lors d’un jelne de 24h, les
caractéristiques de I'EM, c’est-a-dire la présence de vaisseaux fenétrés associés a des tanycytes
portant des propriétés de barriére, s’étendent au NA. En résulte alors une plus grande zone de
diffusion des molécules périphériques permettant ainsi aux signaux métaboliques d’accéder

aux neurones du NA.

1. Extension des caractéristiques structurales de ’éminence médiane au noyau arqué

1.1 Plasticité vasculaire : I'augmentation de la perméabilité vasculaire

Lors de la mise a jeun, une plasticité vasculaire se met en place. Elle est matérialisée par
une augmentation du nombre de vaisseaux exprimant le marqueur de fenestrations MECA-32
au niveau de I'EM et du NA. Cette plasticité vasculaire est le premier phénoméne plastique
induit par le jeGne : en effet, lors de I'étude cinétique de la mise en place de la plasticité de

I'EM/NA, elle est observée dés 12h de jeline tandis que les JS ne sont pas encore réorganisées.
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Ce court laps de temps nécessaire a la mise en place de la plasticité vasculaire suggere qu’elle
est due a [l'apparition de fenestrations sur des vaisseaux préexistants, plutét qu’a
I'angiogeneése, 12 heures étant trop court pour induire ce type de phénomene. En effet, lors de
notre étude, nous avons observé que |'expression génique et protéique de MECA-32
augmentent dans I'EM et le NA lors du jeline, tandis que Ki67, un marqueur de prolifération,

ne varie pas (données personnelles).

a) Des vaisseaux fenétrés dans le noyau arqué

La présence de vaisseaux fenétrés dans le NA a déja été décrite dans la littérature (Ciofi,
2011b). Nous avons également observé des vaisseaux fenétrés dans le NA chez les souris
nourries et montré dans nos études supplémentaires que leur nombre peut varier d’'un modéle
a un autre. Cependant, ce nombre augmente fortement lors du jeQine quelque soit le modéle
étudié, amplifiant ainsi la voie d’accés rapide des molécules périphériques vers les neurones du
NA. Cette augmentation de la perméabilité vasculaire suggére donc une transformation de
vaisseaux porteurs des propriétés de la BHE en vaisseaux fenétrés. Ce phénomeéne peut
s’expliquer par le fait que la vasculature du NA est trés particuliere. En effet, la vascularisation
de I'EM et celle du NA sont étroitement liées: une grande partie des vaisseaux du NA
ventromédian viennent des vaisseaux de 'EM (Ambach et al., 1976). Ainsi, un vaisseau venant
de 'EM et entrant dans le NA peut étre fenétré au niveau de I'EM et posséder des propriétés
de barriere, matérialisées par la présence de JS, au niveau du NA (Figure 11). De plus, une
étude de Norsted et coll. (2008) mentionne que les vaisseaux du NA ventromédian ne
possedent pas de BHE comparable a celle du reste de I’hypothalamus. En effet, les auteurs ont
relevé |'absence d’immunomarquage pour l'antigene des barriéres endothéliales EBA, un

marqueur de la BHE (Norsted et al., 2008).

Figure 11 : Photographie montrant un vaisseau qui
s’étend de I’éminence médiane (EM) vers le noyau
arqué (NA). Dans I'EM, le vaisseau posséde un
phénotype dit «fenétré» (rouge, fleche vide) tandis
gue dans le noyau arqué, il possede un phénotype dit
«de barriere» (fleches). A ce niveau, la barriere
sang/cerveau étant portée par les vaisseaux de la
BHE, les tanycytes adjacents ne présentent pas de
propriétés de barriére (marquage diffus des protéines
IS, vert, tétes de fleche). EM, éminence médiane ; NA,
noyau arqué ; 3V, 3*™ ventricule.
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Ainsi, ces résultats suggérent que les vaisseaux de I'EM et du NA ventromédian
posséderaient des propriétés structurales et fonctionnelles similaires, mais que le
microenvironnement des vaisseaux du NA ventromédian déterminerait s’ils possédent des JS
ou des fenestrations. Ces vaisseaux étant entourés par les tanycytes, ces derniers pourraient

étre le déterminant du phénotype vasculaire dans cette région cérébrale.

b) Les tanycytes a l'origine de la modulation de la perméabilité vasculaire

L’hypothése d’une régulation de la perméabilité des vaisseaux du NA (et ainsi de I'acces
des hormones et métabolites périphériques vers ce noyau hypothalamique) par les tanycytes a
déja été suggérée par Lechan et coll. (2004). Dans notre étude, nous avons montré que la
plasticité vasculaire de 'EM/NA est due a une augmentation de I'expression du VEGF-A dans
les tanycytes induite par I'hypoglycémie. Plusieurs études ont en effet montré que les
tanycytes de I'EM étaient sensibles au glucose (Dale, 2011, Orellana et al., 2012) ou au 2-DG
(Dale, 2011, Gotoh et al., 2008), un analogue du glucose non métabolisable. Dans notre étude,
le 2-DG induit également une augmentation de I'expression du VEGF-A dans I’hypothalamus
ventromédial in vivo, ou dans des explants d’EM/NA in situ, et engendre une plasticité
structurale dans cette région cérébrale. Cependant, les tanycytes ne sont peut-étre pas les
premiers détecteurs de I’hypoglycémie : en effet, de nombreux neurones glucosensibles sont
présents dans le NA et pourraient détecter la baisse du glucose. En paralléle, 'EM contient
également de nombreux astrocytes, qui sont connus comme étant des cellules sensibles au
glucose (Guillod-Maximin et al., 2004; Marty et al., 2005). Ces cellules pourraient également
détecter I'hypoglycémie puis relayer I'information aux tanycytes via des signaux chimiques.

L'augmentation de I'expression du VEGF lors d’hypoglycémie, observée dans notre
étude, a déja été reportée dans la littérature. En effet, il existe une corrélation inverse entre la
glycémie et les niveaux de VEGF sanguin chez 'lhomme (Dantz et al., 2002; Merl et al., 2005).
Plusieurs publications ont décrit plus en détail ce phénomene : il serait di a la stabilisation de
I’ARN messager du VEGF (Stein et al., 1995) et I'augmentation de sa transcription (Akiri et al.,
1998; Satake et al., 1998). Les signalisations cellulaires impliquées dans ce processus sont
I"augmentation du calcium intracellulaire, I'activation de la PKC (Park 2001), de c-jun et de junB
(Textor et al., 2006). L'origine de ce phénomeéne n’est cependant pas exactement connue : la
déplétion en ATP cellulaire (Satake et al., 1998) pourrait en étre la cause. L'augmentation de la
transcription du VEGF lors de I’hypoglycémie se réaliserait via le facteur de transcription HIF-1 :
en effet, HIF-1 augmente lors de I’hypoxie et de I'hypoglycémie et induit I'expression de VEGF
(Carmeliet et al., 1998). Dans notre étude, nous avons également observé une augmentation

d’HIF-1a dans les tanycytes lors du je(ine, suggérant son implication dans I'augmentation de
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I'expression du VEGF. De plus, une autre étude a prouvé l'importance de HIF-1la dans les
neurones a POMC en réponse au jelne (Zhang et al.,, 2011), suggérant que ce facteur de

transcription jouerait un réle dans le contréle de la prise alimentaire.

Outre I’hypoglycémie, nous avons également observé une variation des niveaux
d’autres signaux métaboliques lors du je(ine. Ces variations pourraient également participer a
la réorganisation vasculaire de 'EM/NA observée suite au jeline de 24h. En effet, certaines
hormones sont connues pour modifier la perméabilité vasculaire. Par exemple, la ghréline qui
augmente durant le je(ine posséde également des propriétés angiogéniques via la signalisation
MAPK/ERK2 (Li et al., 2007). Une action hormonale sur les tanycytes n’est pas a exclure non
plus étant donné qu’ils expriment des récepteurs aux hormones métaboliques comme celui de
la ghréline et de la leptine (données issues du laboratoire) : cette détection pourrait ainsi
induire une sécrétion locale de VEGF. Finalement, nous avons également observé une
augmentation d’autres facteurs de croissance au niveau de I’hypothalamus médiobasal lors du
jelne : ces facteurs pourraient également participer a la réorganisation vasculaire de 'EM. Par
exemple, le BDNF augmente dans notre étude. Ce facteur de croissance, exprimé par les
astrocytes de I'EM, augmente également en condition de stress (Givalois et al., 2004) et est
connu pour induire une plasticité vasculaire au niveau cérébral (Mattson and Wan, 2005).
Cependant, chez les souris injectées au 2-DG, seul le VEGF augmente montrant le réle clé de ce

facteur dans la plasticité vasculaire induite par la glucopénie.

1.2 Plasticité des jonctions serrées : renforcement de la barriére tanycytaire

a) La claudine 1 : protéine clé dans la formation de jonctions serrées efficaces ?
La «barriere tanycytaire» est initialement retrouvée au niveau du plancher du 3°™
ventricule sur les tanycytes de I'EM contactant les vaisseaux fenétrés. Elle est formée par des
complexes de JS organisés sous forme de nid d’abeille (Mullier et al., 2010; Petrov et al., 1994).
Sous cette configuration, les complexes de JS encerclent totalement la cellule et bloquent
complétement la voie paracellulaire. En effet, I'injection de bleu Evans (Mullier et al., 2010) ou
de peroxydase (Brightman et al., 1975) en iv ou icv montre I'étanchéité du mur épendymal. La
composition en protéines de JS est aussi particuliere. De maniére similaire a la BHE, I'occludine,
Z01 et la claudine 5 y sont retrouvées. De plus, la barriere tanycytaire a la particularité
de posséder la claudine 1 : cette claudine, qui permet de créer des JS tres étanches (Furuse et
al., 1998b), est également retrouvée au niveau des cellules épithéliales des PC, cellules étant

elles aussi adjacentes a des vaisseaux fenétrés. En revanche, les tanycytes du NA contactant

des vaisseaux de la BHE ne forment pas de « barriére tanycytaire » : au contraire, leur
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épendyme est perméable et permet la diffusion de traceurs injectés en icv jusque dans le
parenchyme du NA (Mullier et al., 2010). Cette perméabilité a été mise en relation avec la
désorganisation de leurs protéines de JS telles que l'occludine, ZO1 et la claudine 5, et
I’absence de claudine 1. Cependant, la présence de protéines de JS au niveau des tanycytes du
NA suggere qu’elles peuvent se réorganiser dans certaines conditions et ainsi rendre
I’épendyme étanche a ce niveau.

Lors du je(ine, une réorganisation des protéines de JS a en effet été observée au niveau
de I’épendyme de I'EM et du NA. Au niveau de I'EM, les nids d’abeille sont plus nombreux et
plus petits, renforcant le barrage de la voie paracellulaire. Au niveau du NA, I'organisation des
protéines de JS change totalement : les tanycytes acquiérent une organisation en nid d’abeille
rendant I'épendyme étanche. Par ailleurs, cette réorganisation est associée a la présence de la
claudine 1, initialement absente a ce niveau en condition nourrie. Cette augmentation
d’expression de la claudine 1 est également associée a I'augmentation de I'expression de ZO1.
Ces résultats montrent donc que la réorganisation des JS le long du ventricule est due a deux
phénomenes : 1- une redistribution de protéines déja existantes et 2- I’expression de nouvelles
protéines. Ces résultats suggerent également que la claudine 1 joue un réle important dans la
réorganisation des JS. En effet, elle est connue pour étre capable a elle seule d’induire Ia
formation de JS trés étanches (Furuse et al., 1998b). De plus, I'expression de claudine 1 dans
les cellules MDCK induit une augmentation de I'expression de ZO-1, comme observé dans
notre étude, associée a un renforcement de I'étanchéité de la couche monocellulaire (Inai et
al., 1999). Ainsi, 'augmentation d’expression de claudine 1 sur la paroi ventriculaire du NA lors
du jeline pourrait étre a l'origine de la réorganisation des protéines de JS et de la formation

d’une barriere étanche.

b) Mécanismes a I'origine de la réorganisation des protéines de jonctions serrées

Les mécanismes a l'origine de la réorganisation des protéines de JS au niveau du NA lors
du jeGne n’ont pas été étudiés en détail dans nos travaux. Cependant, deux hypothéses
peuvent I'expliquer : 1- les signaux métaboliques, modulés par le jeline, agiraient directement
sur les tanycytes pour réorganiser les protéines de JS ou/et 2- la plasticité vasculaire induirait la
réorganisation des JS.

Notre premiere hypothese se base sur l'idée que les variations des signaux
métaboliques lors du jeline pourraient étre ressenties par les tanycytes. Nous avons montré
précédemment que le glucose était a l'origine de la plasticité vasculaire. On peut alors
supposer que cette méme détection de I'hypoglycémie par les tanycytes pourrait induire la

réorganisation des protéines de JS. Cependant, il ne faut pas exclure la possibilité que d’autres
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facteurs puissent également participer a la réorganisation des protéines de JS. Par exemple, les
corticostérones, qui augmentent fortement lors du jeline, joueraient également un réle dans la
formation et la maintenance de la barriére tanycytaire. En effet, nos injections d’inhibiteurs
des corticostérones entrainent une rupture de la barriére tanycytaire chez I'animal nourri ou a
jeun. De plus, la barriére tanycytaire se renforce également en fin de journée chez la souris
male adulte (correspondant a la fin de la phase de jeline), lorsque les taux de corticostérones
sont les plus hauts. L'action des corticostérones sur les complexes de JS a déja été suggérée
dans la littérature. En effet, Kim et coll. ont montré que les glucocorticoides, en I'occurrence le
déxaméthasone, stabilise la BHE (Kim et al., 2008). Cet effet serait lié a 'augmentation de
I’expression génique et protéique de I'occludine par les cellules endothéliales (Forster et al.,
2005; Harke et al., 2008). Ainsi, I'augmentation de |'expression génique de ZO1 et de la
claudine 1 observée dans notre étude pourrait étre due a l'augmentation du taux de
glucocorticoides induite par le jeline. L'implication d’autres facteurs, comme la ghréline dont
des études ont montré sa capacité en renforcer la barriére intestinale (Bansal et al., 2010) et la
BHE (Lopez et al., 2012), reste a étre étudiée.

Notre deuxieme hypothése se base sur |'association entre la présence de vaisseaux
fenétrés dans le NA et une organisation des protéines de JS en nid d’abeille au niveau des
tanycytes adjacents. En effet, les tanycytes contactant les vaisseaux fenétrés de I'EM
expriment la claudine 1 et possedent des protéines de JS organisées en nid d’abeille. Lors du
jeline, la réorganisation des JS au niveau des tanycytes du NA est associée a la présence de
nouveaux vaisseaux fenétrés dans le NA. De plus, la plasticité vasculaire est la premiére a se
mettre en place, dés 12h, tandis que celle des JS viendrait plus tard. Nous avons donc émis
I’hypothese que les tanycytes qui contactaient auparavant des vaisseaux de la BHE et
possédaient une organisation diffuse des protéines de JS, contactent suite a la plasticité
vasculaire des vaisseaux fenétrés, expriment la claudine 1 et acquiérent une organisation en
nid d’abeille de leurs protéines de JS. Ainsi, ces résultats renforcent I'association entre les
vaisseaux fenétrés, et les tanycytes exprimant la claudine 1 et des JS efficaces. Cette hypothese
d’une association JS tanycytaires/vaisseaux fenétrés est renforcée par le fait qu’elle est
observable dans toutes les conditions étudiées et en particulier dans celle ou on induit une
plasticité vasculaire grace au VEGF. Dans la littérature, le VEGF est généralement décrit comme
un facteur de perméabilité vasculaire induisant la rupture de JS via notamment la dégradation
des protéines les constituant (Murakami et al., 2009). Or dans notre étude, les JS tanycytaires
se réorganisent en nid d’abeille au niveau du NA malgré l'injection de VEGF. Le maintien des
complexes de JS tanycytaires et de la BHE dans notre étude peut s’expliquer par le fait que le

VEGF est injecté de maniére aigue : en effet in vivo, seule des injections chroniques induisent
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une rupture des barrieres sang/cerveau (Proescholdt et al., 1999). Cependant, aucune
publication n’a jamais montré une amélioration de |'organisation des JS en vue de devenir plus
efficaces, comme nous le voyons au niveau des tanycytes, grace au VEGF. Cela laisse supposer
I'intervention d’autres facteurs, peut-étre d’origine vasculaire, afin de réorganiser la barriere
tanycytaire. Le type de communication entre vaisseaux fenétrés et tanycytes reste cependant a
étre déterminer, grace notamment a des co-cultures de tanycytes et de cellules endothéliales
fenétrées. Au niveau de I'EM, les pieds tanycytaires et les vaisseaux fenétrés n’étant pas en
contact direct, mais séparés par I'espace de Virchow Robin, il est trés probable qu’un facteur
soluble soit impligué dans cette communication tanycytes/vaisseaux fenétrés. Le TGFp,
impliqué dans la formation de la barriére sang/cerveau au niveau de la BHE (Tran et al., 1999)
et des PC (Maharaj et al., 2008), et exprimé dans I'EM (Prevot et al., 2000), semblent alors étre

un bon candidat.

c) But de la réorganisation des protéines de jonctions serrées

La réorganisation des protéines de JS au niveau des tanycytes du NA juxtaposant des
vaisseaux fenétrés permettrait de maintenir ’homéostasie cérébrale. En effet, I'augmentation
des vaisseaux fenétrés dans le NA permet un meilleur acces des molécules sanguines vers le
parenchyme cérébral. De ce fait, I'homéostasie cérébrale, qui était entretenue initialement par
les vaisseaux de la BHE, pourrait étre perturbée. Afin de protéger le LCR et le reste du cerveau
de cette augmentation de perméabilité vasculaire, un report des propriétés de barriére se
produit donc au niveau de I'épendyme : la barriére tanycytaire juxtapose désormais toute la
zone contenant des vaisseaux fenétrés, y compris le NA. Par conséquence, le NA acquiére les
caractéristiques neuroanatomiques de I'EM, c’est-a-dire des JS tanycytaires associées a des
vaisseaux fenétrés, permettant ainsi la diffusion et le cloisonnement des molécules
périphériques dans son parenchyme. La « fenétre sur le cerveau », localisée au niveau de 'EM
en condition nourrie, s’ouvrirait alors uniquement vers le NA lors de déséquilibres

énergétiques.

2. Impact de la plasticité de I'éminence médiane sur les échanges sang/cerveau

2.1 L’acces des molécules périphériques au noyau arqué

a) Un accés via les vaisseaux fenétrés de I’EM et du NA
Depuis de nombreuses années, des traceurs sont utilisés afin d’étudier les propriétés de
barriére des interfaces sang/cerveau. Ces traceurs sont généralement des molécules inertes,
ne se fixant a aucun récepteur cellulaire, et permettant ainsi d’étudier la diffusion
paracellulaire et les phénomeénes de pinocytose. Le bleu Evans est un colorant couramment

utilisé pour étudier les barrieres au niveau du SNC. Ce colorant, d’un poids moléculaire de 1
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kDa sous sa forme libre, se fixe aux molécules sanguines, telle I'albumine. Ce colorant ne passe
pas la BHE, tandis qu’il diffuse dans le parenchyme de I'EM grace aux vaisseaux fenétrés
(Mullier et al., 2010). Dans notre étude, en condition nourrie, peu de anses fenétrées sont
observées en dehors de la zone externe de I'EM : cela est associé a une diffusion du traceur
uniqguement dans le parenchyme de I'EM. Lors du jelne, nous avons observé une
augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés dans le NA associée a une augmentation de la
diffusion du bleu Evans dans le parenchyme du NA. Nous pouvons alors émettre |I'hypothese
gue le bleu Evans serait amené directement dans le NA par les vaisseaux fenétrés s’y trouvant
désormais.

Certaines études stipulent que les molécules présentes dans le sang porte peuvent
diffuser jusqu’au NA également en condition nourrie (Broadwell et al., 1983 ; Shaver et al,,
1992), et cela notamment grace a la présence de vaisseaux fenétrés dans le NA (Ciofi et al.,
2011). Ceci semble, a premiére vue, en désaccord avec nos données qui indiquent que le bleu
ne diffuse dans le NA gu’en condition de jeline. Cependant, nos résultats supplémentaires
montrent que selon I'origine des souris, leur alimentation, ou le moment de la journée, le
nombre de vaisseaux fenétrés dans le NA est plus ou moins élevé en condition nourrie. Ces
différences pourraient alors expliquer les différences de diffusion des traceurs vers le NA : une
souris possédant plus de vaisseaux fenétrés dans son NA aura une diffusion des molécules
périphériques plus importante vers le NA. Cependant, bien que certaines souris nourries
possedent a la base une organisation de I'EM qui permet une diffusion des molécules dans le
NA ventromédian, le nombre de vaisseaux fenétrés augmentent dans le NA lors du jelne
guelgue soit le modele étudié, élargissant la zone de diffusion des molécules périphériques

dans le NA (et donc le nombre de neurones en contact avec la périphérie).

b) Un accés modifié par le remodelage de la barriére tanycytaire

Afin de comprendre comment sont régulés les échanges sang/cerveau au niveau de
I’'EM/NA, il ne faut pas considérer uniquement les vaisseaux fenétrés. En effet, la barriére
tanycytaire joue également un réle important et sa réorganisation lors du jeline pourrait
modifier I'accés des molécules périphériques vers le NA. Le bleu Evans injecté dans le sang
diffuse dans le parenchyme de I'EM grace a la présence de vaisseaux fenétrés. Cependant, ce
bleu reste cloitré dans I'EM et ne diffuse pas dans le NA (Mullier et al., 2010). Cela a été
confirmé dans d’autres études (Brightman et al., 1975), ainsi que dans les notres chez les
animaux nourris. Dans la littérature, plusieurs auteurs émettent I’"hypothése que I'arrét de Ia
diffusion des traceurs a I'entrée du NA serait di a I'existence d’une barriere portée par les

prolongements des tanycytes B1 (Krisch and Leonhardt, 1978; Rodriguez et al., 2005).
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Cependant, dans notre étude, le bleu diffuse jusqu’au NA en condition de je(ine. Une premiére
hypothese serait alors que cette barriere physique entre 'EM et le NA s’ouvrirait lors du jeline.
Cependant, étant donné que ce type de barriere n’a jamais été observé en immunohistochimie
(Mullier et al., 2010; Petrov et al., 1994), d’autres hypothéses sont envisageables. Une autre
hypothese serait I'existence d’une barriere dite « mécanique » entre I'EM et le NA qui
bloquerait la diffusion des traceurs. Cette barriere mécanique se fonderait sur I'existence de
flux différentiels entre le NA et 'EM. En effet, le liquide interstitiel circulerait dans le
parenchyme cérébral, sous l'induction du flux du LCR ou des flux sanguins ; mais cette
circulation se ferait dans des directions différentes selon qu’on se trouve dans le NA ou dans
I’EM, empéchant ainsi tout phénomene de diffusion entre les deux structures. Ces flux seraient
régulés en partie par les complexes de JS bordant le ventricule. En effet, nous avons remarqué
au cours de nos études que la diffusion du BE s’arréte net a partir du moment ou le mur
ventriculaire présente des JS non organisées. De la méme maniére, lors du jelne, I'organisation
en nid d’abeille des JS retrouvée plus haut sur le mur ventriculaire permet une diffusion plus en
profondeur du BE : cependant, celle-ci s’arréte a nouveau net a partir du moment ou les JS ont
une organisation diffuse (Article 1, Figure 3A). Ainsi, lors du remodelage de la barriere
tanycytaire induite par le jelne, les flux différentiels EM/NA pourraient étre modifiés laissant
le colorant diffuser de 'EM jusqu’au NA.

De plus, le remodelage des JS au niveau des tanycytes du NA modifie également les
échanges LCR/NA. Initialement, en condition nourrie, les molécules présentes dans le LCR
diffusent dans le parenchyme cérébral en traversant I'épendyme (Brightman et al., 1975,
Ghersi-Egea et al., 1996). Au niveau du NA, un acces favorisé existerait (Mullier et al., 2010).
En effet, I'absence de JS et de cils sur les tanycytes du NA, créant ainsi un microenvironnement
ou le flux du LCR est ralenti, favoriserait la diffusion des molécules du LCR vers le NA : cela
rendrait la composition du liquide interstiel du NA proche de celle du LCR. Cependant, lors du
jelGne, la barriére tanycytaire se réorganise le long du ventricule bordant le NA: les JS
acquierent une organisation en nid d’abeille comparable a celle de 'EM ce qui induirait une
étanchéité de I'épendyme. Les molécules présentes dans le LCR ne pourraient alors plus
accéder par voie paracellulaire au NA.

Ainsi, en tenant compte a la fois I'amélioration des échanges EM/NA et une diminution
des échanges LCR/NA, nous pouvons émettre I’hypothése que, lors du jeline, le liquide
interstiel du NA aurait une composition comparable a celle du sang plutot qu’a celle du LCR. Ce
phénomeéne permettrait alors au NA d’étre totalement a I'écoute de ce qui se déroule en

périphérie afin de réguler au mieux I’homéostasie énergétique (Figure 12).
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Condition nourrie Condition a jeun

Figure 12 : Schéma résumant les différents acces hypothétiques des molécules périphériques vers le
noyau arqué en condition nourrie et a jeun. En condition nourrie, le bleu Evans (bleu) injecté dans le
sang peut pénétrer dans le parenchyme de I’éminence médiane (EM) grace a la présence de vaisseaux
fenétrés (rouge). Cependant, le bleu est bloqué au niveau de la barriere tanycytaire, le long de
I’épendyme (nid d’abeille, vert), et au niveau de I'angle EM/noyau arqué (NA) par un mécanisme non
déterminé a ce jour. Dans le parenchyme du NA, le bleu n’entre pas via les capillaires cérébraux, siege
de la barriere hémato-encéphalique. Au niveau de I'’épendyme bordant le NA, la diffusion paracellulaire
est autorisée en raison de I'absence de propriétés de barriére : par conséquence, la composition du
liguide interstitiel du NA serait plus ou moins comparable a celle du liquide céphalorachidien (beige). En
condition a jeun, la réorganisation structurale de la région permet une diffusion plus importante du
bleu vers le NA. De plus, la «fermeture» de la voie paracellulaire au niveau de I'’épendyme du NA
permet au bleu de rester dans le parenchyme cérébral et empéche les composants du liquide
céphalorachidien d’atteindre le NA. De ce fait, le NA peut étre totalement a I’écoute de ce qui se passe
en périphérie. EM, éminence médiane ; NA, noyau arqué ; 3V, 3°™ ventricule.

¢) L’acces des signaux métaboliques au noyau arqué

Suite a I'étude de diffusion dans le parenchyme cérébral de molécules inertes, nous
nous sommes intéressés a l'‘accés de molécules bioactives aux neurones du NA. De
nombreuses études suggerent que les signaux régulant la prise alimentaire accedent au NA via
les vaisseaux fenétrés de I'EM. Dans notre condition nourrie, les molécules périphériques
restent cloitrées dans le parenchyme de I'EM et n’atteignent pas les neurones du NA.
Cependant, étant donné la proximité de I'EM, on ne peut pas exclure la possibilité que certains
neurones du NA soient capables de détecter les substances périphériques présentes dans cet
OCV. En effet, suite a l'injection de ghréline (ou de leptine) chez des animaux nourris, nous
avons observé une fixation (ou une action) de ces hormones sur des neurones du NA. Des
éléments neuronaux présents dans le parenchyme de I'EM pourraient expliquer ce
phénoméne. En effet, des corps neuronaux, notamment ceux a NPY, sont présents dans la
zone subépendymaire de I'EM et donc en contact direct avec la périphérie. De méme, des

prolongements dendritiques sont présents dans I'EM : les neurones pourraient alors détecter
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les changements hormonaux périphériques tout en restant dans une zone protégée par la BHE.
Ainsi, Faouzi et coll. (2007) ont observé des projections de neurones exprimant le récepteur a
la leptine au niveau de la zone externe de 'EM. De la méme maniere, Van Houten M et coll.
(1980) ont observé des projections exprimant le récepteur a I'insuline au niveau de I'EM. Enfin,
les neurones hypophysiotropes du NA projettent leur axone en contact des vaisseaux fenétrés
et pourraient alors capter les signaux périphérique par ce dernier, bien que ce concept n’est
jamais été démontré.

Cependant, bien que certains neurones du NA auraient accés a l'information
périphériqgue a tout moment, le remodelage structural de I'EM/NA induit par le jelne

permettrait a un plus grand nombre de neurones d’avoir acces aux informations périphériques,

afin d’optimiser la régulation de la prise alimentaire. En effet, nous avons tout d’abord observé
une augmentation de la concentration en glucose au niveau du NA lors du jeline, suggérant
que ce nutriment diffuse plus facilement vers le NA grace a la plasticité de I'EM/NA.
Cependant, on ne peut pas exclure d’autres hypothéses, notamment ['utilisation de
transporteurs au glucose. En effet, GLUT1 augmente lors du jeline dans I’hypothalamus
médiobasal et dans les tanycytes. Cette augmentation pourrait étre liée a I'augmentation du
VEGF : en effet, le VEGF augmente la synthése de GLUT-1 (Yeh et al., 2008), sa translocation a
la membrane plasmique (Sone et al., 2000) et par conséquent le transport du glucose (Pekala
et al., 1990) au niveau central afin d’assurer le fonctionnement neuronal (Dantz et al., 2002).
De plus, nous avons également observé un plus grand nombre de neurones fixant la ghréline
fluorescente. Cela peut s’expliquer par deux phénomeénes : 1- I'augmentation du nombre de
vaisseaux fenétrés lors du jeline et donc de I'accés de la ghréline vers les neurones du NA (en
accord avec notre hypothése); mais également par 2- l'augmentation du nombre de
récepteurs a la ghréline dans le NA lors du jeline (Kim et al., 2003). Nos résultats confortent
cependant la premiéere hypothése. En effet, les neurones du NA fixant la ghréline fluorescente
sont préférentiellement localisés a proximité de vaisseaux fenétrés comparés aux vaisseaux de
la BHE. Par ailleurs, nous avons aussi étudié I'accés de la leptine vers le NA par I'étude de
I'activation pSTAT3 dans les neurones du NA : lors d’une plasticité de I'EM induite par le jelne,
I'activation pSTAT3 suite a une injection de leptine est plus importante qu’en condition
nourrie. Cette augmentation est principalement localisée dans la zone ventromédiale du NA,
région ou les vaisseaux fenétrés ont été observés. De plus, des souris injectées avec du VEGF,
possédant donc une plasticité de 'EM/NA et le méme taux de leptine qu’une souris nourrie,
présentent également une activation pSTAT3 plus importante que des souris nourries. Ces
résultats suggerent donc fortement que la plasticité de I'EM permet un meilleur acces des

hormones périphériques aux neurones du NA. Cependant, 'augmentation de l'accés de la
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leptine vers le NA semble en contradiction avec la condition de jeQine. Pourquoi rendre le NA
plus sensible a la leptine, une hormone anorexigéne, alors que le jelne doit stimuler la prise
alimentaire ? Pour comprendre cela, il faut considérer les concentrations de chaque hormone
et chaque nutriment lors du jelne. En effet, la ghréline augmente tandis que la leptine
diminue. D’ailleurs, aprées I'injection du véhicule de la leptine chez la souris a jeun, pSTAT3 est
tres faiblement activé montrant que la leptine endogéne, dont les niveaux sont trés bas, ne
peut pas activer le NA. Au contraire, la ghréline étant majoritaire, son action sur le NA sera
donc beaucoup plus importante. Nos études montrent cependant que la plasticité de 'EM/NA
permet un meilleur acces a la fois de la ghréline exogéne, de leptine exogéne, du glucose et de
traceurs inertes. Cela suggere que ce meilleur acces vers le NA n’est pas spécifique d’une
hormone ou d’un nutriment, et n’impliquerait donc pas de récepteurs ou de transporteurs : il
serait simplement di a une meilleure diffusion des molécules périphériques vers le NA. Ainsi,
la plasticité de 'EM/NA permettrait de sortir le NA de la zone protégée par la BHE afin que
celui-ci puisse prendre en compte toutes les informations venant de la périphérie, et induire
une régulation adaptée de la prise alimentaire.

Cependant, toutes les molécules ne peuvent pas traverser I'endothélium fenétré. En
effet, une collaboration avec I’équipe de Patrice Mollard a permis de déterminer la capacité de
diffusion des molécules périphériques en fonction de leur masse moléculaire. Ainsi, les
molécules possédant un poids moléculaire entre 0 et 20 kDa traversent les fenestrations
aisément, les molécules possédant un poids moléculaire entre 20 et 70 kDa peuvent les
traverser mais avec un débit de passage fortement diminué ; tandis que les molécules
possédant un poids moléculaire supérieur a 70 kDa ne peuvent pas les franchir. Les hormones
et les nutriments décrits dans le chapitre 1, possédant un poids moléculaire inférieur a 20kDa
(Tableau 1), peuvent donc tous franchir les fenestrations de I'endothélium de I'EM pour se
retrouver dans |'espace de Virchow-Robin. En revanche, qu’en est-il de leur diffusion dans le
parenchyme cérébral ? En effet, plus une molécule est grosse moins elle peut diffuser dans les
tissus. La diffusion du bleu Evans dans le parenchyme cérébral correspond en fait a la diffusion
de la forme libre d’1 kDa et non pas a sa forme complexée a I’'albumine. Ainsi, les molécules de
petit poids moléculaire comme le glucose pourraient diffuser facilement dans le parenchyme
cérébral. En revanche, I'aloumine FITC injectée en iv ne diffuse pas dans le parenchyme de I'EM
(données personnelles), tandis que techniquement, ayant un poids moléculaire de 60 kDa, elle
serait capable de traverser les fenestrations. Une hypothése serait qu’elle reste cloisonnée au
niveau de |'espace périvasculaire et ne diffuserait pas dans le parenchyme cérébral. Dans ce
cas, les neurones du NA localisés au contact des vaisseaux fenétrés pourraient capter les

signaux périphériques les plus lourds.
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2.2. Impact sur la prise alimentaire

La réponse physiologique au jeline s’exprime par une hyperphagie lors de la
réalimentation. Celle-ci est observée dans les 30 premiéres minutes de réalimentation dans
notre étude. Afin de comprendre I'implication de la plasticité de I'EM/NA sur ce phénoméne,
nous avons bloqué cette plasticité et analysé le comportement alimentaire des souris lors de la
réalimentation : I'inhibition de la plasticité de 'EM/NA induit I'inhibition du pic hyperphagique.
A linverse, si une plasticité de I'EM/NA est induite par une injection de VEGF, une
augmentation de la prise alimentaire est observée en phase nocturne, suggérant un meilleur
acces des signaux orexigenes circulant durant cette phase vers les neurones du NA. Ces
résultats suggerent que I'accés amélioré des hormones et des nutriments vers le NA lors du
jelne entre en ligne de compte dans la régulation de la prise alimentaire.

Cette plasticité ayant pour origine I'hypoglycémie engendrée par le jeline, nos résultats
apportent un nouveau concept dans la théorie glucostatique (Mayer 1953). En effet, celle-ci
stipule que les glucides jouent un réle primordial dans la régulation de la prise alimentaire.
Initialement, cette théorie fait référence a la fonction des neurones sensibles au glucose : ces
derniers sont capables de détecter des baisses en glucose pour induire un comportement
alimentaire. Ici, nous avons prouvé que les baisses de glucose pouvaient également étre
ressenties par les tanycytes (ou des cellules associées aux tanycytes) pour modifier
I’organisation structurale de I'interface sang/cerveau. Le glucose gére alors, via I'ouverture et
la fermeture de la « fenétre sur le cerveau » au niveau de I’hypothalamus médiobasal, I'entrée
des signaux périphériques dans le NA et ainsi la régulation de la prise alimentaire. Notre étude
apporte donc une nouvelle preuve de la haute plasticité de I'EM, ayant pour but de réguler une
fonction physiologique majeure de l'organisme, la prise alimentaire. L'EM étant également
impliquée dans de nombreuses autres fonctions, on peut aussi imaginer que des mécanismes

similaires pourraient s’y produire afin de les réguler.

2.3 Autres conséquences de la plasticité de I’'EM/NA sur des échanges sang/cerveau

a) Augmentation de la neurosécrétion dans le sang porte hypothalamo-
hypophysaire ?

Outre I'accés du sang vers le cerveau, il ne faut pas oublier que I'éminence médiane est
un organe sécréteur dont le but est de délivrer des neurohormones dans le systeme porte
hypothalamo-hypophysaire. Dans ce cadre, 'augmentation du nombre de vaisseaux fenétrés
pourrait également permettre un meilleur relargage de ces neurohormones, telles que la

corticolibérine, afin de permettre une meilleure réponse au jelne.
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b) Augmentation du transport transcellulaire tanycytaire ?

La présence de JS au niveau du poéle apical des tanycytes permet également la mise en
place d’une polarité cellulaire. Les protéines cellulaires se disposent alors de maniere
différentielle au poéle apical ou basolatéral de la cellule permettant notamment la mise en
place de transports transcellulaires uni- ou bidirectionnels. De nombreuses études ont montré
que les tanycytes possédaient les composants nécessaires a ce type de transport (Peruzzo et
al., 2004) et que de nombreuses molécules peuvent étre internalisées par les tanycytes (Nakai,
1971 ; Fernandez-Galaz et al., 1996). Au laboratoire, une étude a notamment montré que les
tanycytes étaient capables d’internaliser et transporter la leptine (Balland et al., soumis dans
Cell Metabolism). Ce transport tanycytaire permettrait d’amener, de maniére régulée, les
molécules périphériques captées dans I'EM vers le LCR : elles diffuseraient ensuite dans
I’ensemble du cerveau.

Lors du jeline, la réorganisation des protéines de JS en nid d’abeille au niveau de
I’épendyme augmente donc le nombre de tanycytes polarisés et théoriquement capables de
réaliser du transport transcellulaire spécifique. Ainsi, bien que la plasticité de I'EM permette un
meilleur acces direct vers le NA, le transport tanycytaire pourrait également étre amélioré afin
d’augmenter I'accés des molécules périphériques vers le LCR et donc, par conséquence, vers

I’ensemble du cerveau. Cette hypothese reste cependant a étre vérifiée.

3. Probléme d’accés des sighaux métaboliques vers le nhoyau arqué chez les souris obéses

3.1 Les hormonorésistances

Lors d’obésité ou de diabéte, I'organisme n’arrive plus a réguler son poids et sa
glycémie malgré la présence de signaux métaboliques périphériques censés rétablir
I’'homéostasie. Ainsi, une personne obese et diabétique posséde de hauts taux de leptine et
d’insuline sans pouvoir pour autant rétablir sa balance énergétique. Cette incapacité de
'organisme a répondre aux signaux physiologiques est décrite sous le terme
d’«hormonorésistance». Ces résistances s’expriment a la fois au niveau périphérique et
central. Au niveau central, ces résistances sont matérialisées par l'incapacité des signaux
périphériques a induire une réponse sur les neurones des noyaux hypothalamiques. Deux
mécanismes ont été identifiés comme étant responsables de ces résistances : 1- une altération
du transport de molécules périphériques vers le SCN notamment vers I’hypothalamus (Van
Heek et al., 1996) ou 2- une altération de la signalisation intracellulaire associée aux récepteurs
des signaux périphériques (El-Haschimi et al., 2000). Ces altérations auraient cependant une
cinétique différente selon la progression de I'obésité (Lin et al., 2000b). En effet, chez un

modeéle murin d’alimentation induisant une obésité, 8 semaines de régime riche en graisse
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abolit la sensibilité a la leptine injectée en périphérie mais maintient celle a la leptine injectée
au niveau central ; tandis que 19 semaines de régime riche en graisse abolit toute sensibilité a
la leptine qu’elle soit injectée en ip ou en icv. Ces résultats suggerent que l'altération du
transport a la leptine serait la premiére altération a apparaitre tandis que la résistance liée aux
problémes des voies de signalisation apparaitrait plus tard. La résistance a la leptine se
développe initialement au niveau du NA puis plus tardivement dans les autres noyaux
hypothalamiques (Miinzberg et al., 2004), suggérant en premier lieu un probleme d’accés de la
leptine vers ce noyau. De plus, Briggs et coll. ont montré que le phénomeéne de résistance
hormonale au niveau du NA chez les souris rendues obéses par |'alimentation était aussi
valable pour la ghréline. Ces résultats suggerent alors un probléme généralisé d’acces des
sighaux métaboliques au NA, ne faisant peut-étre pas intervenir les transports spécifiques a
chaque hormone. Notre modeéle d’acces des molécules périphériques par simple diffusion via
I'EM entre dans ce cadre et une dérégulation de ce systéme pourrait alors expliquer les

problémes d’hormonorésistance observés chez les souris obeéses.

3.2 Organisation structurale perturbée au niveau de ’'EM/NA

Nos résultats supplémentaires ont montré que 'organisation de I'EM est perturbée en
condition nourrie chez des souris rendues obeses et diabétiques par une alimentation riche en
graisse. En effet, les souris obéses possédent de nombreux vaisseaux fenétrés. Une
augmentation du nombre de vaisseaux est également observée dans le reste de
I’hypothalamus. Ce phénomeéne pourrait étre di a I'augmentation des taux de leptine étant
donné que cette hormone posséde des propriétés angiogéniques (Anagnostoulis et al., 2008 ;
Cao et al., 2001), ou encore a I'augmentation des taux VEGF associée au diabete (Sone et al.,
2000, Prakash et al., 2012). Concernant |'organisation des protéines de JS au niveau des
tanyctes, bien que les animaux obéses possédent plus de vaisseaux fenétrés au niveau de I'EM,
ces derniers ne sont plus associés a une organisation des protéines de JS en nid d’abeille. De
plus, la plasticité de I'EM induite par le jeline ne se produisait plus chez ces souris obéses.
Cette dissociation vaisseaux fenétrés/barriére tanycytaire et I'absence de plasticité de I'EM/NA
lors du jeQne pourraient alors modifier la diffusion des molécules périphériques vers le NA et
peut-étre expliquer les problémes d’acces des hormones périphériques vers le SNC.

Parmi les souris sous alimentation riche en graisse, environ 10 % des souris ne
développent pas d’obésité et de diabéte : ces souris sont dites résistantes au régime gras (DIO-
R). Elles sont moins grosses que des souris sous régime riche en graisse, et possedent une
glycémie comparable a celle des souris contréles. Ces souris DIO-R ont la particularité de

conserver la capacité a répondre au jeline par un remodelage exacerbé de I'EM. En condition
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nourrie, 'EM posséde une organisation similaire aux souris contréles; tandis qu’a jeun, le
nombre de vaisseaux fenétrés augmente tres fortement et les JS des tanycytes du NA forment
des nids d’abeille extrémement bien organisés. Contrairement aux souris obéses et
diabétiques, ces souris DIO-R ont une glycémie tres faible lors du je(ine. Cela suggére que
I’hypoglycémie est nécessaire a I'établissement de la plasticité de 'EM et que son absence chez
les souris obéses et diabétiques serait due au fait que leur glycémie reste importante méme a

jeun.

4. Le cas des autres OCVs

Dans nos études, nous nous sommes particulierement intéressés a I'EM car elle est
située a proximité du NA, un noyau clé dans la régulation de la prise alimentaire. Cependant,
dans le SNC, d’autres OCVs ont également été décrit, en I'occurrence I'OVLT, I'OSF, I’OSC, I'AP,
la glande pinéale, la neurohypophyse. Ces OCVs sont impliqués dans la régulation
homéostatique de nombreuses fonctions physiologiques telles que la régulation hydrique, de
la fonction cardiovasculaire ou de la reproduction (voir Tableau 2). Nous nous sommes donc
intéressés a I'organisation structurale de ces autres OCVs chez la souris male adulte et nous
avons montré que I'OVLT, I’OSF, et I’AP possedent une organisation similaire a celle de 'EM. En
effet, la paroi du ventricule au niveau de ces OCV présente des cellules épendymaires
spécialisées. Ces cellules sont de longues cellules bipolaires, ressemblant aux tanycytes de
I’'EM, et étant le siege d’une barriere épendymale. En effet, elles expriment des protéines de JS
comme l'occludine et ZO1, avec une configuration en nid d’abeille. Des injections iv et icv de
bleu Evans ont montré que cette configuration en nid d’abeille des JS rend le mur épendymaire
étanche. De plus, I'épendyme exprime la claudine 1, protéine de JS exclusivement retrouvée au
niveau des tanycytes et des cellules épithéliales des plexus choroides. Ainsi, la claudine 1
constituerait un marqueur des barriéres juxtaposant des vaisseaux fenétrés au niveau du SNC.
La présence de JS permettrait également une polarisation cellulaire et la possibilité d’effectuer
du transport transcellulaire : de nombreux indices d’un tel transport, comme des vésicules ou
des microvillosités, ont d’ailleurs été observés sur ces cellules épendymaires (Mestres and
Rascher, 1994).

Les similitudes structurales entre 'EM et les autres OCVs laissent supposer que ces
derniers pourraient également étre le siege de phénomenes plastiques. Par conséquent, nos
résultats ouvrent la voie a d’autres travaux en neuroendocrinologie destinés a élucider la
présence d’'un remaniement structural dans ces régions cérébrales nécessaire a la régulation

d’autres fonctions physiologiques.
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Ce travail de theése apporte un nouveau concept dans la régulation de la prise
alimentaire liée a I'équilibre glucidique. En effet, les tanycytes de I’hypothalamus médiobasal
seraient capables de détecter les variations glycémiques et de moduler, en réponse a celles-ci,
I’organisation structurale de la région. Ainsi, lors d’un jelne, les caractéristiques d’organe
circumventriculaire de I’'EM, a savoir la présence de vaisseaux fenétrés associés a des tanycytes
portant des propriétés de barriere, s’étend au NA hypothalamique. Cette réorganisation a pour
conséquence de sortir le NA de la zone protégée par la BHE et de permettre aux molécules
périphériques d’y accéder : de cette facon, le NA est a I'écoute de la périphérie afin de
rééquilibrer la balance énergétique.

Nos résultats supplémentaires ont également montré que ce systeme pouvait étre
perturbé en cas d’obésité. En effet, des souris sous alimentation riche en graisse présentent
une organisation de I'EM perturbée et non modulable. Ces perturbations pourraient étre mises
en relation avec les problémes d’accés des molécules périphériques vers le NA observés chez
ces souris. Afin de compléter cette étude, il nous faut désormais déterminer les causes de ce
probléme organisationnel et les moyens de le résoudre. Cela nous permettra par la suite de
déterminer si cette désorganisation de l'interface sang/cerveau au niveau de 'EM/NA est a

I’origine des hormonorésistances observées chez les souris obeses.

Pour cela, dans un premier temps, il nous faut poursuivre nos études sur les souris DIO,
notamment étudier I'implication du glucose dans le probléme d’organisation de 'EM/NA. En
effet, chez les souris non obéses, le glucose est un modulateur de I'interface sang/cerveau au
niveau de I'EM. Cependant, les souris DIO sont hyperglycémiques et ne présentent pas
d’hypoglycémie lors de mises a jeun. Ces problemes de régulation de la glycémie pourraient
alors étre a I'origine de la désorganisation de 'EM/NA et I'absence de plasticité induite par le
jeline chez les souris DIO. Il nous faudrait alors diminuer la glycémie des souris obéses pour
voir si on restaure une organisation normale de I'EM, puis d’induire une hypoglycémie pour
voir si on parvient a rétablir une plasticité de cette région cérébrale. Par la méme occasion,
nous pourrons étudier le passage de la leptine ou de la ghréline vers le NA afin de déterminer
un lien avec les hormonorésistances développées par les souris obéses.

Dans un second temps, il est maintenant indispensable de mieux comprendre
I'association entre les cellules endothéliales et les tanycytes. En effet, une étroite relation
existe entre ces deux types cellulaires. Dans notre étude, nous avons mis en évidence un

échange d’information des tanycytes vers les vaisseaux via la sécrétion de VEGF. Cependant,
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nous émettons I'hypothése qu’il existerait aussi des échanges dans |'autre sens. En effet, dans
toutes nos études, nous avons observé une organisation différentielle des protéines de JS en
fonction du phénotype du vaisseau contacté : si un tanycyte contacte un vaisseau fenétré, il
organise ses protéines de JS en nid d’abeille, tandis que s’il contacte un vaisseau BHE, ses
protéines de JS ne sont pas organisées. De plus, les JS tanycytaires ont la capacité de
s’organiser et se désorganiser rapidement : un tanycyte qui contactait initialement un vaisseau
BHE réorganise ses protéines de JS en nid d’abeille des lors qu’il contacte un vaisseau fenétré.
On peut alors émettre I’hypothése que la distribution différentielle des protéines de JS entre
les deux types de tanycyte (c'est-a-dire nid d’abeille versus marquage diffus) ainsi que
I'expression différentielle des protéines de JS (claudine 1 ou non) pourraient étre une
conséquence directe d’'une communication entre les tanycytes et les cellules endothéliales.
Ainsi, des expériences a mener par l'utilisation de culture de tanycytes seraient de déterminer
le type de communication tanycytes/cellules endothéliales, et 'existence de facteurs solubles
impliqués dans ce phénomeéne. Par ailleurs, il sera aussi nécessaire de monter un modele in
vitro de barriére tanycytaire. Il nous permettrait d’étudier a la fois les mécanismes impliqués
dans la transcytose de molécules via les tanycytes, mais aussi de déterminer les causes de la
désorganisation de l'interface sang/hypothalamus chez les souris rendues obéses par une
alimentation riche en graisse. On pourrait alors tenter de trouver des solutions pour restaurer

le systéeme.

Finalement, nos résultats permettent également d’envisager des champs de recherche
beaucoup plus larges. Tout d’abord, étant donné que I’hypothalamus médiobasal est une
région impliquée dans la régulation de nombreuses autres fonctions telles que la reproduction
ou la réponse au stress, nous pourrions dans un premier temps déterminer si la plasticité de
I'interface sang/hypothalamus au niveau de I'EM se déroule aussi lors d’autres événements.
Par ailleurs, les similarités organisationnelles observées entre 'EM et les autres OCVs laissent
supposer que ces derniers pourraient également étre le siége de phénomeénes plastiques. Par
conséquent, nos résultats ouvrent la voie a d’autres travaux en neuroendocrinologie destinés a
élucider la présence d’un remaniement structural dans ces régions cérébrales nécessaire a la

régulation d’autres fonctions physiologiques.
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Editorial

Flipping the tanycyte switch: how circulating signals gain direct access to the metabolic brain

Vincent Prevot, Fanny Langlet, and Benedicte Dehouck

The survival of an organism relies on its ability to
promptly, effectively and reproducibly communicate
with brain networks that control food intake and energy
homeostasis [1, 2]. Although the access of most
circulating factors to the brain requires transcellular
transport across the blood-brain barrier, certain
hypothalamic areas that play a critical role in the control
of appetite and body weight, such as the arcuate nucleus
of the hypothalamus (ARH), might require direct access
to peripheral homeostatic signals by a privileged route
that bypasses brain barriers. The question as to whether
such a route exists and can be modulated to meet
physiological demands in response to changes in
feeding status is largely unexplored, and represents an
issue central to our understanding of the mechanisms
controlling energy balance and metabolism [3]. In a
recent study, we have established a new physiological
concept in the regulation of energy homeostasis by
showing that the nutritional status of an individual
modulates the permeability of discrete blood-
hypothalamus barriers to circulating metabolic signals,
permitting them to directly access a subset of ARH
neurons [4].

Many metabolic activities are coordinated by neurons of
the ARH [1, 2]. This regulation is primarily mediated
by the balance between anorexigenic neurons
expressing  proopiomelanocortin - (POMC)  and
orexigenic neurons expressing neuropeptide Y (NPY)
and Agouti-related protein (AgRP). For example, under
fasting conditions, decreased systemic levels of
nutrients (e.g. glucose) and changes in related hormone
levels (e.g. decreased leptin and increased ghrelin) act
to activate NPY/AgRP neurons and inhibit POMC
neurons in the hypothalamus. This leads to a marked
anabolic state within the hypothalamus that translates
into a potent stimulus for the animal to seek and ingest
food. The ARH lies adjacent to the median eminence,
which contains a blood-cerebrospinal fluid (CSF)
barrier (see Figure 1) composed of tanycytes,
specialized hypothalamic glia that line the floor of the
third ventricle and extend processes to contact a
specialized capillary plexus [4]. The endothelial cells of
this median eminence capillary plexus are unique in

being fenestrated and their permeability allows for the
passive and rapid extravasation of the majority of
nutrients and metabolic hormones circulating in the
pituitary portal blood (i.e., with molecular sizes bellow
20 kDa) [5]. However, the restriction of this capillary
fenestration to the median eminence [4] together with
the occurrence of tight junction complexes between
adjacent tanycytes that act as a physical barrier [4],
sequesters these molecules within the median eminence
and prevents their diffusion to the rest of the brain via
the CSF in animals fed ad libitum [4] (Figure 1). In
contrast, in fasting mice, dips in blood glucose levels,
likely perceived by tanycytes themselves thanks to their
glucosensing properties [6], trigger VEGFA expression
in these cells, and VEGF accumulation in the median
eminence acts on endothelial VEGFR2 to promote the
fenestration of capillary loops that reach the ARH [4].
In consequence, some target neurons in the ventro-
medial ARH are no longer insulated by the blood-brain
and blood-CSF barriers but become directly exposed to
peripheral metabolic signals, a process that is aided by
the sealing of the paracellular space between the
parenchyma and the CSF by the reorganization of the
tight junction complexes of tanycytes that contact these
newly permeable microvessel loops (Figure 1) [4]. This
situation is reversed upon refeeding. The increased
accessibility of the ARH during fasting is confirmed
both by the leakage of intravenously injected dye into
the ventromedial ARH [4] and by the increased binding
of blood-borne fluorescently-labeled ghrelin, an
orexigenic hormone, to NPY/AgRP neurons [5], a
phenomenon associated with a hyperphagic response
upon refeeding [4]. Together, these findings suggest
that VEGF-mediated structural changes at the brain-
hypothalamic barrier, by modulating the access of
blood-borne metabolic substrates to the ARH, play an
important role in the adaptive response to fasting.

The median eminence is not the only brain region to
exhibit this kind of gliovascular organization [7]. For
example, both fenestrated capillaries and neurons
capable of sensing metabolic signals are found in the
brainstem region containing the area postrema. Whether
nutritional status modulates the plasticity of blood-CSF
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barriers in this or other regions needs to be determined
in future studies. Similarly, the pathophysiological
implications of this reorganization of endothelial
fenestration/tight junction complexes also remain to be

explored. For instance, are these fasting-induced blood-
hypothalamic barrier changes altered in animal models
of diet-induced hormone resistance? Is VEGF-A
signaling involved in the control of physiological and/or
high-fat-diet-induced neurogenic activity in hypotha-

lamic tanycytes [6]? Is the attenuated response to
fasting in aged animals [8] associated with altered
vascular/glial reorganization in the median eminence?
And finally, could this VEGFdependent brain-
hypothalamus barrier plasticity hold therapeutic potential
for treating dysfunctions of the neuroendocrine control of
energy homeostasis in hormone-resistant individuals [8]?
The piecing together of these and other parts of the
metabolic puzzle promises to be quite exciting!

Disassembled tanycytic tight junctions
Assembled tanycyte tight junctions
N afl» Leaky fenestrated microvessels
Diffusion of blood-borne molecules
VMH 4 into the brain
pEan)

Leptin Ghrelin
Glucose Fatty acids
Ghrelin Leptin
Fatty acids Glucose

Figure 1. Schematic diagram illustrating structural differences between the median eminence and
ARH of mice fed ad libitum and fasting mice, and their effects on the diffusion of blood-borne signals
into the brain. The arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH) lies lateral to the third ventricle (3V) and
immediately dorsolateral to the median eminence (ME). In mice fed normally (left half of the figure), the
fenestrated blood vessels of the ME permit the local diffusion of macromolecules from the circulation, while vessels
in the ARH proper exhibit blood-brain barrier properties that block this diffusion (not shown). Hence, circulating
metabolic signals whose levels are high in the fed state (e.g., leptin and glucose) require BBB transport to access
ARH neurons. Under these conditions, tight junctions (green) between tanycytes line the ventricular wall of the ME,
preventing the diffusion of circulating factors into the 3V and CSF. During fasting or energy restriction (right half of
the figure), the levels of hormones such as ghrelin rise, along with products of lipolysis (e.g., fatty acids), while
leptin and glucose levels fall. Concomitantly, some ME vessels extending into the ARH become fenestrated, while
the tight junction barrier along the 3V extends dorsally. These changes allow the freer diffusion of circulating signals
that indicate energy restriction to ARH cells, including AgRP/NPY neurons that lie in the ventromedial ARH, while
preventing the access of these substances to the rest of the brain through the CSF. The focal plasticity of this dual-
faceted blood-hypothalamus barrier thus enhances the orexigenic/anabolic response to energy deficits.
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ABSTRACT:

Increasing clinical and therapeutic interest in the neurobiology of eating disorders reflects
their dramatic impact on health. Chronic food restriction resulting in severe weight loss is a
major symptom described in restrictive anorexia nervosa (AN) patients, and they also suffer
from metabolic disturbances, infertility, osteopenia and osteoporosis. Restrictive AN, mostly
observed in young women, is the third largest cause of chronic illness in teenagers of
industrialized countries. From a neurobiological perspective, AN-linked behaviours can be
considered an adaptation that permits the endurance of reduced energy supply, involving
central and/or peripheral reprogramming. The severe weight loss observed in AN patients is
accompanied by significant changes in hormones involved in energy balance, feeding
behaviour and bone formation, all of which can be replicated in animals models. Increasing
evidence suggests that AN could be an addictive behaviour disorder, potentially linking
defects in the reward mechanism with suppressed food intake, heightened physical activity
and mood disorder. Surprisingly, the plasma levels of ghrelin, an orexigenic hormone that
drives food-motivated behaviour, are increased. This increase in plasma ghrelin levels seems
paradoxical in light of the restrained eating adopted by AN patients, and may rather result
from an adaptation to the disease. The aim of this review is to describe the role played by
ghrelin in AN focusing on its central vs peripheral actions. In AN patients and in rodent AN
models, chronic food restriction induces profound alterations in the « ghrelin » signalling that
leads to the development of inappropriate behaviours like hyperactivity or addiction to food
starvation and therefore a greater depletion in energy reserves. The question of a transient
insensitivity to ghrelin and/or a potential metabolic reprogramming is discussed in regard of
new clinical treatments currently investigated.
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Introduction

Feeding is a behaviour that ensures an adequate and varied supply of nutritional substrates
essential to maintain energy levels for basal metabolism, physical activity, growth and
reproduction and hence, for survival of every living organism on Earth. In the case of
mammals, that must maintain a stable body temperature, the maintainance of a high metabolic
rate requires constant availability of a sufficient amount of energy stores. The tight balance
between energy demand and expenditure is fine-tuned by an adapted dialog between
homeostatic and hedonic brain systems that are regulated by peripheral signals involved in
feeding behaviour and energy homeostasis. Mechanisms for feeding control remain a current
and crucial scientific subject for understanding the etiology and potential therapeutic
approaches for the treatment of food intake disorders that include obesity, on one hand, and
severe forms of anorexia nervosa (AN) on the other.

Voluntary anorexia is a disease not unique to man and has even been described in many
vertebrate species that favour migration activity (Wang et al., 2006). In this case, surviving
food deprivation involves an adaptation of metabolism, such that internal energy stores
available at the onset of fasting are used to maintain basal metabolism and physical activity.
The biochemical and physiological adaptations that result from a lack of food help to preserve
physiological function in order to maintain behaviours like food-seeking or predator
avoidance and also, to resume all metabolic processes necessary when food becomes
available. However, absolute or long term food deprivation observed in nature or in restrictive
AN proceeds in stages in which the individual/organism tries to adapt its metabolism to
energy costs but that culminates in death, due to exhaustion of energy stores. As clearly
described by Wang et al. (2006), the different stages progress from fasting to starvation, but
“The demarcation between these two states is rarely appreciated, perhaps owing to lack of
definition. In humans, fasting often refers to abstinence from food, whereas starvation is used
for a state of extreme hunger resulting from a prolonged lack of essential nutrients. In other
words, starving is a state in which an animal, having depleted energy stores, normally would
feed to continue normal physiological processes”. Briefly, three metabolic phases are
described during food deprivation (Wang et al., 2006) where energy metabolic adaptations
occur to allow supply of fuel in the different parts of the organism, especially the brain (see
Table 1). In regard to these metabolic stages, the transition from fasting to starvation occurs
by the end of phase II or the beginning of phase III. Thus, voluntary anorexia as seen in
restrictive AN should correspond to phases I and I1.

Restrictive AN is a feeding behaviour disorder for which severe chronic food restriction
causes dramatic physiological and psychological effects that are detrimental for health. AN is
most prevalent in women aged of 25 years old or younger (whose BMI reaches values largely
below 18.5 kg/m?) and is currently the third largest cause of chronic illness in teenagers
(Lucas et al., 1991). The prevalence of AN has drastically increased within recent decades. It
leads to central and/or peripheral reprogramming that permits the individual/organism to
endure a reduced energy supply. These drastic conditions not only induce severe weight loss
and metabolic disturbance, but also infertility, osteopenia and osteoporosis. Moreover, AN is
increasingly recognised as an addictive behaviour disorder. *-Indeed, many of its common
primary characteristics — food obsession coupled with food restriction, weight loss,
heightened physical activity and the strong association with mood disorder (such as anxiety or
depression), strongly suggest a potential alteration of the central (dopaminergic) reward
system.
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AN patients exhibit significant changes in the release of key hormones involved in energy
balance and feeding control (Hasan and Hasan, 2011). For example, the plasma levels of
ghrelin, an orexigenic hormone mostly released from the empty stomach, are increased in AN
patients along all the day (Germain et al., 2009, 2010). This hormone acts centrally to
increase food intake (Wren et al/, 2001a,b) and food-motivated behaviour (Skibicka et al.,
2012), but has also been suggested to be required for the maintenance of blood glucose
homeostasis during severe calorie restriction (Zhao et al., 2010). The increases in plasma
ghrelin levels in AN seem paradoxical in light of the restrained eating adopted by these
patients and suggest an adaptive response to the disease. In regard to the metabolic
deficiencies occurring in restrictive AN (see infra), the aim of this review is to highlight the
impact of ghrelin in the adaptation of the organism to chronic food restriction until it falls into
exhaustion and death. A better understanding of the role of this gastric hormone in
dysfunctional AN-like feeding behaviour is important when evaluating its therapeutic
potential for the treatment of AN, envisaged to be used alongside mainstay psychiatric and
nutritional therapies.

1. Physiological alterations in anorexia nervosa
1.1. Types and subtypes of Anorexia nervosa: new DSM-V classification

Chronic food restriction is linked to several disorders classified in DSM-V (Diagnostic and
Statistical Manuel of Mental Disorders). In the provisional version of DSM-V (of spring
2012; http://www.dsm5.org/meetus/pages/eatingdisorders.aspx), the Feeding and Eating
Disorders category includes three disorders as manifested by persistent failure to meet
appropriate nutritional and/or energy needs and significant weight loss, AN,
avoidant/restrictive food intake disorder (ARFIDO), and atypical AN.

Diagnostic criteria for AN includes the restriction of energy intake relative to requirements, a
drastic significant loss of body weight, an intense fear of gaining weight, body image
disturbance and/or a persistent lack of recognition of the seriousness of the current low body
weight. In a recent review (Garcia et al., 2011), the lifetime prevalence of AN was estimated
to be 1.9% in female adults to 2.6% in female adolescents in industrialized countries. In the
binge-eating/purging subtype, the individual engages in recurrent episodes of binge eating or
purging behaviour while such episodes do not occur in the restricting subtype. Patients from
these two subtypes also exhibit differences in eating disorder symptom indicators (Olatunji et
al., 2012). However, the subtype determination at the time of the diagnosis should be
considered carefully since, over a 7-year period, the majority of women with AN were found
to cross over to the restricting and binge eating/purging AN subtypes (Eddy et al., 2008). In a
21-year follow-up study, Lowe et al. (2001) showed that 16% of AN patients deceased due to
consequences of their illness: about 50% died because of somatic complications leading to
heart attack and the remainder committed suicide. Moreover, mortality is significantly more
common among inpatients with somatic comorbidity (like renal, cardiac, bone and digestive
pathologies) than among inpatients without a somatic disease (Erdur et al., 2012). Finally,
among the psychiatric comorbidities, AN is often associated with depression, anxiety,
obsessive compulsive or personality disorders and drug abuse (Erdur et al., 2012). Whether
AN resembles an addiction behaviour disorder remains one major question for physicians and
researchers alike. The criteria proposed by Goodman (1990) to identify addictive disorder
(Table 2) are found in AN patients. Indeed, Speranza et al. (2012) showed that 35% of the
restrictive AN subtype patients, 48% of the binge eating/purging AN subtype patients and
60% of the patients have substance-use disorders and hence, exhibit an addictive disorder
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according to Goodman’s criteria. From these criteria, an emerging hypothesis of AN
implicates neurobiological mechanisms (and hence, investigation strategies for treatments and
diagnostic markers) that are based on a reward deficit and on the recognition as an addictive
behaviour disorder (Alguacil et al., 2011). In fact, among the different theories linking AN
and addiction, interestingly, the “auto-addiction opioid model” proposes that this chronic
eating disorder could represent an addiction to the body’s endogenous opioids, especially 3-
endorphins (see Davis and Claridge, 1998). Starvation and excessive exercise, that concern a
high percentage of AN patients (Davis et al., 1997; Kohl et al., 2004), are associated with
increased levels of B-endorphin, known to further stimulate dopamine in the mesolimbic
reward centers (Bergh and Sodersten, 1996; Casper, 1998). This mesolimbic pathway plays a
pivotal role in addictive behaviours related to drugs and dietary behaviours (Avena and
Bocarsly, 2011; Perell6 et Zigman, 2012). Importantly, this mesolimbic dopamine pathway is
activated by ghrelin (Jerlhag et al., 2006; Abizaid et al., 2006)) (see infra) and, since AN
patients have high plasma ghrelin levels (Germain et al., 2009, 2010), it follows that there
may be a dysfunational ghrelin-(dopamine) reward signal in these patients. However, as
discussed by Barbarich-Marsteller et al. (2011), there are fundamental differences between
AN and addiction. Indeed, the main goal of an individual suffering from a substance abuse
disorder is to pursue the immediate effects of the drug on mood and/or behaviour (alleviation
of anxiety, for example), whereas the goals of an AN patient are both immediate and long-
term. In these patients, dieting and starvation produce immediate feelings of hunger that may
induce a sense of control over one’s body and thereby a sense of control over one’s life while,
in the long-term, it produces sustained weight loss and thinness that take on an irrationally
important value.

In the Avoidant/Restrictive Food Intake DisOrder (ARFIDO), insufficient food intake is
associated with significant weight loss, nutritional deficiency, dependence on enteral feeding
or nutritional supplements and/or a marked psychosocial dysfunction. In these patients, the
eating disturbance does not occur exclusively during the course of AN, and is not associated
with body image disturbances. ARFIDO is a new recognized eating disorder previously
classified in the left over category Eating Disorder Not Otherwise Specified (EDNOS)
corresponding to the majority of in-and-out patients treated for eating disorders. Its
prevalence remains to be determined.

The last disorder, atypical AN, is in the EDNOS category. It includes all the criteria for AN
diagnosis except that, despite significant weight loss, the individual’s weight is within or
above the normal range. The lifetime prevalence of atypical AN ranges from 2.4% in female
adults to 7.7% in female adolescents (Garcia et al., 2011).

Considering this recent classification, in this review we focus on restrictive AN in which the
individual is subjected to chronic food restriction that may or may not be associated with
intense physical exercise. In fact, the course of AN is extremely variable, with approximately
50%- 60% of individuals recovering, 20%-30% partially recovering, and 10%-20% remain
chronically ill (Fisher, 2003 ; Lowe et al., 2001). The unknown etiology of AN renders this
complex psychiatric disease difficult to treat and current pharmacological treatments have
little efficacy during the acute phase of illness or in preventing relapse (Barbarich-Marsteller,
2007). However, the physiological alterations induced by severe chronic food restriction
impact on peripheral compartments (fat, bone, reproductive axis, energy balance) and on
central pathways (reward, food intake, mood regulation, etc.) for which the outcome is
usually similar whatever the initial cause (personal history, infancy trauma, socio-cultural
pressions, personality traits, neurobiological, genetic background, etc.). Some authors even
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support the view that the physiological mechanisms involved in the regulation of feeding
behaviour in AN might, in many neurobiological effects, parallel those of obesity. As recently
suggested by Jacquemont et al. (2011): “abnormal eating behaviours, such as hyperphagia
and anorexia, could represent opposite pathological manifestations of a common energy-
balance mechanism, although the precise relationships between these mirror phenotypes
remain to be determined”’. Thus, the development of effective/new pharmacological
treatments for this disease area would be enhanced if the mechanisms maintaining the
abnormal behaviours characteristic of AN are better understood.

1.2. Central and peripheral alterations in anorexia nervosa

Whatever the initial and causal factors leading to AN, all patients display similar energy
metabolic deficits and are unable to adapt their feeding behaviour to energy demand and
costs. In this state, survival requires the development of physiological changes that drive the
individual/animal to adapt itself to these drastic conditions. Among all of the variations
induced by chronic food restriction, the endocrine, immune, bone, and metabolic changes first
allow adaptations to starvation, and are subsequently often directly involved in the
complications of the disease (Estour ef al., 2010). In addition, some of the feeding-regulatory
factors are also involved directly (or not) in the modulation of reward-related and
motivational processes, as well as in cognition and emotions associated with the disease. It
should be noted that some of these endocrine changes persist after recovery and might
contribute to susceptibility for AN recurrence (Lawson and Klibanski, 2008).

Among the biological factors whose levels are altered in AN patients, neurotransmitters and
neuropeptides regulating appetite and feeding may contribute to some of the occurring central
perturbations (Table 3). Overall, a high degree of heterogeneity has been observed between
studies, for most of the assayed factors (plasma and cerebrospinal fluid samples). This
heterogeneity could be explained by differences in the clinical characteristics of the samples
(as severity and duration of the illness or subtype) and/or the increasing reliability of the
methods used to ascertain factor concentrations over the last two decades. Consequentially, it
is impossible to link any tendency in changes of levels and/or sensitivity to (an)orexigenic
factors to AN, necessitating further investigation.

Systemic hormones directly regulating food intake have been widely studied in AN patients
(Table 4). However, some anorexigenic hormones such as leptin decrease while others, such
as peptide YY3.36 (PYY3.36), increase. The same pattern is also observed for the orexigenic
hormone, ghrelin (see infra). There exists sparce and contradictory data about the
anorexigenic factors cholecystokinin (CKK) and glucagon-like peptide 1 (GLP1) in relation
to this disease area rendering, it difficult to interpret observed variations in the context of AN.
Concerning PYY3.36, most studies reported increased levels; although an anorexigenic
peptide, this increase is difficult to explain as PY Y3.36 is normally released in response to food
intake. On the contrary, around 50 studies relate a very low leptin blood level in AN patients
compared to a healthy matched control population (Table 4). This endogenous signal of
energy stores is positively correlated to body mass index. Leptin is considered to be a good
predictor of growth hormone (GH) burst, cortisol, estradiol and thyroid hormone levels and its
receptor is widely distributed throughout the body suggesting a pivotal role in mediating the
hormonal adaptation to chronic starvation. Furthermore, AN patients display high plasma
levels of adiponectin, another adipose-derived circulating cytokine. This anorexigenic
hormone plays an important role in energy homeostasis and insulin sensitivity. The high
levels of adiponectin in AN might contribute to the higher insulin sensitivity found in these
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patients. Indeed, insulin levels are usually strongly decreased that could be related to the
hypoglycaemia observed in AN patients.

More than 90% of adult women with AN are osteopenic, and almost 40% are osteoporotic at
one or more sites (Grinspoon et al., 2000). Osteopenia and osteoporosis are frequent
consequences of AN, that very often persist after weight gain. Moreover, as synthesized by
Confavreux et al. (2009), “bone can now be considered as a true endocrine organ secreting
osteocalcin, a hormone pharmacologically active on glucose and fat metabolism. Indeed
osteocalcin stimulates insulin secretion and B-cell proliferation. Simultaneously, osteocalcin
acts on adipocytes to induce adiponectin, which secondarily reduce insulin resistance”. For
these reasons, studies comparing bone turnover markers in AN patients with healthy control
are presented in Table 5. Anorectic patients display increased levels of bone resorption
markers and decreased bone formation markers. We may conclude that the bone mass
alteration in patients with AN is dual: an increase of resorption and a decrease of bone
formation. Moreover, the decrease in osteocalcin level could also contribute to the
hypoinsulinemia and hyperadiponectinemia usually described.

A number of other endocrine disturbances have also been described in AN patients (Table 6).
Hypothalamic-pituitary-adrenal axis deregulation is commonly suggested in AN. Indeed, AN
is characterized by hypercortisolemia (Table 6) and, as mentioned by Miller et al. (2011):
“overnight blood cortisol levels are inversely associated with bone mineral density and
positively associated with severity of depression and anxiety symptoms in women with
anorexia nervosa (Lawson et al., 2009). Therefore, hypercortisolemia may also contribute to
the severe bone loss incurred and the highly prevalent psychiatric comorbidities in women
with anorexia nervosa”. Hypothalamic amenorrhea is another characteristic feature of AN,
and has been attributed to a state of severe energy deficit from restricted energy intake,
increased energy expenditure or both. Women and adolescent girls with AN have lower levels
of estradiol, luteinizing hormone (LH), and for some of them follicle stimulating hormone
(FSH) (Table 6). The low levels of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and insulin may also
contribute to this hypogonadal state and impact on bone turnover. The GH/IGF-1 axis is also
altered in most of the studies (Table 6). Indeed, AN is associated with a nutritionally acquired
hepatic resistance to GH with decreased production of IGF-1 and increased GH levels. Such
an increase is due to a reduced feedback at the level of the pituitary and hypothalamus from
low IGF-1 levels, and high levels of ghrelin (Table 4, see infra). Most studies report low
levels of T3 and/or T4 thyroid hormones in patients with AN (Table 6). T3 and T4 plasma
levels are enhanced by leptin administration in women with AN, and the levels of these three
hormones are positively associated (Haas et al., 2005; Misra et al., 2005a). Moreover, ghrelin
is known to inhibit the release of pituitary thyroid stimulating hormone (Wren et al., 2000),
and studies indicate negative correlations between ghrelin and thyroid hormones plasma
levels in AN (Misra et al., 2005c). These data suggest that low leptin and high ghrelin levels
may contribute to lower thyroid hormone levels in AN. Finally, inflammatory cytokines were
assayed in AN patients and matched healthy controls (Corcos ef al., 2003). Data did not show
significant variations suggesting that AN might not have an inflammatory component.

1.3. Animal models of chronic food restriction: a way to decipher the physiological
mechanisms of anorexia nervosa

The use of appropriate animal models mimicking most of the physiological changes occurring
in AN might help to determine more precisely the potential mechanisms, central and/or
peripheral, involved in the early adaptive state that preceds exhaustion of the
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individual/animal. However, developing and using animal models of psychiatric disorders is
inherently difficult due to the complex nature of these illnesses. In the literature, numerous
models of genetic deficient mice for one or multiple genes involved in the regulation of
feeding behaviour/reward/energy balance have been developed (for review see Kim, 2012;
Siegfried et al., 2003). These genetic models give essential mechanistic data related to one
specific pathway but do not completely mirror the symptoms observed in human disease
(Willner, 1984; Smith, 1989). Indeed, the use of more “environmental models” that mimic
most of the physiological symptoms of AN are preferred as they provide insight regarding
how the disease might progress towards exhaustion. Initially, the most widely used animal
model, whatever the species, is the chronic food restriction model (for review see Kim, 2012).
However, it does not take into account several conditions observed in AN patients that are
self-starvation, hyperactivity and chronic stress. The rat model of self-starvation developed by
Routtenberg and Kuznesof (1967) consists in housing one rat in a cage equipped with a
running wheel and submitting the animal to a food restriction (1 h-feeding per day). This
model later coined the term “the activity-based anorexia (ABA) model”. It produces a rapid
decrease in body weight and food intake, hyperactivity, hypothermia, loss of estrus and an
increase in HPA axis activity (Hall et Hanford, 1954; Routtenberg and Kuznesof, 1967;
Burden et al., 1993). Moreover, in this model, the rats eat less than inactive rats fed with the
same schedule, and can even starve themselves to death. In the ABA model, the long-term
exposure (few days) to low leptin and high ghrelin levels, induced a tissue-specific
expression pattern of ghrelin and leptin receptors (Pardo et al., 2010). Furthermore,
Verhagen et al. (2011) found that plasma ghrelin levels are highly associated with food
anticipatory behaviour, measured by running wheel activity in rats. This effect is
dependent of the central ghrelin signaling system via GHS-R1A. In many aspects this model
mimics numerous physiological alterations observed in AN. However, as specified by
Klenotich and Dulawa (2012), the ABA paradigm is strongly dependent upon factors that
amplify or reduce some parts of the phenotype, i.e. the choice of rodent strain (more or less
resistant to ABA, Gelegen et al., 2007), the sex of animal (female are more vulnerable to
ABA), the age (younger animals are more susceptible to ABA), the temperature (increasing
the temperature to 32°C strongly reduces the ABA behaviour, Cerrato et al., 2012), the time
of the day the animals receive food and the hydration/dryness of the food. In fact, Boakes and
Juraskova (2001; Boakes, 2007) demonstrated that the “self-starvation” observed in ABA rats
might reflect both the reduced palatability of the dry chow for a dehydrated animal and satiety
signals from a stomach full of water. Thus, giving hydrated food during the lh-feeding
schedule completely abolishes the ABA phenotype (rapid weight loss, hyperactivity, etc.).
Currently, we are developing an adaptation of the ABA model in female mice that aims to
follow the long term (more than 2 weeks) physiological alterations induced by a combination
of physical activity and 50% food restriction. Our recent results, involving a 2-week protocol,
indicate that our selected ABA model induces a rapid and stable loss of weight, changes the
circadian locomotor activity, alters energy balance (corresponding to the passage from phase I
to phase II; Table 1), induces hypoglycaemia, hypoleptinemia, hyperghrelinemia and a central
alteration in the hypothalamic feeding centers (Méquinion, personal data). Thus, the
combination of exercise (in running wheels) and food deprivation following a certain
schedule might be considered as two important chronic stress factors that could reinforce the
weight loss by modifying feeding behaviour, as observed in our study. Other models based on
chronic stress that are associated with food deprivation use tail pinching, cold swimming
(Shimizu et al., 1989, Wong et al., 1993) or separation. We choose this last model, named
“Separation-Based Anorexia” (SBA) to study the impact of chronic stress associated with
caloric insufficiency. In our protocol, 8-week old female mice are separated and fed with a
time-restricted food access for up to 10 weeks. Our recent results showed a 20-25% body
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weight loss with a cumulative food intake just under that of the control group. Moreover,
SBA mice displayed reduced lean, fat and bone masses associated with hypoleptinemia and
alteration in GH/IGF-1 axis. Finally, an alteration of the oestrous cycle was also observed
(Zgheib, personal data).

To date, these described “environmental animal models” (ABA and SBA) remain the only
models that enable long term studies of how chronic food restriction impacts upon physiology
at different levels (energy balance, reproduction, bone/fat regulation, etc.), and of the
mechanisms responsible for the sustenance of these alterations on different tissues often not
available on patients (brain, bones, fat, muscle, liver, etc.). They will also facilitate
determination of whether the dramatic outcome of the patients might be related to a specific
dysregulation of one or many biological factors that can be considered as a marker of the
disease and potentially also in its evolution. In addition, ABA and SBA models exhibit good
face validity for most of the physiological symptoms of AN.

2. Ghrelin a key energy balance hormone: role in anorexia nervosa
2.1. Origin and biosynthesis of ghrelin

Ghrelin is a 28 amino acid, initially isolated from rat stomach (Kojima et al., 1999). The
preproghrelin messenger RNA (mRNA) is mainly expressed in the X/A-like oxyntic gland
cells of the gastric fundus mucosa equivalent to P/D1 cells in humans (Bordi, 2000). Ghrelin
is also produced in other parts of the gastrointestinal tract, and it is expressed at lower levels
in pancreas, kidney, testis, placenta and bone (Gnanapavan et al, 2002; Gonzales ef al., 2008)
and hypothalamic neurones (Cowley et al., 2003). The 117 amino acid preproghrelin is
processed by cleavage and results in two peptides (Figure 1): obestatin and proghrelin (Jeffery
et al., 2005). Des-acyl ghrelin is then cleaved from the 94 amino acid proghrelin precursor by
enzymes like the prohormone convertase 1/3 (Zhu et al., 2006). This 28 amino acid peptide is
modified post-translationally in the active acylated form of ghrelin, capable to bind to its
receptor, the growth hormone secretagogue receptor 1a (GHS-R1a). The octanoylation at the
third N-terminal amino acid, usually serine (Kojima et al., 1999), is catalysed the enzyme
ghrelin octanoyl-acyltransferase (GOAT, Yang et al, 2008), which is expressed
predominantly in the stomach, gut and pancreas, but also at other sites (Kang et al., 2012).
Ghrelin concentrations in blood comprise principally des-acyl ghrelin (85%-90%) and in
lesser amounts acyl-ghrelin (10%—15%) and C-terminal proghrelin peptides (Pemberton and
Richards, 2007).

2.2. Ghrelin receptor and distribution

Ghrelin is the only known ligand to bind to GHS-R1a (Howard et al., 1996, Gutierrez et al.,
2008). This receptor belongs to the G-protein coupled receptor family (GPCR) (Holst and
Schwartz 2006) and has two variants, GHS-R1a and GHS-R1b, which are splice variants of
the same gene. Type 1a is the full-length, seven-transmembrane domain receptor, and the type
1b isoform is a C-terminally truncated, five-transmembrane domain variant (Kojima et al.,
1999). Only the GHS-R1a is fully functional, binding mostly with acylated ghrelin on Gag-
protein, whereas the 1b isoform is thought to be physiologically inactive. It should be noted
that desacyl-ghrelin does not compete with acyl-ghrelin for GHS-R1a to any significant
extent. Indeed, supraphysiological concentrations of desacyl ghrelin are necessary to allow
binding and activation of GHS-R1a (Veldhuis and Bowers, 2010; Delhanty et al., 2012).
Although derived from the same precursor, obestatin is a cognate ligand for the orphan
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receptor GPR39, another member of the ghrelin receptor subfamily (McKee et al., 1997,
Holst et al., 2004).

GHS-R1a is abundantly expressed within the CNS. Notably, a large population of GHS-R1a-
expressing neurones are located in the hypothalamic arcuate nucleus (ARC), which has a
crucial role in energy balance control. Other hypothalamic areas expressing this receptor of
relevance for feeding control include the ventromedial hypothalamus (VMH), paraventricular
nucleus  (PVN), anteroventral preoptic nucleus, anterior hypothalamic area, lateral
hypothalamic area (LHA), suprachiasmatic nucleus, supraoptic nucleus, and the
tuberomammillary nuclei (Guan et al., 1997; Gnanapavan et al., 2002; Camifia 2006; Harrold
et al., 2008). Moreover, mRNA studies also demonstrate the presence of this receptor in
limbic and mesolimbic structures known to be involved in motor control, emotional reactivity
and reward/motivation systems such as the hippocampus (dentate gyrus, CA2 and CA3
regions), pars compacta of the substantia nigra, ventral tegmental area (VTA), raphe nuclei,
laterodorsal tegmental nucleus (Guan et al., 1997; Zigman et al, 2006) and amygdala
(Alvarez-Crespo et al., 2012). In the periphery, GHS-R1a is expressed in different tissues and
organs implicated in energy balance, e.g. in the anterior lobe of the pituitary on somatotroph
cells (Briggs and Andrews, 2010), pancreas, spleen, stomach, intestine, heart, thyroid, gonads,
adrenal, liver, skeletal muscle and adipose tissues (Papotti et al., 2000). The truncated form is
also found in various tissues but its exact role is not well known (Gnanapavan et al., 2002;
Camina et al., 2006). Interestingly, GHS-R1a is constitutively active even when unstimulated
by the afferent ghrelin signal (Petersen et al., 2009). Finally, ghrelin receptors are able to
interact with other receptors to form homo- or hetero-dimers, like GHS-R1a/GHS-R1a and
GHS-R1a/GHS-R1b (Chow et al., 2012). Co-expression of the truncated variant of ghrelin
receptor with the full length variant attenuated the constitutive signalling probably because
the translocation of the ghrelin receptor from the plasma membrane to the cell nucleus is
decreased (Mokrosinski et al., 2010). GHS-R1a also appears to heterodimerize with other
GPCRes, at least in in vitro test systems, and can explain the differential ghrelin signalling
(review in Schellekens et al., 2010). Heterodimerization of GHS-R1A with the dopamine
receptor D2 has recently been shown to occur in mouse hypothalamic neurones that regulate
appetite (Kern et al., 2012) Since GHS-R1a acts as an allosteric modulator of D1 and D2
signalling, this finding implies a functional role for the expressed GHS-R1a in brain areas that
may be less accessible to peripherally produced ghrelin and where there is no local production
of ghrelin (Jiang et al., 2006; Kern et al., 2012).

2.3. Roles of ghrelin

In line with the broad expression of ghrelin and its receptor, this hormone is involved in
multiple biological functions, many of which are linked to feeding control. Initially, this gut-
brain signal was shown to have direct pituitary GH-releasing effects, reproducing the known
effects of the so-called growth hormone secretagogues (GHS). This term refers a group of
synthetic GHS-Rla ligands, the first group of which was derived from metenkephalin
(described by Bowers et al. (1977)) and included the hexapeptide GHRP-6 (Bowers et al.,
1984) that is now recognised as a synthetic ghrelin mimetic. Both ghrelin and its receptor
have been strongly conserved during evolution, supporting the notion that GHS-R1a and its
natural ligand play a fundamentally important role in biology (Palyha et al., 2000).

Ghrelin’s most characterised effects are: (i) its ability to stimulate GH secretion, likely of
relevance for glucose homeostasis and energy balance; (ii) its role as an orexigenic hormone
acting at key hypothalamic and midbrain circuits involved in feeding control; (iii) its
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involvement in various other physiological functions like gastrointestinal, cardiovascular,
pulmonary and immune function, sleep duration, learning, memory and behaviour, cellular
proliferation, immunomodulation, reproduction and bone physiology. Most of these
physiological functions are altered in AN indicating a potential role for ghrelin in the
pathogenesis of this disease.

2.3.1. Role of ghrelin in the regulation of appetite, food intake and energy balance

Ghrelin acts at different levels to stimulate GH secretion and thus modulate hepatic IGF-1
production (Peino et al., 2000). GHS-R1a is expressed by GHRH arcuate neurones but also
by GH cells in the anterior pituitary gland (Kojima et al., 1999). Ghrelin and GHS activate
arcuate nucleus cells (Dickson et al., 1993; Hewson and Dickson, 2000) including
neuroendocrine cells in this region (Dickson ef al., 1996), notably a sub-population of GHRH
neurones (Dickson and Luckman, 1997; Osterstock et al., 2011). Indeed, these compounds
acts in synergy with GHRH to induce a greater GH release than would be induced by GHRH
alone (Bowers et al., 1984; Arvat et al., 2001; Hataya et al., 2001). This ghrelin-stimulated
GH release is dose-dependent and could explain why AN patients have elevated circulating
GH levels (Kojima and Kangawa, 2005; Misra ef al., 2006; Miljic et al., 2006; Germain et al.,
2007, 2010; Estour et al., 2011). Chronic starvation is associated with GH resistance and
relatively low IGF-1 levels involving a feedback mechanism, rather than body composition
parameters or other circulating factors, e.g. free fatty acid or insulin levels (Stoving et al.,
1999; Brick et al., 2010). Besides its role in growth, GH stimulates lipolysis through a
mechanism independent of IGF-1 (Fazeli et al., 2010), for which the effects are largely
anabolic. The increased GH secretion and the reduction of IGF-1 in starvation may be
adaptive since they respectively serve the function of mobilizing fat stores in the setting of
reduced energy availability and reduce anabolism. However, the reduction of IGF-1 levels
may also have deleterious effects, contributing to bone and muscle loss in AN women. Even
if the mechanisms underlying the development of GH resistance in states of chronic
undernutrition are not as well established, ghrelin might strongly participate to such endocrine
dysregulation. Studies conducted in rodents support a close link between ghrelin signaling
and altered GH/IGF-1 status. In rodents, fasting induced higher expression of GHS-R1a and
overexpression of GHS-R1a in female mice provoked higher expression of GH and GHRH
(Veldhuis and Bowers, 2010). Furthermore, suppressed ghrelin signalling (using antisense
RNA knockdown against GHS-Rla or a GHS-Rla antagonist, BIM-28163), caused a
decrease in GH peak pulsatility with or without a decrease in plasma levels of IGF-1 (Zizzari
et al., 2005; Veldhuis and Bowers, 2010). Finally, plasma ghrelin concentration is negatively
correlated with body weight and subcutaneous, visceral and total adiposity (reviewed in
Veldhuis and Bowers, 2010), probably due to a long-term effect on ghrelin in driving pulsatile
GH secretion, which is strongly lipolytic.

Ghrelin is perhaps best known as a circulating hunger signal necessary for meal initiation and
meal anticipation with a secretion occurring in a pulsatile manner starting with a preprandial
rise and postprandial fall one hour after food intake (Ariyasu et al., 2001; Cummings et al.,
2001; Tschop et al., 2001; Zizzari et al., 2011; Merkenstein et al., 2012). Moreover, whatever
the route of injection, ghrelin increases food intake both in humans and animals (Wren et al.,
2001a; 2001b). In addition, prolonged food reduction or severe caloric restriction causes an
increase in plasma ghrelin concentration (Wren et al.,, 2001b; Méquinion, personal data). In
AN patients, ghrelin levels are increased up to two-fold and return to normal levels after
weight restoration (Otto et al., 2001, 2005; Tolle et al., 2003; Germain et al., 2009; Yi et al.,
2011). However, it appears that fluctuations in ghrelin are not always influenced by food
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intake in AN (Germain et al., 2009) suggesting impairment in its regulation, probably due to a
chronic adaptation to long term food restriction (Yi et al., 2011). Mice lacking the gene for
ghrelin or its receptor have normal food intake when fed chow, probably due to compensatory
adaptation during embryonic development, but show a degree of protection from obesity
when fed a high fat diet, especially from an early age (Sun et al., 2003, 2004; Worley et al.,
2004, 2005).

Ghrelin also appears to be of importance in the regulation of lipid and glucose metabolism. It
has been attributed a role in the maintainance of normal blood glucose levels (Grove and
Cowley 2005). There are indications that ghrelin’s effects on the GH axis may have relevance
for glucose homeostasis (and even survival) during chronic food deprivation. Mice lacking
acyl-ghrelin (due to knockout of GOAT) lose glycaemic control and become moribund by one
week of 60% food deprivation, an effect that can be circumvented by infusion of either acyl-
ghrelin or GH throughout this one- week period (Zhao et al., 2010). The work of Sun et al.
(2008) on ghrelin homeostasis in ghrelin KO and GHS-R KO mice demonstrate that the
ghrelin/GHS-R pathway appears to play an important role in glucose homeostasis by
regulating insulin sensitivity and glucose sensing, particularly under conditions of negative
energy balance. However, data indicating an action of ghrelin on plasma insulin levels are still
controversial (Sangiao-Alvarellos and Cordido 2010; Castafieda et al., 2010). Intravenous
ghrelin injection leads to a decrease in plasma insulin and an increase in blood glucose
(Broglio et al., 2001). This result is not found universally and it may be related to the
physiological vs pharmacological doses used (Castafieda et al., 2010). Ghrelin could
potentially decrease insulin secretion by altering insulin sensitivity (Castafieda et al., 2010).
This is in agreement with the results obtained during insulin and glucose tolerance tests
performed in AN patients (Harada et al., 2008; Broglio et al., 2004a). Moreover, under
chronic food restriction, fatty acids are mobilized and their oxidation could increase the
production of octanoic acid, thereafter used to octanoylate desacyl-ghrelin, leading to a global
increase of plasma ghrelin levels. Thus, the greater levels of glucose observed in ABA mice
(Méquinion, personal data) or wild type mice during the early phases of the chronic food
restriction might be driven by this increase in ghrelin. This might contribute to the adaptive
state in the first stages of AN, before a depletion of the supply of free fatty acids and
induction of ketosis. Ghrelin acts directly on the liver, to favor glycogenolysis but also on
muscle and adipose tissues. Indeed, subcutaneous injection of ghrelin in rats induces an
increase of hepatic triglycerides associated with an increase in the gene expression of
enzymes involved in lipogenesis like acetyl-CoA carboxylase (ACC) and fatty acid synthase
(FAS, Barazzoni et al., 2005) as well as increased expression of ACC and FAS mRNA in
white visceral adipose tissue (Thompson et al., 2003; Barazzoni et al., 2005). By contrast,
subcutaneous ghrelin injection induces a decrease of triglyceride content in muscle without
modifying ACC expression and AMPK phosphorylation (Barazzoni et al., 2005). These
effects are especially observed in the gastronemius muscle, a fast-twitch muscle that is
predominantly glycolytic. Similar variations are observed in the food-restricted condition
(Samec et al., 2002). Finally, Pardo ef al. (2010) describe, in the ABA model, a tissue-specific
expression pattern of GHS-R1a receptors in visceral and subcutaneous fat and within the
muscle. Indeed, the oxidative-soleus type of muscle appears to be more susceptible to
circulating ghrelin levels than the glycolytic-gastronemius type under exercise and food
restriction situations. All of these modifications could provide a defense mechanism to
maintain energy homeostasis in the unbalanced energy state that is found in AN patients.

2.3.2. The central orexigenic effect of ghrelin
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Appetite, food intake and energy balance are finely tuned by a complex intercommunication
between neural networks and peripheral tissues (Figure 2). Within the CNS, various
hypothalamic nuclei containing orexigenic and anorexigenic neurones regulate the different
facets of food intake. The ARC cells targeted by ghrelin and its mimetics include the
orexigenic neuropeptide Y (NPY) cells (Dickson and Luckman, 1997) that co-express another
orexigenic peptide, agouti-related peptide (AgRP). Following administration of ghrelin, these
neurones are activated, reflected by the induction of Fos-protein in discrete cell groups
(Hewson and Dickson, 2000; Wang et al., 2002), by increased action potential firing (Cowley
et al., 2003; Andrews et al., 2008) and by an increased expression of NPY and AgRP mRNA
(Kamegai et al., 2000; Kamegai et al., 2001; Nakazato et al., 2001). Furthermore, the
stimulatory effects of ghrelin on NPY/AgRP neurones are complemented by a reduction of
the ARC anorexigenic pro-opiomelanocortin (POMC) neuronal activity via inhibitory GABA-
ergic inputs from NPY/AgRP neurones (Cowley et al., 2003). Interestingly, sensitivity of the
ARC cells to ghrelin appears to be nutritionally regulated as the Fos response was increased
up to 3-fold in fasting rats relative to fed animals (Hewson and Dickson, 2000) an effect that
was reversed once again upon refeeding (Luckman et al., 1999). Collectively, these data
indicate that ghrelin activates a key orexigenic pathway in the hypothalamic ARC, the
NPY/AgRP cells and that this response is metabolically regulated. Consistent with this,
stimulation of hypothalamic GHS-R1a results in an anabolic response characterized by an
increase in food intake (Wren et al., 2000) and a decrease in energy utilization (Tschop et al,
2000). The feeding effects ghrelin appear to require normal NPY/AgRP signalling since
ablation of NPY or AgRP neurones or the use of NPY receptor antagonists abolish these
effects (Chen et al., 2004; Luquet et al., 2007). Conditional deletion of NPY/AgRP co-
expressing neurones in the ARC of adult mice (by targeting the human diphteria toxin to the
AgRP locus) caused a rapid starvation to death (Luquet et al, 2005). Moreover, mice
homozygous for the anorexia (anx) mutation, characterized by poor food intake and death by
three to five weeks after birth (Maltais et al., 1984) display a lower density of hypothalamic
neuropeptides. The data of Nilsson et a/ (2011) support the hypothesis of degeneration of
hypothalamic ARC neurone populations; the AgRP system appears to be the first system
affected and the POMC system being secondary in this process. Finally, in our models of
chronic food restriction (SBA and ABA), we found an alteration of the AgRP signal with an
accumulation of this peptide in ARC neurones (Méquinion & Nilsson, personal data). Thus,
there are numerous lines of evidence supporting the fact that in chronic food restriction (and
probably in AN), a dysregulation of the AgRP system occurs that contributes to deficient
ghrelin signaling at the level of the ARC. Recent neuroimaging data obtained from AN
patients differing in disease duration showed a significant reduction of total white matter
volume and focal gray matter atrophy in various brain areas such as the hypothalamus,
especially in patients with shorter food restriction. Collectively, these studies highlight the
potential role of endocrine and central (hypothalamic) dysfunction in the altered homeostatic
metabolic status in AN, as described in animal models (Boghi et al., 2011).

At the hypothalamic level, ghrelin has also been reported to act directly or indirectly on other
nuclei linked to feeding control such as the VMH, PVN and LHA (Lopez et al., 2008; Mano-
Otagiri et al., 2009; Lamont et al., 2012). Although not coupled to c-fos expression, VMN
cells exhibit a robust electrical response following bath application of a ghrelin agonist
(Hewson et al., 1999). The elegant study of Lopez et al. (2008) showed that, in fasted rats, an
elevated ghrelin tone was associated with an increased activation of hypothalamic AMPK and
a decreased mRNA expression of enzymes (like FAS) involved in the de novo fatty acid
biosynthesis only in the VMH. They concluded that the energy peripheral signals sensed to
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regulate fatty acid metabolism in the hypothalamus and consequently the feeding behaviour,
may not be a nutrient, but ghrelin through an action at the level of the VMH.

Ghrelin’s effects in the PVN are also likely linked to feeding control as direct intra-PVN
injection of ghrelin induces a robust feeding response that is coupled to neuronal (c-fos)
activation (Olszewski et al., 2003). Consistent with this, a reduction of GHS-R1a gene in the
PVN using RNA interference in rats, significantly reduced body weight and blood ghrelin
levels without affecting food intake (Shrestha et al, 2009). These data reflect a role for
ghrelin in the modulation of PVN neurone activity in that is linked to energy homeostasis, but
the mechanisms of action remains to be elucidated.

In the LHA, ghrelin is thought to mediate hyperphagia through orexin neurones. Indeed,
central administration of ghrelin or a ghrelin mimetic induces Fos expression in orexin-
containing, but not melanin-concentrating hormone-containing, neurones (Lawrence et al.,
2002; Olszewski et al., 2003) and activates glucose responding neurones (Chen et al., 2005a)
in this area. Furthermore, ghrelin-induced feeding is suppressed in orexin KO mice (Toshinai
et al., 2003). The role of orexin neurones to simulate feeding behaviour (appetite/metabolism)
is now well established although they are also especially important for sleep and wakefulness
(Espana and Scammell, 2011; Gao, 2012) and play important roles in the stress response, in
analgesia and reward/addiction (see Kukkonen, 2012). Moreover, ghrelin’s effects to increase
the reward value of a high-fat diet appear to involve a LHA-VTA orexin pathway (Perello et
al., 2010).

The action of ghrelin to increase food intake and associated appetitive behaviours involves an
integrated neurobiological response exerted at many levels, not only via the hypothalamus.
For example, structures located in the caudal brainstem also express GHS-R1a. In particular,
ghrelin receptors are found in all three components of the dorsal vagal complex with a highest
expression within the area postrema, a moderately dense signal in the nucleus of the solitary
tract and a low density signal in the dorsal motor nucleus of the vagus, (Zigman et al., 2006).
Peripheral injection of ghrelin and, prior to its discover, ghrelin mimetics, induces c-Fos
induction in the nucleus of the solitary tract and area postrema (Lawrence ef al., 2002; Bailey
et al., 2000). The effects of ghrelin on food intake/behaviour are similar when injected into
the 4th as for the 3™ ventricle, in terms of the amount of food eaten, the number of meals and
meal size during the first few hours after treatment (Faulconbridge et al., 2003). The effects of
ghrelin in the dorsal vagal complex might be more related to autonomic effects such as on the
cardiovascular system. However, since the hypothalamus is strongly connected with the
nucleus solitary tract, we cannot exclude an indirect effect of the ghrelin to hypothalamic
structures through an activation of brainstem areas, although appears not to include a
noradrenergic pathway (Bailey et al., 2000) (see infra).

2.3.3. Ghrelin and the reward system

Besides the homeostatic ghrelin-sensitive pathways, ghrelin also appears to target mesolimbic
circuits linked to reward. Hedonic (non-homeostatic) brain pathways are also involved in
feeding control and are modulated by circulating energy balance signals such as ghrelin,
thereby influencing the evaluation of the pleasure derived from the taste, smell or texture of
food. Many regions of the corticolimbic and mesolimbic brain are thus involved in learning,
memory, emotion and reward processing associated with food. Among these complex feeding
networks (for review see Van Vugt, 2010; Figure 3), the VTA-Acc (dopaminergic) pathway
plays a pivotal role in conferring reward from a wide range of reinforcers, from chemical
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drugs of abuse to natural rewards such as food (Nestler, 1996, Corwin et al., 2011). Using
optogenetic techniques, Adamantidis et al. (2011) demonstrated that phasic activation
dopaminergic VTA neurones is associated with reward-predicting cues and facilitates the
development of positive reinforcement during reward-seeking and behavioural flexibility. As
reviewed in Carr (2011), burst firing of VTA dopaminergic neurones may operate as a
“teaching signal”. For example, in the case of food intake, when rats are presented with a
highly palatable food for the first time, this triggers dopamine release in the Acc (shell),
whereas repeated exposure to the same palatable food blunts the dopamine response despite
avid consumption. Interestingly, food restriction has been described to sustain the Acc (shell)
dopamine release in this model. Moreover, simply delivering cues linked previously to the
food reward can be sufficient to reinstate the Acc (shell) dopamine response, indicating
transference of the dopamine response from the reinforcer to the cue (for review see Volkov
et al., (2011). Ghrelin has emerged as one important modulator of the VTA-NAcc
(dopaminergic) reward pathway (for review see Skibicka and Dickson, 2011). More than 50
% of the dopaminergic VTA neurones express GHS-R (Zigman et al., 2006), although it is
also expressed on other cell types in this area (Abizaid et al., 2006). Whether administered
peripherally, into the brain ventricles or into the VTA, ghrelin administration triggers a robust
Acc dopamine response (Jerlhag et al., 2006; 2007; Abizaid et al., 2006) that is accompanied
by an increased feeding response in rodents (Naleid et al., 2005 Egecioglu et al., 2010) and an
increase in food-motivated behaviour (Skibicka et al., 2011; 2012). Central ghrelin signalling,
via GHS-R1A, appears to be important not only for food reward (Egecioglu et al., 2010), but
also for the reward associated with artificial rewards like alcohol, cocaine and amphetamine
(Jerlhahg et al., 2010, 2009; Wellman ef al., 2005). As an example, the locomotor stimulating
effect of cocaine is decreased in ghrelin-KO mice compared to their wild type littermates
(Abizaid et al., 2010). Furthermore, in rodents, ghrelin elevates the motivation to obtain high-
sugar or high-fat reward (Skibicka et al., 2011, 2012, Perello et al., 2010). In particular, both
peripheral and central injections of ghrelin augment the food-motivated behaviour of a
satiated rat to get sugar whereas blockade of ghrelin signalling reduces the operant responding
of an hungry rat to the level of a satiated rat (Skibicka et al,, 2012). These data strongly
support the involvement of ghrelin in behaviours related to food reward. Thereby one can
suggest that ghrelin could be considered as a key internal cue, available during period of
energy deficit to motivate adequate food intake behaviour (Skibicka and Dickson, 2011).
These data reinforce the now well-documented role of ghrelin in food reward, considering
that the shell region of the Acc is described to process unpredicted rewards and motivational
states to reinforce food intake behaviours, but also use of drugs of abuse. However, the action
of circulating ghrelin upon GHS-RIA-expressing cells in the VTA, located mostly on
dopaminergic neurones, begs the question of how this hormone reaches deep brain structures
that are far away from circumventricular organs (see infra). Finally, one study shows that
presence of food is necessary to induce dopamine release (Kawahara et al., 2009). Chronic
ghrelin treatment also modifies the expression of dopaminergic receptors in Acc, more
specially D1 and D3 (Skibicka et al., 2012), which are described to be involved in obesity,
food reward (D1 receptors) and inhibition of reward behaviour (D3 receptors). Similar data
were obtained from human imaging studies that emphasize the role of ghrelin in food reward.
Indeed, intravenous ghrelin injection to human subjects increases activity in brain areas
involved in the evaluation of the reward value attributed to food and food cues including the
striatum, amygdala, insula and orbitofrontal cortex (Malik et al., 2008).

2.3.4. Other functions
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Almost 6000 articles have been published on ghrelin, since its discovery in 1999 (Kojima et
al., 1999) and it is not surprising that its biological effects extend beyond feeding and energy
balance, effects that may also be relevant for AN. These include peripheral effects (eg. gastric
motility, bone homeostasis, cardiovascular system, glucose homeostasis, reproduction,
immune system) as well as CNS effects (mood disorder, sleep disturbance).

There is now increasing evidence that ghrelin stimulates motor activity in the gastrointestinal
tract (gastric motility and emptying). In fact, ghrelin shares high homology degree with
motilin (Kojima and Kangawa, 2005), a hormone released by endocrine cells of duodenum
and jejunum during fasting and which increases gastric motility after feeding (Sanger et al.,
2008). Ghrelin has been described to use both central and local pathways to exert its effects
on the gut through receptors located on vagal afferents, in the nodose ganglion and myenteric
plexus. In fact in normal rodents, central pathways are operational whereas after vagotomy,
ghrelin is able to exert effects via the myenteric plexus (see review of Peeteers, 2003).
Moreover, in mice, central administration of ghrelin accelerates gastric emptying (Asakawa et
al., 2001) and changes the excitability of neurones located in the PVN identified as receiving
ascending afferent signals from mechanoreceptors in the stomach (Zhao et al., 2003).
Clinically, it has been reported that the intravenous administration of ghrelin accelerates the
rate of gastric emptying and induces gastrointestinal contraction in healthy volunteers
(Fujitsuka et al., 2012). Since the plasma levels of ghrelin are high in AN patients, one can
hypothesize an alteration of the signalling both at central and peripheral levels that may
worsen the outcome of the patients. These findings suggest that ghrelin could provide a
therapeutic target for disorders related to gastrointestinal discomfort.

Surprisingly, ghrelin is also involved in sleep-wakefulness regulation. Indeed, experiments
conducted in adult male rats demonstrate that repeated intravenously administrations of
ghrelin stimulate wakefulness, decrease slow wave sleep and reduce the duration of rapid eye
movement sleep (Tolle et al., 2002). This action could involve a reduction in the release of
acetylcholine from the dorsal tegmental nucleus (LDTg) on neurones expressing somatotropin
release-inhibiting factor known to indirectly regulate the rapid eye movement sleep periods
(Tolle et al, 2002). In fact, among the various neurochemical systems involved in
wakefulness (acetylcholine, norepinephrine, dopamine, serotonin, histamine), the
hypothalamic orexigenic neurones are crucial promoters of wakefulness since deficiency in
the orexin system leads to disorders such as narcolepsy (Modirrousta et al, 2005). The status
of activity in orexin neurones is closely related with the nutritional and behavioural state of
animals. Moreover, Lamont et al. (2012) observed that both GHS-R and ghrelin KO mice had
fewer orexin-immunoreactive cells than their wild-type littermates. Their data support the
synergistic relationship between ghrelin and orexin in the coordination of metabolism, reward
and arousal to adopt the adapted behaviour for food seeking and restoration of energy
deficiency. In humans, AN patients exhibit sleep disorders. As an example, AN adolescents
have an increase in wakefulness after sleep onset, a fragmentation of sleep as well as a
reduction of slow-wave sleep and slow-wave activity during their total sleep time (Nobili et
al., 2004; Lauer and Krieg, 2004). Even if deepening of nocturnal sleep follows a partial
weight restoration, the neurobiological mechanisms linking starvation, mood disorders and
sleep disturbance remain to be elucidated.

The impact of ghrelin on anxiety behaviours remains controversial: studies show an anxiolytic
effect under caloric restriction or after subcutaneous ghrelin injection (Lutter et al., 2008)
while anxiogenic effects are observed in others (acute) studies with intracerebroventricular or
intraperitoneal ghrelin injection (Asakawa et al., 2001; see review Chuang and Zigman 2009).
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Interestingly, chronic central ghrelin treatment was found to increase anxiety-like behavior in
rats (Hansson et al., 2012). Recently, one study investigating the amygdala as a target for
ghrelin found that acute ghrelin injection at this site elicits behaviours consist with a reduction
in anxiety-like behavior, but only in rats that were not allowed access to food during the
initial hour after injection. It was concluded that ghrelin, acting at the level of the amygdala,
may provide an especially important signal to suppress anxiety-like behaviours that would
otherwise prohibit the animal from finding food (Alvarez-Crespo ef al., 2012). It is not yet
known whether the ghrelin system regulates anxiety behavior associated with AN. One study
found that a SNP in the preproghrelin gene was associated with panic disorder in a small
patient group (Hansson et al., 2012).

Among the disorders described in AN, osteopenia/osteoporosis is also one major problem that
cause long term outcomes with in particular a strong increase of the bone fracture incidence
(Lucas et al., 1999). Ghrelin has and ghrelin mimetics have been shown to increase bone
mineral density (Svensson et al., 2000; Fukushima et al., 2005; Delhanty et al., 2006) by a
mechanism that appears to include the promotion of both proliferation and differentiation of
osteoblasts (cells involved in bone formation), involving GHS-R1a and GHS-R1b receptors
(Fukushima et al., 2005; Delhanty et al., 2006). The etiopathogenesis of bone disease in AN
is complex and multifaceted. Indeed, the low bone mineral density (Legroux-Gerot et al.,
2005, 2007, 2008; Estour et al., 2010) is usually linked with alteration of multiple factors
(Tables 3-6) that are thought to contribute to the “uncoupling” of bone turnover, leading to
increased bone resorption and decreased bone formation (see Howgate et al., 2012). However,
it has been demonstrated that ghrelin affects bone metabolism by operating in an
autocrine/paracrine mode, independent of the GH/IGF-1 axis (see Nikolopoulos et al., 2010).
Weight recovery is associated with partial recovery of bone mineral density. There is
currently no approved effective therapy that completely reverses the bone mineral density
deficit. The most convincing results were obtained with a treatment of recombinant human
IGF-1 alone or in combination with the oral contraceptive pills (see Misra and Klibanski,
2011). The link between ghrelin and estrogen on bone metabolism is always matter of debate
even if it is established that ghrelin suppresses pulsatile LH and FSH pulsatility (Meczekalski
et al., 2008; Kluge et al., 2012)

Another criterion used to characterize AN patients is amenorrhea. Indeed, in negative energy
balance conditions like in AN, the increase of plasma ghrelin is associated with decrease of
LH secretion (Table 6). Evidence is mounting that ghrelin may operate as a pleotrophic
modulator of gonadal function and reproduction (Tena-Sempere, 2008; Repaci et al., 2011;
Muccioli et al., 2011). Notably, most of the actions of ghrelin upon the reproductive axis
reported to date are inhibitory. Ghrelin can suppress not only LH, but also FSH secretion in
male and female rats (Fernandez-Fernandez et al., 2005; Martini et al., 2006). Such effects
are also described in humans (Kluge et al., 2012). Centrally, ghrelin exerts a predominant
action directly at the level of the GnRH pulse generator by inhibiting directly GnRH release
(Fernandez-Fernandez et al., 2005; Muccioli et al, 2011) or by an indirect modulation of
other neuronal pathways. For example, Forbes ef al. (2009) recently showed the ability of
ghrelin to decrease Kissl mRNA expression in the medial preoptic area. Given the
importance of the kisspeptin system to control the reproductive axis, these data provide new
hypothesis for ghrelin-induced suppression of pulsatile LH secretion. Once again, in the AN,
ghrelin might dynamically mediate the suppressive effect of energy deficit on the onset of
puberty, gonadal function and fertility. Here, the effects of ghrelin on the gonadal axis might
protect females in a condition of strong energy insufficiency to develop a reproductive
behaviour that can be deleterious for her and her progeny.
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Finally, ghrelin is also involved in other physiological functions that are more or less affected
in AN like cardiovascular function or immune system. Among the cardiovascular effects, this
hormone improves left ventricular contractility and cardiac output in healthy humans
(Enomoto et al., 2003; Tesauro et al., 2010) and lowers blood pressure in mice concomitantly
with a decrease in sympathetic nerve activity that is not caused by a direct action on blood
vessels (Callaghan ef al., 2012). In AN, the neuroendocrine alterations are also accompanied
by autonomic dysfunctions like lower blood pressure values, lack of circadian variation of
blood pressure and bradycardia (Oswiecimska et al., 2007). Thus, ghrelin might participate in
AN to the cardiovascular complications observed in AN (Casiero and Frishman, 2006;
Jauregui-Garrido and Jauregui-Lobera 2012), but no studies currently display any correlation
between these cardiovascular risks and the high plasma levels of ghrelin.

The role of ghrelin on the immune system remains unclear. However, Taub (2008) describes
its implication in the regulation of immune factors, by inhibiting inflammatory cytokine
production, more specifically in mediating anti-inflammatory effects on IL-1, TNF-o and IL-
6 cytokine expression by T-cells and mononuclear cells via GHS-R, and promoting thymic
function. In AN, data related to the evaluation of circulating pro-inflammatory or
inflammatory cytokines or in adipocytes are still a matter of debate and, as underlined by
Nova and Marcos (2006), “controversial findings have been published regarding some aspects
of the immune system that are otherwise impaired in more typical types of malnutrition”.

2.3.5. Des-acyl ghrelin and obestatin: a controversial metabolic function ?

Concerning des-acyl ghrelin, its role in food intake has been much debated. The recent paper
of Delhanty et al. (2012) gives numerous arguments supporting des-acyl ghrelin as an
hormone that can be metabolically active, when co-administrated with acyl-ghrelin, by
counteracting the effects of acyl ghrelin on insulin secretion and glucose metabolism. Des-
acyl ghrelin appears to be increased in AN patients (Harada et al., 2008; Germain et al.,
2009). Kojima et al. (1999) showed that des-acyl ghrelin was not able to bind to GHSR1a.
Although the des-acyl ghrelin receptor remains unknown, the increasing data suggesting that
desacyl-ghrelin is a biologically active molecular, indicate that a dedicated receptor may exist.

Several studies show controversial effects of des-acyl ghrelin on food intake that are either
inhibitory (Asakawa et al., 2005; Chen et al., 2005b) or stimulatory (Toshinai et al., 2006) in
rodents. These results can be due to the different methods used like the type of injection, the
dose used, the time of injection (ligh or dark period), the nutritional status, fed or fasted.
However, the overexpression of des-acyl ghrelin in a transgenic mouse model results in a
small phenotype, associated with a reduction of food intake and body fat mass, reduced IGF-1
plasma levels without significant changes in circulating GH and also higher des-acyl ghrelin
with no change in total ghrelin plasma levels (Ariyasu et al., 2005). In these mice, no
significant differences have been noticed for glycemia and insulinemia (Asakawa et al., 2005;
Ariyasu et al., 2005) while studies other studies have shown that des-acyl ghrelin inhibits
glucose release in vivo and in vitro (Broglio et al., 2004b; Gauna et al., 2005; Qader ef al.,
2008). Moreover, it appears that ghrelin and des-acyl ghrelin do not have the same blood
concentration in systemic and in portal circulations suggesting that liver could be involved in
ghrelin regulation (Goodyear et al., 2010).

Concerning lipid metabolism, in vivo studies showed that des-acyl ghrelin as well as ghrelin
increase bone marrow adipogenesis in rat shinbone (Thompson ef al., 2004) and both forms
enhance lipid accumulation in visceral tissue in humans (Rodriguez et al., 2009). The
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mechanisms involved remain unclear. Similarly, acute or chronic des-acyl ghrelin injections
in adult male rats cause an inhibition of LH secretion like ghrelin (Martini et al., 2006). By
contrast, transgenic mice overexpressing des-acyl ghrelin do not display any changes in LH
and FSH levels (Ariyasu et al., 2005).

Des-acyl ghrelin may also have a role in gastric motility. Indeed, intracerebroventricular or
intravenous injections alter motor activity in the antrum with a decrease of antrum activity
only in fasted rats (Chen et al., 2005b). Mice overexpressing des-acyl ghrelin exhibit a
decrease in gastric emptying (Asakawa et al., 2005). Other studies are necessary to

understand the mechanisms involved since vagotomy does not disrupt the (intravenous) des-
acyl ghrelin effect (Chen et al., 2005b).

Studies about the effects of des-acyl ghrelin on the cardiovascular system are rare.
Nevertheless, like acyl ghrelin, it promotes bradycardia and hypotension (Tsubota et al.,
2004). Moreover, ghrelin and des-acyl ghrelin display vasodilator effect and no inotropic
effects when they are applied on human artery in vitro (Kleinz et al., 2006).

Similarly, concerning obestatin, it remains again an open question whether this peptide is a
physiologically relevant peptide to regulate energy homeostasis, food intake and gastric
motility (Gourcerol ef al., 2007). Obestatin binds to GRP 39, a receptor of the same subfamily
than ghrelin receptor, to decrease food intake and body weight in an opposite manner to
ghrelin (Stengel et al., 2009; Hassouna et al., 2010; Mokrosinski et al 2010; Veldhuis and
Bowers, 2010). Subsequent studies failed to show activation of this receptor and only few
studies have reproduced the obestatin effects under specific conditions. Such results should be
interpreted with caution since variations are observed according to the kits and conditions
applied for obestatin assays (Hassouna et al., 2010). Due to their potential functions, it should
be interesting to measure ghrelin/obestatin ratio to better understand their roles in the
alteration of energy balance. It seems that AN affects obestatin blood levels with a lower
ghrelin/obestatin ratio in AN patients of restrictive type compared to constitutional thin
women (Germain et al., 2008; 2010). Moreover, other functions are attributed to this hormone
such as the inhibition of thirst, gastric motility, cell survival, pancreatic hormone secretion,
sleep, thermoregulation, memory and anxiety (Szentirmai et al., 2009; Hassouna et al., 2010;
Veldhuis and Bowers 2010).

3. Access of ghrelin to its neuronal targets

To dynamically report energy homeostasis alterations and ensure an appropriate neuronal
response, blood-borne ghrelin must rapidly access the central nervous system. Intriguingly,
the physiological mechanisms controlling the access of ghrelin to its neuronal target remain
currently debated. Indeed, although a central origin of ghrelin has been described (Cowley et
al., 2003), it is now recognized that blood-derived ghrelin is able to target neuronal networks
within the central nervous system to regulate energy homeostasis. However, it remains
unclear how this key energy status-signaling hormone can rapidly access sensory neurones to
alter feeding responses. Ghrelin mainly targets neurones located in the ARC where different
blood/brain interfaces have been described. The blood—brain barrier is one such interface and
one of the best described in the hypothalamic nuclei as in all other regions of the brain. The
blood-brain barrier is located on brain capillaries where endothelial cells are tightly apposed
by continuous tight junctions that prevent the free passage of molecules through the
paracellular pathway. For circulating factors to access to the brain through the blood-brain
barrier endothelium requires transcellular transport. Many studies have investigated the
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transport of circulating ghrelin across the blood-brain barrier. Banks er al. (2002)
demonstrated the existence of ghrelin saturable transport system in mice from the brain to the
blood but transport into the brain was much less pronounced. Remarkably, human ghrelin,
which differs from mouse ghrelin by 2 amino acids, can be transported in both directions in
mice. So, although receptor-mediated transport of ghrelin cannot be excluded, uptake
mechanisms of this peptide remain unclear. Moreover, the efficiency of this blood-brain
barrier remains to be studied in a chronic caloric restriction context. Improved CNS
penetration during fating is one possible mechanism to explain the 3 fold increase in the
number of cells expressing fos after peripheral ghrelin injection in fasted versus fed rats
(Hewson and Dickson 2000). The role of another blood/brain interface that is materialized by
fenestrated vessels is also to consider. Indeed, these vessels are part of the blood-CSF barrier
that is mostly described in the median eminence, the circumventricular organ adjacent to the
ARC (Mullier et al., 2010). Median eminence vasculature differs from typical brain vessels as
they harbor a fenestrated endothelium that lacks tight junction complexes. These structural
characteristics and the presence of various blood-derived molecules in the median eminence
and the other circumventricular organs parenchyma suggest high permeability of this specific
vasculature (Broadwell er al., 1983; Ciofi, 2011; Morita and Miyata, 2012). Permeable
vasculature can be found in the external part of the median eminence forming pituitary portal
capillary plexus that displays some long intrainfundibular loops spreading into the median
eminence parenchyma. Interestingly, fenestrated vessels are also found within the ARC with a
higher density into the ventromedial ARC where they are bordered by NPY expressing
neurones (Ciofi ef al., 2009). These data give support to the access of ghrelin from the
circulation to the ventromedial sensory neurones via median eminence/ARC fenestrated
vasculature (Figure 4).

The action of ghrelin on food intake may not be only due to its action on hypothalamus.
Indeed, an indirect role of ghrelin on hypothalamic structures through an activation of
brainstem areas has been suggested. Indirect pathway may occur through the binding of
ghrelin to gastric vagal afferent neurones (Date et al., 2002). However, the expression of
GHS-R1a within the dorsal vagal complex supports a direct action of ghrelin to brain
parenchyma. Among this complex, the area postrema is a circumventricular organ that
characteristically present fenestrated vasculature. These vessels may be responsible for the
diffusion of ghrelin and its delivery to the dorsal vagal complex that communicates with
hypothalamic control centers (Figure 4).

Fenestrated vasculature could represent a direct vascular route while allowing passive
diffusion of peripheral molecules into the hypothalamus and the area postrema. This route
may be responsible of acute regulation and complete chronic feedback accomplished by
uptake of circulating molecules via receptor-mediated transport across the blood-brain barrier.

The transport of ghrelin through the blood/brain interfaces has been poorly investigated in
metabolic disorders excepted in obesity where few data are available. Banks et al. (2008)
showed an inverse relation between body weight and ghrelin access to the brain suggesting
that physiological states influence the rate at which ghrelin is transported across the
blood/brain interfaces. A better understanding of the access of ghrelin to its neuronal target
may leads to novel therapeutic interventions.

4. Conclusion: ghrelin as a potential treatment for anorexia nervosa
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In restrictive AN, the high plasma levels of ghrelin, even adaptive in view of its main role in
meal initiation, let us to hypothesize a potential insensitivity to this endocrine signal both
peripherally and centrally in association with this disease. It should be also mentioned that
AN patients often cannot increase their food intake not only because of fear of obesity, but
also because of chronic or recurrent abdominal discomfort, fullness and chronic constipation,
functions in which efficient ghrelin participation is required. Injections of exogenous ghrelin
have been shown to increase the adiposity and to stimulate appetite in healthy individuals and
cancer patients (Peino et al., 2000; Wren et al., 2001a, Neary et al., 2004).

For AN patients, only a few preliminary studies have been performed to examine the effects
of ghrelin administration (Miljic et al., 2006; Hotta et al., 2009; Ogiso et al., 2011). In these
clinical studies, the mode of administration was different leading to different outcomes. In the
study of Miljic et al. (2006), a single-dose continuous administration of ghrelin for 5 h failed
to affect appetite in all AN patients treated. Hotta et al. (2009) report that intravenous
administration of ghrelin in anorectic patients twice a day for 14 days improves epigastric
discomfort or constipation and increases the hunger score, which is related to gastric
emptying. An increase of the body weight was obtained, from 1.5 to 2.4 kg, and daily energy
intake during ghrelin infusion increased by 12% to 36% compared with the pretreatment
period. Nutritional parameters such as total protein and triglyceride levels improved. These
findings suggest that ghrelin may have therapeutic potentials in AN patients who cannot gain
weight because of gastrointestinal dysfunction. Further studies are need to elucidate the
potential impact of ghrelin by itself or agonists to ameliorate the outcomes of the AN patients.

In animals, several attempts have been made (see the other chapter submitted by Hassouna et
al. “Actions of agonists and antagonists of the ghrelin/GHS-R pathway on GH secretion,
appetite and c-Fos activity”). Recently, Costantini et al. (2011) detailed an unexpected effect
of GSK1614343, a novel ghrelin receptor antagonist with no partial agonist properties, that
induced both in rats and dogs an increase of food intake, body weight and reduced the pro-
opiomelanocortin mRNA levels in the hypothalamus of rats chronically treated with the
compound. Although it may seem counterintuitive to consider the use of ghrelin antagonists
in this disease area, one study in rodents suggested that suppressed ghrelin signalling reduces
(food anticipatory) hyperlocomotor activity in the ABA model (Verhagen et al., 2011).
Barnett et al. (2011) demonstrated that the administration of a GOAT inhibitor improved
glucose tolerance and decreased weight gain in wild-type mice but not in ghrelin KO mice.
Such treatment also led to decreased serum levels of acyl ghrelin without any effec on serum
levels of desacyl ghrelin. Even if this GOAT inhibitor might be expected to pave the way for
clinical targeting of GOAT in metabolic diseases such as obesity and diabetes mellitus, one
can suggest that, a GOAT activator, which has not been reported yet, may be a potential new
treatment of AN if it improves food intake and body weight gain in patients with AN.

Finally, in the future it will be possible to assess more precisely the exact contribution of
ghrelin, des-acyl ghrelin and obestatin in the evolution of the AN both in humans and
adequate animal models (Cardona-Cano et al., 2012). The roles played by these peptides in
feeding behaviour, adaptation to starvation, reward mechanisms, emotional behaviour, and
stress responses in animals and humans led them to be potential therapeutic targets for AN
treatments. The way and the mode of administration remain to be further determined and
clarified. Neuroimaging studies have reported reduced brain volumes affecting both ventral
and dorsal neural circuit dysfunctions in AN patients, with altered metabolisms of serotonin
and dopamine that are closely associated to ghrelin, contributing to their puzzling symptoms
(Kaye et al., 2009; Brooks et al., 2011). It will be important to determine whether the ghrelin
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signal reaches its central targets leading, as it is observed for leptin in obesity, to a « ghrelin-
resistance » or a « transient ghrelin-insensitivity ». More investigations are needed to better
suppress the neuronal activity of ghrelin signalling and to identify the specific pathways that
may underlie the deleterious behaviours in patients suffering from AN. Investigation of the
ghrelin peptide system will open up a new window of research for tackling psychosomatic
disorders beyond the gastrointestinal tract, particularly restrictive AN and obesity/metabolic
syndrome, two disorders at the extreme of the body weight continuum.
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Figure 1: Principal peptide products obtained by post-translational processing of
preproghrelin peptide.

Ghrelin and obestatin act on receptors belonging to the GPCR family. Even if the exact role
of obestatin remains question of debate (see Hassouna et al., 2010), ghrelin has been first
described to be a GH-secretagogue. Beside an obvious role in the regulation of food intake,
ghrelin is also implicated in numerous biological function (see Veldhuis and Bowers, 2010).
The active form of ghrelin, acyl-ghrelin, is obtained by octanoylation of deacyl-ghrelin. Its
receptor is not yet identified and its function is currently unclear even if some evidences
support an antagonistic effect to ghrelin (see Delhanty et al., 2012).

Figure 2: Action of ghrelin in the brain.

Ghrelin acts at different levels of the brain to stimulate food intake via hypothalamus and
meso-cortico-limbic pathway. In the hypothalamus, ghrelin activates orexigenic neurones
(AgRP/NPY), which inhibit anorexigenic neurones (POMC/CART) via GABA projections.
They are connected to second order neurones like CRH and TRH neurones located in the
PVN and/or the orexin neurones found in the LHA. POMC/CART neurones activate MCH
neurones. Ghrelin acts also at different levels of meso-cortico-limbic pathway: LDTg, VTA
and Acc. Ghrelin acts directly on VTA to stimulate dopamine release in Acc. dopamine
release is controlled by cholinergic LDTg neurones. Ghrelin could also act on NTS to
stimulate the food intake via either vagal nerve or area postrema see Figure 4.

Acc accumbens nucleus; ACh acétylcholine; AgRP agouti related peptide; ARC arcuate
nucleus; CART cocaine- and amphetamine-regulated transcript; CRH corticotropin-releasing
hormone; DA dopamine; DYN dynorphin; ENK enkephalin; GABA y-aminobutyric acid,
GHRH growth-hormone-releasing hormone; GLU glutamate; LDTg laterodorsal tegmental
area; LHA lateral hypothalamic area; MCH melanin-concentrating hormone; NPY
neuropeptide Y; NTS nucleus tractus solitarius; POMC pro-opiomelanocortin; PVN
paraventricular nucleus; TRH thyrotropin releasing hormone; VMH: ventromedial nucleus;
VTA: ventral tegmental area.

Figure 3: Homeostatic brain vs non-homeostatic (hedonic) brain.

Schematic representation of the potential interaction of homeostatic hypothalamic and
brainstem areas with non-homeostatic (hedonic) brain structures to control food intake. The
hedonic brain comprises mainly the meso-cortico-limbic system, which includes the ventral
tegmental area (VTA), nucleus accumbens (Ac), prefrontal cortex (PFC), hippocampus
(Hippo) and amygdala (Amyg). Hormones from peripheral compartments like adipose tissue,
gastro-intestinal tract or ovary reach these areas, directly or indirectly to activate pathways
controlling both energy balance (homeostatic brain) and pleasure (hedonic brain) associated
with eating (hunger level, palatability of the food, past experiences, mood, level of stress). In
anorexia nervosa (restrictive type), a deregulation of one or more of these pathways as well as
the cross-talk between periphery and brain might be considered. Adapted from Van Vugt
(2010).
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Figure 4: Access of ghrelin signal to its neuronal targets.

This schema summarizes the three hypothetic access routes of ghrelin towards its neuronal
targets (cf Figure 2). First, ghrelin would be able to target neuronal networks thanks to
specific transcellular transports at the level of blood—brain barrier (BBB) located on brain
capillaries (purple arrows). Most ghrelin sensitive areas present blood-brain barrier
vasculature and this route represent the main one described in all regions of the brain.
However free-BBB regions, called the median eminence and the area postrema, are recorded
in the hypothalamus and the brainstem respectively. These areas contain a rich fenestrated
vasculature, which could represent a direct vascular route while allowing passive diffusion of
peripheral ghrelin (red arrows). This route may be responsible of acute regulation and
complete chronic feedback accomplished by uptake of circulating molecules via receptor-
mediated transport across the blood-brain barrier. Finally, activation of brainstem areas by
ghrelin may occur without the entrance of ghrelin in the brain, but through its binding to
gastric vagal afferent neurones (orange).

Acc accumbens nucleus; ACh acétylcholine; AgRP agouti related peptide; AP area postrema;
ARC arcuate nucleus; CART cocaine- and amphetamine-regulated transcript; CRH
corticotropin-releasing hormone; DA dopamine; DYN dynorphin; ENK enkephalin; GABA v-
aminobutyric acid; GHRH growth-hormone-releasing hormone; GLU glutamate; LDTg
laterodorsal tegmental area; LHA lateral hypothalamic area; MCH melanin-concentrating
hormone; ME : median eminence; NPY neuropeptide Y; NTS nucleus of the solitary tract;
POMC pro-opiomelanocortin; PVN paraventricular nucleus; TRH thyrotropin releasing
hormone; VMH: ventromedial nucleus; VTA: ventral tegmental area.

Table 1: Different metabolic phases occuring during food restriction and permitting
distinction between fasting and starvation (see Wang et al., 2006). All the metabolic changes
aim to deliver sufficient amount of glucose for different organs and especially for the brain.

Table 2: Addictive disorder criteria according to Goodman (1990)

Table 3: Compared levels of neuropeptides regulating food intake in AN patients and healthy
matched population

Table 4: Compared levels of hormones regulating food intake in AN patients and healthy
matched population

Table 5: Compared levels of bone turnover markers in AN patients and healthy matched
population

Table 6: Compared levels of other factors altered in AN patients
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PHASE | : FASTING
= postabsorptive phase (Hours)

A Glycogen depletion (from liver stores)
# Fatty acids release (from adipose tissues)

PHASE |l : From FASTING to STARVATION
(Several weeks)

=> End of glycogen stores
A gluconeogenesis
* from adipose tissues (rapid)

oxydation of fatty acids

Aketone bodies

* from proteolysis of muscle protein
(slow)

PHASE lll : From STARVATION to DEATH

* Dramatic depletion of adipose stores
* Degradation of muscular mass

Table 1: Metabolic phases and food restriction. Different metabolic phases occuring during
food restriction and permitting distinction between fasting and starvation (see Wang er al,,
2006). All the metabolic changes aim to deliver sufficient amount of glucose for different
organs and especially for the brain.
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Table 2: Addictive disorder criteria according to Goodman (1990)

A. Recurrent failure to resist impulses to engage in a specified behaviour.
B. Increasing sense of tension immediately prior the initiation of behaviour.
C. Pleasure or relief at the time of engaging in the behaviour.

D. A feeling of a lack of control while engaging in the behaviour.

E. At least five of the following:

s
2. Frequent engaging in the behaviour to a greater extent or over a longer period than intended
3.

4. A great deal of time spent in activities necessary for the behaviour, engaging in the behaviour

w

8.

9.

Frequent preoccupation with the behaviour or preparatory activities
Repeated efforts to reduce, control or stop the behaviour

or recovering from its effects

. Frequent engaging in the behaviour when expected to fulfil occupational, academic, domestic

or social obligations

. Important saocial, occupational or recreational activities given up or reduced because of the

behaviour

. Continuation of the behaviour despite knowledge of having a persistent or recurrent social,

financial, psychological or physical problem that is caused or exacerbated by the behaviour
Tolerance: need to increase the intensity or frequency of the behaviour in order to achieve the
desired effect or diminished effect with continued behaviour of the same intensity
Restlessness or irritability if unable to engage in the behaviour

F. Some symptoms of the disturbance have persisted for at least 1 month or have occurred
repeatedly over a longer period of time.

Note: To reach the categorical diagnosis of addictive disorder according to Goodman (1990), criteria A-D plus criterion E
(five among nine symptoms) must be met for at least 1 month.
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Table 3: Compared levels of neuropeptides regulating food intake in AN patients and healthy

matched population

Neuropeptides regulating food intake* AN/CT References
Neuropeptide Y
CSF NPY ﬂ Kaye 1990, 1996; Baranowska 1997
Blood NPY = || } Nedvidkova 2000; Baranowska 2001;
Sedlackova 2012
Blood agouti-related protein f Moriya 2006; Merle 2011
Blood 26RFa ﬂ Galusca 2012
Opioid peptides
CSF b-endorphins = {I, Gerner 1982a; Baranowska 1990; Kaye 1996
CSF dynorphins —  Lesem 1991; Kaye 1996
Blood b-endorphins  f# Brambilla 1991; Tepper 1992; Baranowska
1990
Galanin
CSF or plasma galanin —,  Berrettini 1988; Baranowska 1997, 2001
Blood a-MSH - DR
CSF corticotropin-releasing hormone i) Gerner 1981; Hotta 1986; Kaye 1987;
Baranowska 1990
CSF Thyrotropin-releasing hormone { Lesem 1994
CSF neurotensin =  Nemeroff 1989
Somatostatin (SRIF)
CSF SRIF | = Gerner 1982b, Kaye 1988
Blood SRIF Ty Pirke 1994; Valevski 2000; Baranowska 2000
CSF oxytocin l Demitrack 1990
Blood oxytocin = | Chiodera 1991; Lawson 2011a, 2012
Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF)
Serum BDNF J Nakazato 2003, 2006, 2009; Monteleone 2004,
2005; Ehrlich 2009; Saito 2009
Blood BDNF ﬂ Mercader 2007

Adapted from Monteleone 2011

*Neuropeptides inhibiting food intake are on a grey background
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Table 4: Compared levels of hormones regulating food intake in AN patients and healthy matched population

Hormones regulating food

intake* AN/CT References
Ghrelin-related
Blood total ghrelin ﬂ Otto 2001, 2005; Nedvidkova 2003; Tanaka 2003a, 2003b, 2003c, 2004; Tolle 2003; Broglio 2004a;

Blood acyl ghrelin (active) i

Blood desacyl ghrelin !

Blood obestatin i
Plasma insulin =)|1
Leptin

CSF leptin |

Blood leptin |
Total blood adiponectin =2

Cholecystokinin (CKK)

CSF or blood CCK = {
Blood glucagon-like peptide 1 =
Blood peptide YY (=)13

Hotta 2004; Krsek 2004; Misra 2004c, 2005b, 2007, 2008; Soriana-Guillén 2004; Tanaka 2004; Bosy-
Westphal 2005; Stock 2005; Troisi 2005; Uehara 2005; Janas-Kozik 2007, Nakahara 2007, 2008;
Germain 2007, 2009, 2010; Stoving 2007; Lawson 2011b; Sedlakowa 2012

Nakai 2003; Hotta 2004; Uehara 2005; Nakahara 2008; Germain 2009, 2010
Hotta 2004; Nakahara 2008
Nakahara 2008; Germain 2009, 2010; Sedlakova 2012

Uhe 1992; Tamai 1993; Stoving 1999; Gianotti 2000; Gniuli 2001; Delporte 2003; Tanaka 2003a;
Weinbrenner 2003; Misra 2004a, 2004b, 2007; Tagami 2004; Bosy-Westphal 2005; Housova 2005;
Misra 2005¢; Stock 2005; Tomasik 2005; Dolezalova 2007; Dostalova 2007; Kinzig 2007; Nakahara
2007; Stoving 2007; Haluzikova 2009; Brick 2010; Fazeli 2010b; Karczewska-Kupczewska 2010, 2012

Mantzoros 1997; Gendall 1999

Ferron 1997, Hebebrand 1997, Mantzoros 1997; Balligand 1998; Gendall 1999; Steving 1999,
Monteleone 2000, 2002a, 2002b; Nedvidkova 2000; Di Carlo 2002; Krizova 2002; Delporte 2003;
Holtkamp 2003a, 2003b, 2004; Misra 2003, 2004a, 2004b, 2005a, 2005¢, 2006, 2007, 2008;
Pannacciulli 2003; Tolle 2003; Weinbrenner 2003; Djurovic 2004; Heer 2004; Popovic 2004; Tagami
2004; Dostalova 2005, 2007; Haas 2005; Miljic 2006; Ohwada 2006, 2007; Dolezalova 2007; Germain
2007; Mika 2007; Modan-Moses 2007; Mufioz-Calvo 2007; Nakahara 2007; Haluzikova 2009; Arimura
2010; Estour 2010; Fazeli 2010b; Nogueira 2010; Lawson 2011b; Faje 2012

Delporte 2003; lwahashi 2003; Pannacciulli 2003; Misra 2004a; Tagami 2004; Bosy-Westphal 2005;
Housova 2005; Dolezalova 2007; Dostalova 2007, Modan-Moses 2007; Nakahara 2007; Stoving 2007;
Haluzikova 2009; Karczewska-Kupczewska 2010, 2012; Nogueira 2010

Phillipp 1991; Geracioti 1992; Tamai 1993; Fujimoto 1997; Tomasik 2004, 2005
Tomasik 2002, 2004, 2005

Stock 2005; Germain 2007, Nakahara 2007; Misra 2006, 2007, 2008; Otto 2007; Lawson 2011b;
Sedlackova 2012

1 Most of the studies found decreased insulin levels

2 Only three studies found no significant differences when compared to control group, and one found a decrease, while all the other found increased adiponectin levels

3 Most of the studies found increased PYY levels
*Hormones inhibiting food intake are on grey background
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Table 5: Compared levels of bone turnover markers in AN patients and healthy matched

population
Bone turnover markers* AN/CT References
Blood OC (=) | 1 Calero 1999; Grinspoon 1999; Caillo-Augusseau

Blood procollagen type | N-terminal
propeptide (PINP)

Blood procollagen type | C-terminal
propeptide (PICP)

Blood bone specific alkaline
phosphatase (BSAP)

Blood or urinary c-terminal cross-
linking telopeptide of type | collagen
(CTX)

Blood cross-linked N-telopeptides of
type 1 collagen (NTX)

Urinary NTX/creatinine

=
I
(=) 12

i3

"
4

2000; Gordon 2002; Misra 2003, 2004b, 2006,
2007, 2008; Weinbrenner 2003; Galusca 2006;
Legroux-gérot 2007; Ohwada 2007; Viapiana
2007; Estour 2010, Ostrowska 2010, 2012a,
2012b

Calero 1999; Faje 2012

Misra 2003, 2004b, 2006, 2007; Heer 2004; Mika
2007

Calero 1999; Gordon 2002; Misra 2003, 2006;
Heer 2004; Bolton 2005; Galusca 2006; Legroux
gérot 2007; Mika 2007; Ohwada 2007; Viapiana
2007

Caillo-Augusseau 2000; Weinbrenner 2003;
Galusca 2006; Mika 2007; Estour 2010;
Ostrowska 2010, 2012a, 2012b; Faje 2012

Gordon 2002; Dominguez 2007;

Grinspoon 1999; Misra 2003, 2006, 2007, 2008;
Dominguez 2007

1 All but three studies found significant or non significant decreased OC levels

2 All but three studies found significant or non significant decreased BSAP levels
3 Increased CTX found by Caillo-Augusseau 2000, Weinbrenner 2003, Galusca 2006, Ohwada 2007 and Estour 2010
4 Only Grinspoon found increased urinary NTX/creatinine levels

*Bone resorption markers are on grey background
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Table 6: Compared levels of other factors altered in AN patients

Other factors ANI/CT References
Growth factors
Blood GH (:>) 1’[ 1 Gianotti 2000; Misra 2003, 2004a, 2004c, 2005c, 2006, 2007;

Stoving 2003; Tolle 2003; Broglio 2004a; Tanaka 2004; Miljic
2006; Germain 2007; Polli 2008; Arimura 2010; Estour 2010

Blood IGF-1 J Grinspoon 1999; Stoving 1999, 2003, 2007; Gianotti 2000;
Nedvidkova 2000; Di Carlo 2002; Gordon 2002; Misra 2003,
2004a, 2005c, 2006, 2007, 2008; Tolle 2003; Broglio 2004a; Heer
2004; Ohwada 2006, 2007; Germain 2007; Legroux-Gérot 2007;
Mika 2007; Polli 2008; Haas 2009; Arimura 2010; Brick 2010;
Estour 2010; Fazeli 2010b; Faje 2012

Steroid and Sexual hormones
Blood LH J Stoving 1999, 2007; Di Carlo 2002; Holtkamp 2003b; Popovic
2004; Misra 2005c; Dominguez 2007; Germain 2007,
Oswiecimska 2007; Tomova 2007; Nogal 2008; Arimura 2010;
Estour 2010; Ziora 2011

Blood FSH (:;) U, 2 Stoving 1999, 2007; Di Carlo 2002; Holtkamp 2003b; Popovic
2004; Dominguez 2007; Germain 2007; Oswiecimska 2007;
Tomova 2007; Nogal 2008; Arimura 2010; Estour 2010; Ziora
2011

Estrogens (:;) U, 3 Grinspoon 1999; Stoving 1999, 2007; Monteleone 2000, 2001; Di
Carlo 2002; Holtkamp 2003b; Misra 2003, 2004a, 2004b, 2005c,
2006, 2007, 2008; Tolle 2003; Heer 2004; Popovic 2004; Bolton
2005; Dominguez 2007; Germain 2007; Mika 2007; Ohwada 2007,
Oswiecimska 2007; Haas 2009; Arimura 2010; Brick 2010; Estour
2010; Buehren 2011; Ziora 2011; Faje 2012

Cortisol (=) 14 Grinspoon 1999; Stoving 1999; Monteleone 2000, 2001,
Putignano 2001; Misra 2003, 2004b, 2005¢, 2006, 2007, 2008;
Tolle 2003; Weinbrenner 2003; Heer 2004; Troisi 2005; Miljic
2006; Germain 2007; Oswiecimska 2007; Nogal 2008; Haas 2009;
Arimura 2010; Estour 2010; Buehren 2011; Ziora 2011; Faje 2012

Thyroid hormones (=)l 5 Nedvidkova 2000; Di Carlo 2002 ; Holtkamp 2003b ; Weinbrenner
2003; Onur 2005; Troisi 2005; Brambilla 2006; Ohwada 2006,
2007; Oswiecimska 2007;Nogal 2008; Arimura 2010; Estour 2010;
Buehren 2011; Ziora 2011

1 All but two studies found increased GH
levels

2 All but one study found decreased FSH

3 Most of the studies found decreased estrogen levels

4 Most of the studies found increased cortisol levels

5 All but two studies found decreased T3 and/or T4 levels



Annexes

Composition des nourritures utilisées dans mes études :

- Special diet service RM1

- Special diet service RM3

- Research diet low fat diet (10% fat)

- Research diet very high fat diet (60% fat)
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Special Diets Services

Rat and Mouse No.l Maintenance

Pelleted, Expanded and Expanded Ground

SUITABLE SPECIES AND
APPLICATIONS

Rats and mice for long and short term maintenance.

BENEFITS

® High quality human food grade soya bean concentrate
provides a less variable source of protein.

® | ow protein level promotes longer life expectancy,
reducing obesity and associated problems in the
aged animal.

® Low nutrient levels reduce the risk of undesirable
side-effects in toxicity trials being masked.

FEEDING GUIDE

Ad-lib feeding is recommended.

AVAILABLE AS

Product
Diet Form Code
Standard
RMI (P) 92.5mm Pelleted 801151
RMI (E) Expanded 801002
sQcC
RMI (E) SQC Expanded 811002
RMI (E) FG SQC Expanded Ground 811004

® All diets are available irradiated and are available in a range

of packaging.

o All Standard diets are available with full analysis on request.

Email: info@sdsdiets.com

Catalogue revision 4 0103

INGREDIENTS

Wheat, Barley, Wheatfeed, De-hulled Extracted Toasted
Soya, Soya Protein Concentrate, Macro Minerals,

Soya Oil, Whey Powder, Amino Acids, Vitamins,

Micro Minerals.



Rat and Mouse No.l Maintenance

Calculated Analysis

NUTRIENTS Total Supp (9)
ProdmateAnabsis

Moisture (1) % 10.00

Crude Ol % 271

Crude Protein % 14.38

Crude Fibre % 4.65

Ash % 6.00

Nitrogen Free Extract % 61.73

Digestible Crude Ol % 247
Digestible Crude Protein % 12.92

Total Dietary Fibre % 17.05
Pectin % [.52
Hemicellulose % 10.17
Cellulose % 4.32
Lignin % |.68
Starch % 44.97
Sugar % 4.05

Gross Energy MJ/kg 14.74
Digestible Energy (15) MJ/kg I1.90
Metabolisable Energy (15) M)/kg 10.74
Atwater Fuel Energy (AFE)(8) MJ/kg 13.75
AFE from Oil % 742
AFE from Protein % 17.49
AFE from Carbohydrate % 75.09

Saturated Fatty Acids

C12:0 Lauric % 0.02
C14:0 Myristic % 0.14
C16:0 Palmitic % 0.31
C18:0 Stearic % 0.04
Monounsaturated Fatty Acids

Cl4:1 Myristoleic % 0.02
Clé:1 Palmitoleic % 0.09
Cl8:1 Oleic % 0.77
Polyunsaturated Fatty Acids

C18:2(wé) Linoleic % 0.69
C18:3(w3) Linolenic % 0.06
C20:4(w6) Arachidonic % 0.13
C22:5(w3) Clupanodonic %

Arginine % 091

Lysine (6) % 0.66 0.07
Methionine % 022 0.04
Cystine % 0.24

Tryptophan % 0.18

Histidine % 035

Threonine % 049

Isoleucine % 0.54

Leucine % 0.98

Phenylalanine % 0.66

Valine % 0.69

Tyrosine % 0.49

Taurine %

Glycine % [.11

Aspartic Acid % 0.67

NUTRIENTS Total Supp (9)
Glutamic Acid % 3.7

Proline % 1.20

Serine % 0.56

Hydroxyproline %

Hydroxylysine %

Alanine % 0.16

Calcium % 0.73 0.63
Total Phosphorus % 0.52 0.04
Phytate Phosphorus % 0.24
Available Phosphorus % 0.28 0.04
Sodium % 0.25 0.19
Chloride % 0.38 0.32
Potassium % 0.67
Magnesium % 023

Iron mg/kg 159.30 82.50
Copper mg/kg [1.50 1.94
Manganese mg/kg 7244 19.22
Zinc mg/kg 3575

Cobalt uglkg  634.10 550.00
lodine uglkg  1202.69 1085.00
Selenium ug/kg 298.99 100.00
Fluorine mg/kg 1049

p-Carotene (2) mg/kg 0.16

Retinol (2) uglkg  2566.38 2400.00
Vitamin A (2) iukg 855427 8000.00
Cholecalciferol (3) ug/kg 15.54 15.00
Vitamin D (3) iu/kg 621.70 600.00
a-Tocopherol (4) mg/kg 7645 56.82
Vitamin E (4) iu/kg 84.10 62.50
Vitamin B, (Thiamine) mg/kg 8.58 1.96
Vitamin B, (Riboflavin) mg/kg 4.33 294
Vitamin By (Pyridoxine) mg/kg 4.81 0.98
Vitamin B, (Cyanocobalamine) ug/kg 749 6.00
Vitamin C (Ascorbic Acid) mg/kg 2.59

Vitamin K (Menadione) mg/kg 10.17 9.36
Folic Acid (Vitamin By) mg/kg 0.79

Nicotinic Acid (Vitamin PP) (6) mg/kg 61.32 245
Pantothenic Acid (Vitamin Bsys) mg/kg 20.17 5.80
Choline (Vitamin By/) mg/kg  1080.14 366.60
Inositol mg/kg  2369.59

Biotin (Vitamin H) (6) ug/kg 277.13
Notes

I. All values are calculated using a moisture basis of 10%.

Typical moisture levels will range between 9.5 - | .5%.

2. a. Vitamin A includes Retinol and the Retinol equivalents of B-carotene
b.Retinol includes the Retinol equivalents of 3-Carotene.
c.0.48 ug Retinol = | ug B-carotene = 1.6 iuVitamin A activity
d. | ug Retinol = 3.33* iu Vitamin A activity
e. | iuVitamin A = 0.3 ug Retinol = 0.6 ug B-carotene
f. The standard analysis for Vitamin A does not detect B-carotene

3. lug Cholecalciferol (Ds) = 40.0 iu Vitamin D

4. | mg all-rac-a-tocopherol = |.1 iu Vitamin E activity
I mg all-rac-o-tocopherol acetate = 1.0 iu Vitamin E activity

5. 1 MJ = 239.23 Kcalories = 239.23 Calories = 239,230 calories

6. These nutrients coming from natural raw materials such as cereals may have
low availabilities due to the interactions with other compounds.

7. Based on in-vitro digestibility analysis.

8. AF Energy = Atwater Fuel Energy = ((CO%/100)*9000)+
((CP%/100)*4000)+((NFE%/ 100)*4000)/239.23

9. Supplemented nutrients from manufactured and mined sources.

15. Calculated.
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Special Diets Services

Rat and Mouse No.3 Breeding
Pelleted

SUITABLE SPECIES AND
APPLICATIONS

Rats and mice for breeding, lactation, and growth of
young stock.

BENEFITS

® High nutrient levels promote excellent breeding
performances and fast growth rates in young stock.

FEEDING GUIDE

Ad-lib feeding is recommended.

AVAILABLE AS

Product
Diet Form Code
Standard
RM3 (P) 9.5mm Pelleted 801700

® All diets are available irradiated and are available in a range
of packaging.

® All Standard diets are available with full analysis on request.

Email: info@sdsdiets.com

Catalogue revision 4 0103

INGREDIENTS

Wheat, Wheatfeed, De-hulled Extracted Toasted Soya,
Barley, Macro Minerals, Yeast, Potato Protein, Hydrolised
Wheat Gluten, Full Fat Soya, Soya Qil, Maize Gluten
Meal, Dextrose Monohydrate, Vitamins, Micro Minerals,
Amino Acids.




Rat and Mouse No.3 Breeding (P)

Calculated Analysis

NUTRIENTS Total Supp (9)
ProdmateAnabsis

Moisture (1) % 10.00

Crude Ol % 4.20

Crude Protein % 22.45

Crude Fibre % 442

Ash % 8.05

Nitrogen Free Extract % 50.40

Digestible Crude Ol % 3.8l
Digestible Crude Protein % 20.18

Total Dietary Fibre % 16.15
Pectin % [.53
Hemicellulose % 9.6
Cellulose % 4.13
Lignin % [.54
Starch % 33.88
Sugar % 4.37

Gross Energy MJ/kg [5.11
Digestible Energy (15) MJ/kg 12.22
Metabolisable Energy (15) MJ/kg .18
Atwater Fuel Energy (AFE) (8) MJ/kg 13.76
AFE from Oil % I'1.48
AFE from Protein % 27.28
AFE from Carbohydrate % 6124

Saturated Fatty Acids

C12:0 Lauric % 0.05
C14:0 Myristic % 0.17
C16:0 Palmitic % 0.37
C18:0 Stearic % 0.1l
Monounsaturated Fatty Acids

Cl4:1 Myristoleic % 0.01
Clé:1 Palmitoleic % 0.09
Cl8:1 Oleic % [.01
Polyunsaturated Fatty Acids

C18:2(wé) Linoleic % 1.26
C18:3(w3) Linolenic % 0.17
C20:4(w6) Arachidonic % 0.12
C22:5(w3) Clupanodonic %

Arginine % [.42

Lysine (6) % |.34 0.18
Methionine % 0.37 0.03
Cystine % 0.35

Tryptophan % 0.27

Histidine % 0.55

Threonine % 0.88

Isoleucine % 0.98

Leucine % |.87

Phenylalanine % 1.23

Valine % I.15

Tyrosine % 0.87

Taurine %

Glycine % 1.85

Aspartic Acid % .40

NUTRIENTS Total Supp (9)
Glutamic Acid % 4.39

Proline % [.56

Serine % [.01

Hydroxyproline %

Hydroxylysine %

Alanine % 0.27

Calcium % 1.24 I.1
Total Phosphorus % 0.83 0.28
Phytate Phosphorus % 0.26

Available Phosphorus % 0.56 0.28
Sodium % 0.24 0.19
Chloride % 0.36 0.31
Potassium % 0.81

Magnesium % 029 0.04

Iron mg/kg 16344 82.50
Copper mg/kg 20.53 8.75
Manganese mg/kg 102.71 52.70
Zinc mg/kg 48.67 8.64
Cobalt ugkg 60444 525.00
lodine ug/kg 867.77 775.00
Selenium ug/kg 388.94 200.00
Fluorine mg/kg 8.67

p-Carotene (2) mg/kg |.67

Retinol (2) uglkg  6670.95 5812.50
Vitamin A (2) iukg  22213.06 19375.00
Cholecalciferol (3) ug/kg 73.70 72.50
Vitamin D (3) iukg 294801 2900.00
a-Tocopherol (4) mg/kg 100.90 81.14
Vitamin E (4) iu/kg 111.02 89.25
Vitamin B, (Thiamine) mg/kg 28.39 19.11
Vitamin B, (Riboflavin) mg/kg 10.28 7.60
Vitamin By (Pyridoxine) mg/kg 18.87 14.45
Vitamin B, (Cyanocobalamine) ug/kg 19.23 17.75
Vitamin C (Ascorbic Acid) mg/kg [.33

Vitamin K (Menadione) mg/kg 4.14 372
Folic Acid (Vitamin By) mg/kg 299 0.49
Nicotinic Acid (Vitamin PP) (6) mg/kg 85.74 19.11
Pantothenic Acid (Vitamin Bsys) mg/kg 40.79 23.80
Choline (Vitamin By/) mg/kg  1422.37 366.60
Inositol mg/kg  1839.97

Biotin (Vitamin H) (6) ug/kg 316.66
Notes

I. All values are calculated using a moisture basis of 10%.

Typical moisture levels will range between 9.5 - | .5%.

2. a. Vitamin A includes Retinol and the Retinol equivalents of B-carotene
b.Retinol includes the Retinol equivalents of 3-Carotene.
c.0.48 ug Retinol = | ug B-carotene = 1.6 iuVitamin A activity
d. | ug Retinol = 3.33* iu Vitamin A activity
e. | iuVitamin A = 0.3 ug Retinol = 0.6 ug B-carotene
f. The standard analysis for Vitamin A does not detect B-carotene

3. lug Cholecalciferol (Ds) = 40.0 iu Vitamin D

4. | mg all-rac-a-tocopherol = |.1 iu Vitamin E activity
I mg all-rac-o-tocopherol acetate = 1.0 iu Vitamin E activity

5. 1 MJ = 239.23 Kcalories = 239.23 Calories = 239,230 calories

6. These nutrients coming from natural raw materials such as cereals may have
low availabilities due to the interactions with other compounds.

7. Based on in-vitro digestibility analysis.

8. AF Energy = Atwater Fuel Energy = ((CO%/100)*9000)+
((CP%/100)*4000)+((NFE%/ 100)*4000)/239.23

9. Supplemented nutrients from manufactured and mined sources.

15. Calculated.
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Description Formula
Rodent Diet with 10% kcal% fat.
Product #D12450B agm% kcal%
Used in Research
Obesity Protein 19.2 20
Diabetes Carbohydrate 67.3 70
Fat 4.3 10
Packaging Total 100
Product is packed in 12.5 kg box. kcal/gm 3.85
Each box is identified with the
product name, description, lot Ingredient gm kcal
number and expiration date.
Casein, 30 Mesh 200 800
Lead Time L-Cystine B 12
IN-STOCK.
Ready for next day shipment. Corn Starch 315 1260
Maltodextrin 10 35 140
Gamma-Irradiation Sucrose 350 1400
Yes. Add 10 days to delivery time.
Cellulose, BW200 50 0
Form
Pellet, Powder, Liquid Soybean Oil 25 225
Lard* 20 180
Shelf Life
Most diets require storage in a cool Mineral Mix S10026 10 0
dry environment. Stored correctly DiCalcium Phosphate 13 0
they should last 6 months. Calcium Carbonate 5.5 0
Potassium Citrate, 1 H20 16.5 0
Control Diets
Used as a control diet for Vitamin Mix V10001 10 40
D12451 and D12492 Choline Bitartrate 2 0
Sucrose Content FD&C Yellow Dye #5 0.05 0
35% Sucrose
See D12450], K, H for other options. Total 1055.05 4057

Formulated by E. A. Ulman, Ph.D., Research Diets, Inc., 8/26/98
and 3/11/99.

*Typical analysis of cholesterol in lard = 0.72 mg/gram.

Cholesterol (mg)/4057 kcal = 54.4
Cholesterol (mg)/kg = 51.6

RESEARCH

DIETSE

www.ResearchDiets.com

Research-Diets, Inc.

20 Jules Lane

New Brunswick, NJ 08901 USA
Tel: 732.247.2390

Fax: 732.247.2340
info@researchdiets.com

© 2006 Research Diets, Inc. All rights reserved. D12450B--2-13
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Description
Rodent Diet with 60% kcal% fat.

Used in Research
Fatty Liver
Inflammation

Obesity

Diabetes

Packaging

Product is packed in 12.5 kg box.
Each box is identified with the
product name, description, lot
number and expiration date.

Lead Time
IN-STOCK.

Ready for next day shipment.

Gamma-Irradiation
Yes. Add 10 days to delivery time.

Form
Pellet, Powder, Liquid

Shelf Life

Most diets require storage in a cool
dry environment. Stored correctly
they should last 6 months.

Because of the high fat content is
best if kept frozen.

Control Diets
D12450B, D12450], D12450K

RESEARCH

DIETSE

www.ResearchDiets.com

¢
L

Product Data - D12492

Open formula purified diets for lab animals

‘
y <
"
OpenSource

W ADIETS'

4
Report p Repeat p Revise

Formula
Product #D12492 am% kcal%
Protein 26.2 20
Carbohydrate 26.3 20
Fat 34.9 60
Total 100
kcal/gm 5.24
Ingredient gm kcal
Casein, 30 Mesh 200 800
L-Cystine 3 12
Corn Starch 0 0
Maltodextrin 10 125 500
Sucrose 68.8 275.2
Cellulose, BW200 50 0
Soybean Oil 25 225
Lard* 245 2205
Mineral Mix S10026 10 0
DiCalcium Phosphate 13 0
Calcium Carbonate 5.5 0
Potassium Citrate, 1 H20 16.5 0
Vitamin Mix V10001 10 40
Choline Bitartrate 2 0
FD&C Blue Dye #1 0.05 0
Total 773.85 4057

Formulated by E. A. Ulman, Ph.D., Research Diets, Inc., 8/26/98

and 3/11/99.

*Typical analysis of cholesterol in lard = 0.72 mg/gram.
Cholesterol (mg)/4057 kcal = 216.4
Cholesterol (mg)/kg = 279.6

Research-Diets, Inc.

20 Jules Lane

New Brunswick, NJ 08901 USA
Tel: 732.247.2390

Fax: 732.247.2340
info@researchdiets.com

© 2006 Research Diets, Inc. All rights reserved. D12492--2-13


Fanny
Texte surligné 





	Langlet Cell Metab 2013.pdf
	Tanycytic VEGF-A Boosts Blood-Hypothalamus Barrier Plasticity and Access of Metabolic Signals to the Arcuate Nucleus in Res ...
	Introduction
	Results
	Fasting-Induced Plasticity of the Blood-Hypothalamus Barrier
	Glucose Deprivation Mediates Fasting-Induced Plasticity at the BHB
	VEGF Promotes Changes in ME Microvessel Loops and Tanycytic Tight-Junction Complexes during Fasting
	Fasting-Induced BHB Plasticity Requires Tanycytic VEGF-A Expression
	BHB Plasticity Modulates the Access of Blood-Borne Metabolic Factors to the ARH
	BHB Plasticity Modulates Feeding

	Discussion
	Experimental Procedures
	Animals
	Treatment Protocols
	Glucose Infusion and 2-DG Injection
	Anti-VEGF and VEGF Treatments
	Tat-Cre Delivery

	Fluorescence-Activated Cell-Sorting and Real-Time PCR Analyses
	Physiological Measurements
	Food Intake
	In Vivo Leptin Sensitivity Test

	Permeability Assays, Immunohistochemistry, and Image Analysis
	Microdialysis of the Hypothalamus
	Immunoblotting
	Statistical Analysis

	Supplemental Information
	Acknowledgments
	References


	fendo-04-00015.pdf
	Ghrelin: central and peripheral implications in anorexia nervosa
	Introduction
	Physiological alterations in anorexia nervosa
	Types and subtypes of anorexia nervosa: new DSM-V classification
	Central and peripheral alterations in anorexia nervosa
	Animal models of chronic food restriction: a way to decipher the physiological mechanisms of anorexia nervosa

	Ghrelin a key energy balance hormone: role in anorexia nervosa
	Origin and biosynthesis of ghrelin
	Ghrelin receptor and distribution
	Roles of ghrelin
	Role of ghrelin in the regulation of appetite, food intake, and energy balance
	The central orexigenic effect of ghrelin
	Ghrelin and the reward system
	Other functions
	Des-acyl ghrelin and obestatin: a controversial metabolic function?


	Access of ghrelin to its neuronal targets
	Conclusion: ghrelin as a potential treatment for anorexia nervosa
	Author note
	References


	Nature neuro.pdf
	Melanin-concentrating hormone regulates beat frequency of ependymal cilia and ventricular volume
	Methods
	ONLINE METHODS
	Animals and brain slices.
	Immunofluorescence.
	Microscopic analysis.
	CBF measurements.
	Electrophysiology.
	Fura-2AM experiments.
	In vivo brain MRI.
	Drugs.
	Statistics.

	Acknowledgments
	AUTHOR CONTRIBUTIONS
	COMPETING FINANCIAL INTERESTS
	References
	Figure 1 MCH increases ependymal cell CBF in the v3V, where MCH fibers and MCHR1 are present in close apposition.
	Figure 2 Stimulation of MCH neurons in brain slices increases CBF 
in neighboring ependymal cells along the v3V.
	Figure 3 In vivo assessment of ventricle enlargement in Mchr1−/− mice.


	fendo-04-00015.pdf
	Ghrelin: central and peripheral implications in anorexia nervosa
	Introduction
	Physiological alterations in anorexia nervosa
	Types and subtypes of anorexia nervosa: new DSM-V classification
	Central and peripheral alterations in anorexia nervosa
	Animal models of chronic food restriction: a way to decipher the physiological mechanisms of anorexia nervosa

	Ghrelin a key energy balance hormone: role in anorexia nervosa
	Origin and biosynthesis of ghrelin
	Ghrelin receptor and distribution
	Roles of ghrelin
	Role of ghrelin in the regulation of appetite, food intake, and energy balance
	The central orexigenic effect of ghrelin
	Ghrelin and the reward system
	Other functions
	Des-acyl ghrelin and obestatin: a controversial metabolic function?


	Access of ghrelin to its neuronal targets
	Conclusion: ghrelin as a potential treatment for anorexia nervosa
	Author note
	References





